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RESUMEN. 

Las diferentes cepas de L J;[IRi que se han estudiado, muestran una gran 

heterogeneidad entre si, ya que son distintas en sus propiedades biológicas como son: 

crecimiento, lnfectlvldad, patogenlcldad y tropismo celular; también se han observado 

diferencias en sus patrones lsoenzlmátlcos, contenido de DNA total y digestión del 

DNA del clnetoplasto por medio de enzimas de restricción. Tal variabilidad y el poco· 

conocimiento de las cepas mexicanas, dio pauta para la realización del presente 

trabajo, que pretendió realizar la caracterización biológica (crecimiento, 

metaclclogénesls, lnfectivldad y virulencia) de cepas mexicanas de L ima!, y· 

compararlas con cepas sudamericanas de referencia. Para la caracterización de 

crecimiento e Inducción de metaclclogénesls, se cultivaron las distintas cepas de L 

i;nW, en diferentes medios de cultivo: TAUP (Trlatomlne Artificial Urlne), 

suplementado con 1 O mM de L-prolinaJ; LIT (Llver lnfuslon Tryptose, suplementado 

con 25 y 50 µg de hemina/mi) y Grace (medio especial para células de Insecto). El 

medio más favorable, para el crecimiento de las cepas de L -'llll!, fue el medio LIT 

con 25 µg de hemina/mi, a diferencia del medio TAUP y el medio Grace que fueron 

pobres sustentadores del crecimiento. En contraste este último medio resultó ser el 

mejor Inductor de metaclclogénesls en los diferentes parásitos, obteniéndose un 

porcentaje de 15 a 41 % de transformación en cepas mexicanas y un porcentaje de 
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36 a 66% en cepas sudamericanas. Así también, se observaron diferencias en la 

capacidad de transformación, de las cepas de L J:!llll, de acuerdo a su origen 

geogréflco. Los trlpomastlgotes obtenidos, por la Inducción de metaclclogénesls, se 

utilizaron para estudiar lnfectlvldad y virulencia In l!l1!!l para lo cual se ca-incubaron 

con dos líneas celulares, la línea de macrófagos P388 y células epiteliales de la línea 

Vero. La cepa más lnfectlva fue la cepa Z10 en células Vero. Finalmente se evaluó el 

poder lnfectlvo de ocho cepas mexicanas y cuatro cepas sudamericanas, 

observéndose mayor virulencia con las cepas C4, Esmeralda, H3, H5 y Z21 (60 a 

70%) en macrófagos P388. Estos resultados mostraron heterogeneidad en: 

metaclclogénesls, lnfectlvldad y virulencia In lll1al. en las diferentes cepas mexicanas 

analizadas, así como diferencias con las cepas sudamericanas usadas como referencia. 

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron el establecimiento de modelos de 

lnfectlvldad In lll1m de cepas mexicanas de L s:aW a diferentes líneas celulares. 
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l. INTRODUCCION. 

La enfermedad de Chagas o Trlpanosomlasls Americana, es una enfermedad que 

resulta de la Infección por el protozoario flagelado Tntp1001om1 i:aal. Esta 

enfermedad fue descrita por primera vez en 1909 por el Dr. Carlos Chagas en su 

país natal, Brasil; es limitada al Continente Americano, particularmente a los países 

de Amtlrlca Latina tropical y subtroplcal (W.H.0, 1986; Salazar y col., 1988). La 

Trlpanosomlasls Americana es transmitida prlnclpalmento por un Insecto trlatómlno 

perteneciente a la famllla Reduvildae. Se le ha dado la terminología mlldlca de 

zoonosis, reflrltlndose a Infecciones y enfermedades naturalmente transmitidas 

entre los animales y el hombre. Sin embargo, en 1964, Schwabe realizó una 

clasificación más completa basándose en el ciclo biológico del agente etiológico de 

los diferentes grupos, e Incluyó a la enfermedad de Chagas dentro de las 

metazoonosls, que son las zoonosis transmitidas por artrópodos, en donde se 

presenta un periodo de Incubación extrínseca en el Invertebrado precediendo a la 

transmisión del hospedero (citado en Tay y col., 1984). 

La enfermedad de Chagas constituye un Importante problema de salud pública 

presentando una distribución muy amplia (Flg. 1 ), En base a datos publicados de 

diferentes partes de Amtlrlca Latina, se estima que por lo menos de 15 a 20 

millones de personas en áreas rurales y urbanas se encuentran lnfectadadas por 



111 ~~!'m':act de Chagas 

O ::,¡:~d de Chagas 

.4 

Fig.1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. Se 
muestran los principales países afectados con L ~ (tomado de OPS, 19901. 
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L ¡;n¡¡l y en riesgo cerca de 90 millones de personas. En Brasil (país que es 

endémico para esta parasitosis) Ja Incidencia de Infección es estimada en 120 mil 

nuevos casos al año y también se tienen datos de que por cada 1 O personas 

infectadas una muere en un rango de edades que va de entre los 25 a 64 años 

(W.H.0 .. 1986; Schenone y Rojas, 19891. L ll!llJi y su vector astan ampliamente 

distribuidos en América, desde el sur de Estados Unidos 142º latitud Norte) hasta 

Chile y Argentina (43° latitud Sur) (OPS, 1990; Domínguez, Rlcárdez y Esplnoza, 

1990). 

1.1. Países Endémicos de la Enfermedad da Chagaa. 

Los países endémicos pueden clasificarse a partir de los siguientes criterios: la 

magnitud de la transmisión, la cantidad y calidad de la Información epidemiológica 

disponible y la existencia o falta de medidas coordinadas para controlar esta 

enfermedad. Tomando en cuenta estos criterios los países se han clasificado en 4 

grupos (OPS, 1990). 
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Grupo l. lnc!uye a Argentina, Brasil, Chile, Ecuador. Paraguay, Perú, Uruguay y 

Venezuela: caracterizándose por una Intensa propagación de la enfermedad que ha 

obligado a las autoridades de salud a establecer programas de control de estructura 

vertical o, dentro del marco de las estrategias de atención primaria de salud. 

Grupo 11. En los países aquí comprendidos se pudo comprobar la transmisión 

domiciliarla. En Bolivia, Colombia y Costa Rica existe una obvia relación entre la 

Infección por L m:iaJ v las anomalías registradas en electrocardiogramas, asf como 

otras patologías atribuibles a la enfermedad de Chagas. Lamentablemente, pese al 

conocimiento que tienen las autoridades de salud del problema y al Interés cada vez 

mayor por encontrar una solución, todavía. no se han Iniciado actividades 

relacionadas con programas de control en esos paf ses. Por otra parte la Información 

sobre la actual situación epidemiológica de México indica una elevada prevalencia 

de reacciones serológlcas positivas contra los antígenos de L J:l.\W, además en 

algunos lugares se han notificado vlsceromegallas y cardiopatías relacionadas con 

las Infecciones por este parásito. Dados estos hechos, se ha Incluido a México en 

este grupo. 

Grupo 111. En este gr.upo se Incluyen El Salvador. Guatemala, Honduras, Nicaragua 

y Panamá, en donde se ha comprobado la transmisión domiciliarla. En todos estos 

paises se observa con frecuencia la fase aguda de la enfermedad de Chagas y los 
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datos serológlcos obtenidos Indican que el mlmero de reacciones positivas a los 

antígenos contra L nlll! es relativamente elevado. 

Grupo IV. Aquí se agrupan los países que tienen en comlln la presencia de 

reservorios y de Insectos trlatómlnos naturalmente Infectados con L !IDlll. es decir 

que la enfermedad es enzoótlca. En algunos países [Antigua y Barbuda, Aruba, las 

Bahamas, Bellce, Cuba, Curazao, los Estados Unidos de América, Granada, 

Guadalupe, la Guayana Francesa, Guyana, las Islas Vlrgenes Británicas, las Islas 

Vlrgenes (Norteamericanas), Jamaica, Martinica, la Aepllbllca Dominicana, San 

Vicente y las Granadinas, Surlnam y Trinidad y Tobago) la presencia de L illlW se 

ha encontrado unlcamente en trlatómlnos. Belice y Trinidad y Tobago han notificado 

algunas Infecciones humanas en el pasado y Guyana en 1981, también Informó 

sobre la presencia de casos humanos (OPS, 1990). 

1.2. Enfermedad de Chagas en México. 

El conocimiento sobre la enfermedad de Chagas en nuestro país no es nuevo, 

pues sus vectores se conocían desde la época prehispánica y durante la colonia. Así 

en 1528 Antonio Herrera escribió que el ejército expedicionario fue "víctima 

molesta de los mosquitos y pitos que pican y dejan señal como chinche y suelen 
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causar c·alentura": Fray Bernardino de Sahagún en su obra "Historia General de las 

cosas de la Nueva España", señaló la existencia de los triatómlnos y los describe 

así: "hay unas cucarachillas pardillas y traen dos maneras de alas con que vuelan, 

que son ponzoñosas y donde pican imprimen comezón e hinchazón". En 1891, 

Latrellle, describió a uno de los más lmponantes transmisores de L Jillgj en México 

y Centroamérica: IrWs!mA !llmll1l!Ull (citado en Velasco-Castrejón y col., 1991 ). No 

obstante estos antecedentes, no fue sino hasta 1928 cuando Hoffman inició los 

estudios sobre trlatóminos y sus relaciones con la enfermedad de Chagas: años más 

tarde Mazzottl (1940) informó por primera vez de la existencia de dos casos 

humanos, de enfermedad de Chagas en la población de Teojomulco, estado de 

Oaxaca. Palomo y Rublo reportaron el tercer caso de trlpanosomlasls, en Mérida, 

Yucatán (citado en Mazzotti y Olas, 1949). En 1946, Agulrre señaló la presencia 

de L ~. en mamíferos (tlacuaches) y redúvidos (TrlatomasJ, pertenecientes a 

Monterrey, Nuevo León. Para 1958, Blagf y colaboradores confirmaron el quinto 

caso de enfermedad de Chagas en Tutuapan, estado de México. Posteriormente 

Palencia y Montaña (1959), también reponaron un nuevo caso de tripa~1osomlasls 

en Guaymas, Sonora; Biagi y colaboradores, en 1964, encontraron individuos con 

enfermedad de Chagas en Tetltlán, Guerrero: asr también se encontró a IrlD.ll!ml!. 

phy!losomalllllll2Uli(vector), altamente Infectado porLi;nru. En 1967, Cuaneto, 

Ponce y Recio, lnfor.maron de cinco casos más de enfermedad de Chagas en los 
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estados de Jalisco y Zacatecas. Para 1969, Tay y colaboradores efectuaron una 

revisión sobre el conocimiento de la Infección por L ~ en México, 

encontrándose que de acuerdo a las reglones del país, en donde se ha reportado la 

presencia de L J<a111, ya sea en humanos o en el vector. la enfermedad de Chagas 

puede situarse a una altitud de O a 1800 metros sobre el nivel del mar. En los 

subsecuentes años se realizaron diferentes estudios epidemiológicos sobre la 

existencia de la enfermedad de Chagas, así por ejemplo en 1976 en el estado de 

Chiapas se realizó un estudio que Incluyó historias clfnlcas, electrocardiogramas, 

exámenes de sangre en fresco, frotis de gota gruesa, xenodlagnóstlco y la 

búsqueda de transmisores y reservarlos. De estos estudios se encontró positivldad 

en la prueba de xenodlagnóstlco (16 y 20%), gran presencia domlclllarla de 

Bhllilnllll llllllll!wl y gran antropofllla del transmisor (Ortega, Beltrán y Zavala, 

1976). En 1978 Goldsmlth y colaboradores, realizaron una encuesta en los bancos 

de sangre de la ciudad de Oaxaca, encontrando que el 4.4% de los donadores 

tenían anticuerpos contra L J<a111. Además en este mismo año, Ramos y 

colaboradores realizaron Investigaciones con ratones Infectados con L Jllilll, 

observando lnmunosupresión de la respuesta humoral primaria y secundaria, para 

antígenos dependientes de células Te Independientes de células T (Ramos y col .. 

1978). En 1979, Ramos, Shiidtler-Slwon y Ortlz-Ortlz observaron inmunosupreslón 

causada por L J<!IW (cepa Cocula) en células T de bazo de ratón. También en 
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1979, Tay y c?laboradores efectuaron un estudio epidemiológico en el estado de 

Jalisco, observándose que el 20% de les viviendas presentaban al insecto vector. 

Itll1lU!J.l 121rlw1 y de éstos el 62% estaba infectado con L l1rl!ll. A la par, 

Villacampa y Wiils llevaron a cabo otros estudios inmunológicos, en donde se 

mostró que L i;nal presentaba un recubrimiento de proteínas del hospedero, como 

un mecanismo de evasión de la respuesta inmune (citado en Velasco-Castrejón y 

col., 1992). En 1980, se realizó el primer estudio acerca del desarrollo morfológico 

de los diferentes estadios de L !:!llll (cepa Tetitlán) in .l!il!Q e lo .\!ÜrQ (Tay, 1980). 

También en este año, se volvieron a evaluar los resultados epidemiológicos 

iniciados en los años de 1971 y 1973 en el estado de Oaxaca. En 1971 el estudio 

de prevalencia serológica de anticuerpos contra L lllllll fuo de 76, 58 y 51 % en 

Cerro del Aire, Chlla y Tataltepec respectivamente; para 1980 se encontró una 

prevalencia del 58% en Cerro del Aire. Al comparar los electrocardiogramas de 

1973 y 1980, se denotaron pocos cambios, sugiriendo una progresión mínima de 

patología cardiaca durante el intervalo del estudio (citado en Goldsmith y col., 

1985). Ortega en 1980, determinó los patrones lsoenzimáticos de diferentes 

aislados mexicanos de L J;!l.I!.[, encontrando una gran homogeneidad entre ellos. 

Para 1981 se reportó el hallazgo de una cepa mexicana de L i;nW (OP), localizada 

preferentemente en el área peritoneai del ratón (Martrnez y Martín, 1981). En 1983 

se llevó a cabo un nuevo estudio seroepldemlológico en varias comunidades del 
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estado de Chiapas, encontrándose un 28% de seroposltivldad de las personas 

Investigadas en la población de Agua Azul Chiquito, 14% de la población de León 

Brindis, v 5.8% de otras tres comunidades (Goldsmlth y col., 1983). Por ese año 

se encontró la presencia de Il'.li12mB bl!:hirl en los estados de Querétaro y 

Guanajuato, lo cual no había sido reportado con anterioridad (Salazar y col., 1983). 

En 1984, Salazar y colaboradores estudiaron la seroepldemlología en diferentes 

localidades del estado de Oaxaca, encontrándose una seroposltlvldad de 9.17 a 

77.77 % (Salazar y col., 1984a), Asf también en este año, Salazary colaboradores 

dieron a conocer el primer caso de megaesófago causado por L J:n!11 en el estado 

de Oaxaca, confirmándose por medio de serología, sus antecedentes 

epidemiológicos, los datos clfnlcos y la hlstopatología (Salaznr y col., 1984b). En 

lo que respecta a los padecimientos de la enfermedad de Chagas, an el Instituto 

Nacional de Cardiología Carlos Chávez, se han reportado 39 casos de cardiopatía 

chagáslca, en el periodo que va de 1977 a 1988, de estos casos, uno fue agudo, 

tres subagudos y el resto crónicos. Los paclente1reran provenientes de los estados 

de Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Estado de México, Tabasco, Campeche, Chiapas, 

Hidalgo, Michoacán, Morelos, Nayarit y San Luis Potosí (Gloss y col., 1990). 

En los últimos años muchos grupos han empezado a estudiar la Enfermedad de 

Cha gas en México, además de los que ya la estudiaban, así Zavala-Castro, Velasco-
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Castrejón v Hernéndez en 1992, publicaron su trabajo acerca de la caracterización 

molecular de aislados mexicanos de L l1l'.llll utilizando el DNA total. Se encontró 

heterogeneidad entre estos aislados, en la secuencia no traducida del RNA 

rlbosomal. 

1.3. Blologla de L l11'.11ll. 

1.3.1. Posl~lón taxonómica (Levlne v col., 1980). 

Reino 

Subreino 

Phylum 

: Protlsta Haeckel, 1866 

: Protozoo Goldfuss, 1818, emd. Vonslebold, 1846 

: Sarcomastlgophora Honlngberg v 8alamuth, 1963 

Subphylum : Mastlgophora Dlesing, 1866 

.Clase : Zoomastlgophorea Calklns, 1909 

Orden : Klnetoplastlda Honlgberg, 1963 emd. Vlckerman, 1976 

Suborden : Trypanosomatina Kant, 1880 

Familia : Trypanosomatldae Dofleln, 1911 

G6nero : Dypanosoma Gruby, 1843 

Especie : Trypanosoma ~ Chagas, 1909 
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El subphylum Mastlgophora Incluye a todos los protozoarios que comunmente se 

conocen como flagelados, se caracterizan por poseer uno o más flagelos, en su 

forma trofozolde. La mayoría de los flagelados son de vida libre y se encuentran en 

varios habltats, pero algunos son simbiontes tanto en Invertebrados como en 

vertebrados. Muchas de las especies panlsltas habitan el tracto digestivo del 

hospedero, el sistema circulatorio y los tejidos (Cheng, 1986). Generalmente su 

reproducción es asexual, siendo básicamente por fisión binaria lntraclnetal; sin 

embargo en algunos representantes, la reproducción es sexual (Levlne v c,ol., 

19801. 

L l:!llZl se Incluye en el orden Klnetoplastlda, debido a que presentan una 

estructura característica: el clnetoplasto, el cual se localiza en la reglón anterior del 

cuerpo, asociado a la mltocondrla; está constituido fundamentalmente por ácidos 

nuclélcos que le confieren la capacidad de autoduplicaclón. La familia más 

representantlva es la Trypanosomatldae, que Incluye formas parásitas del sistema 

circulatorio, responsables de enfermedades serlas del hombre y de animales 

domésticos. Los miembros de esta familia tienen forma alargada, presentan un solo 

núcleo y un blefaroblasto del cual se origina un flagelo que forma el margen exterior 

de la membrana ondulante. Son polimórlicos, pudiendo presentar estadios 

flagelados y no flagelados a lo largo de su ciclo de vida (Cheng, 1986). 
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1.3.2. Morfología. L J:llRl en sus diversos hospederos v en medios de cultivo 

presenta cuatro estadios morfológicos: eplmastlgotes, trlpomastlgotes, amastlgotes 

v promastigotes (Schmldt v Roberts, 1984; Slelgh, 1989); pero generalmente sólo 

se consideran a los tres primeros estadios (Wyler, 1990). 

El trlpomastlgote es un flagelado de cuerpo alargado que mide de 20-25 µm de 

longitud v 2 µm do ancho, presenta un gran núcleo centroveslculoso, clnetoplasto 

subtermlnal posterior al núcleo v el cual esta formado principalmente por DNA v 

se encuentra asociado a una gran mltocondrla. El flagelo esta adherido a la 

membrana ondulante del parásito v sale libre en la porción anterior para moverse 

activamente como un chicote. Este estadio morfológico se le encuentra en la sangre 

de mamíferos v en el Intestino posterior de los triatómlnos Infectados como 

trlpomastlgotes metacícllcos, es la forma lnfectante para los mamíferos, así como 

para los trlatómas cuando éstos chupan sangre de un animal u hombre Infectados 

(Flg. 2A). 

El eplmastlgote, es de aspecto fusiforme, con 20 a 40 µm de longitud y, el 

clnetoplasto se encuentra anterior al núcleo, el flagelo forma una pequeña 
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A 

B 

.. 

Fig.2. ULTRAESTRUCTURA DEL i;n¡¡j. Al Trlpomastlgote y 8) Amastlgote. C, 
clnotoplasto; M, mltocondrla; G, Aparato de Golgl; N, núcleo; ER, retículo 
endoplasmátlco; Mt, mlcrotúbulos submembranales; B, blefaroblasto; F, flagelo; FP, 
bolsa flagelar (tomado de Wyler, 1990). 
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membrana ondulante. Este estadio morfológico se multiplica en el lntes.tlno de los 

trlatómlnos profusamente, para dar lugar a los trlpomastigotes metacíclicos, así 

como también en los medios de cultivo. 

El amastlgote, es la forma redondeada, mide de 2-3.5 µm, sin flagelo libre, al 

microscopio electrónico el flagelo se ve dentro de una bolsa; además presenta un 

núcleo v clnetoplasto. Este estadio morfológico se encuentra en el Interior de las 

células del hospedero mamífero v ahí se multiplica profusamente (Flg. 28) (Tay v 

col., 1984, Wyler, 1990). 

1.3.3. Ciclo biológico. Una vez que los trlpomastlgot&s metacíclicos (liberados con 

las deyecciones del trletoma al momento de alimentarse) penetran en la piel del 

vertebrado hospedero a través de punciones o abrasiones cutáneas, se Introducen 

en las células de tejido laxo, vecino al sitio de la penetración v adquieren la forma 

de amastlgote. Los amastlgotes se multiplican por fisión binaria, repletan la célula, 

que termina por romperse, v los parásitos salen a la circulación bajo el aspecto de 

trlpomastigotes diseminándose por todo el organismo. Estos trlpomastlgotes 

penetran en nuevas células, se transforman en amastlgotes para reproducirse, 

rompen las células repletas del parásito v vuelven a circular como trlpomastlgotes, 

repitiéndose muchas veces este ciclo. El ciclo biológico se completa cuando los 
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J.a chincha Infectada pica 
y defeca;los Ulpomastlgo· 
tes e nin en las heces de 
la chinche. 

Los 1rlpomasdgotes entran 
por la herida da\ piquete· 
y/o por las membranas rhuco
aas. 

En .at altlo del piquete H 
presenta un chagoma Cafgno 
da Romafta). 

{\~~ 
Los amastlgotes se 
rtproducen dentro· 
da IH células mus· 
culares. 

Cardlomegalla con Magacolon. Megaesófago. 
anaurlam•. 

FIG. 3. CICLO DE VIDA DE Lmal. Se muestran las diferentes fases de desarrollo 
de L .Gl'.IRi en el vector v en el hospedero humano (Tomado de Katz, Despommler 
v Gwadz, 19881. 
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trlpomastlgotes son Ingeridos por los triatomas hematófagos. En suma, en los 

trlatomas la Infección es del tubo digestivo, con trlpomastlgotes en el Intestino 

anterior y posterior, y con eplmastigotes en el Intestino medio. En el mamífero la 

Infección es sanguínea y tisular (Flg. 31 (Athlas y Neghme, 1984). 

1.4. Mecanismos de Transmisión. 

La transmisión de esta enfermedad se da habitualmente a través de trlatómlnos 

vectores y por contaminación de la piel y mucosas con las deyecciones del Insecto 

como se ha mencionado en el ciclo biológico; también se transmite por 

hemotransfuslón proveniente de individuos Infectados con L i:naJ, este ~ltlmo 

mecanismo es el responsable de alrededor de 20% de los casos de trlpanosomlasls 

americana. Otros mecanismos de transmisión menos comunes lo constituyen la vía 

transplacentarla, el transplante de órganos, la lngesta de leche materna, accidentes 

de laboratorio, el desollamlento de animales silvestres y la Ingestión de carne 

parasltade semlcruda o de bebidas contaminadas con material fecal de trlatomas 

(Velasco-Castrejón y col., 1992). 
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1.5. Vectores de L J:nlli en México. 

En la República Mexicana se distribuyen un mlnlmo de 25 especies del género 

IIllll!mA. una del género l!lll!llnllll, una del género Dloeta!ogaster, dos del género 

Par1trJatoma, una del género Panstrongylus, dos del género Jlelmlnll.I y dos del 

género .ErllvrJll. En total, 34 especies de trlatómlnos pertenecientes a siete 

géneros distribuidas en todos los estados, en su mayor parte ubicados en la 

vertiente del Pacifico, lo que hace suponer que la zona probablemente endémica 

abarque cerca de las dos terceras partes del territorio; sin embargo es probable que 

el número sea mucho mayor y la distribución más amplía, pero el atraso mexicano 

en el estudio de la trlpanosomlasls americana ha Impedido su conocimiento. Por su 

mayor distribución geográfica y domesticidad, las especies mexicanas de mayor 

Importancia son: JL l!l'.l!lllll!.I. L lmlml. L lll.mlJIIlll, L obyllosoma, L long!oennls 

y T. olcturata (Schenone y Rojas, 1989; Velasco-Castrejón, y col., 1991 ). 

1.6. Patología. 

La Enfermedad de Chagas causada por L ~ aparece en forma aguda 

especlflcamente en los niños, y en estado crónico principalmente en las personas 

adultas. 
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Estado agudo, muchas veces es asintomático, pero cuando hay signos consisten 

en una hinchazón, generalmente en uno o en ambos párpados (signo de Romaña), 

por donde los trlpomastlgotes metacícllcos han entrado en los tejidos, en el punto 

de picadura de las chinches. Las hinchazones Inflamatorias en los puntos de 

alimentación de las chinches se conocen como cha gomas. Más tarde hay adenitis, 

aumento del tamaño de los ganglios linfáticos cervicales y de otras reglones, y del 

bazo. Son prevalentes la anemia, el dolor de cabeza y la fiebre, también hay 

muchos tipos de bloqueo cardiaco. La tasa de mortalidad en el estado agudo es 

probablemente menos del 10%. Los niños afectados mueren por 

menlngoencefalltls, fallas cardiacas o de bronconeumonía. 

Estado Indeterminado, es asintomático y revisándose con detalle sí hay 

afecciones cardiacas, frecuentemente se revelan cambios patológicos Indicando el 

Inicio de miocarditis chagáslca (síntomas crónicos). No obstante se sugiere la 

terminación de Inflamación activa con ausencia de anormalidades en 

electrocardiograma y un tracto digestivo normal. 

El estado crónico, se caracteriza por alteraciones cardiacas y gastrointestinales. 

Las anormalidades del corazón Incluyen palpitaciones recurrentes, Insuficiencia 

cardiaca, cardlomegalia y por consecuencia cambio en el electrocardiograma, 
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también se pre.santa aumento de tamaño del esófago y del colon, con alteraciones 

del movimiento peristáltico (Hudson y Brltten, 1985). 

1.7. Cultivo de L i:nW In l!!lrl!. 

L i:nW puede ser cultivado In lli1r2 en una gran variedad de medios libres de 

otros tipos celulares (Axénlcos), ya sean medios blféslcos o medios líquidos 

monofásicos e Inclusive en medios químicamente definidos. Los laboratorios 

generalmente usan uno o dos medios para mantener y crecer a L i:nW (Chiar! y 

Camargo, 1984), siendo de gran utlllded para el estudio del parásito, pues se 

obtienen grandes cantidades que son requeridas por muchas dlclpllnas de la ciencia 

y que en otros momentos era casi Imposible obtener (Arévalos, Panebra y Santa 

Cruz, 1985). El primer medio de cultivo empleado para el cultivo de L i:nW fue el 

medio de Novy y Mac Neal (medio complejo), el cual fue utilizado por Carlos 

Chagas en 1909. Después de la utilización de este medio se iniciaron una serie de 

estudios para encontrar un medio definido. Tales esfuerzos dieron como resultado 

el desarrollo de diferentes medios de cultivo parcialmente definidos (Azevedo y 

Roltman, 1984); como es el caso del realizado por Little y colaboradores en los 

años cuarenta, este medio consistía en un filtrado de una mezcla de peptona y 
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ácidos Casamlno, además de factores de crecimiento y sangre coagulada de conejo. 

Esta mezcla fue mejorada, sustituyendo la peptona y los ácidos Casamlno por 

aminoácidos, vitaminas, glucosa y compuestos misceláneos (adenina, uracilos, 

urea, purlnas y plrimlnas, etc.! !citado en Brener, 1973). De esta manera se pueden 

enumerar muchos otros medios parcialmente definidos y definidos; así en 1975, 

Yoshlda desarrolló un medio libre de macromoléculas, en el cual todos los 

componentes estaban definidos con la excepción del dializado de Infusión de 

hígado. Avlla y colaboradores ( 1979), reportaron el cultivo continuo de L ¡¡na! en 

un medio definido suplementado con catalasa de hfgado de bovino; tal medio fue 

usado para la determinación de los requerlmentos de nucleótldos y vitaminas. En 

los años ochenta Azevedo y Roltman hicieron una modificación del medio HX-25 

de Cross y Mannlng, reduciéndolo a 56 componentes y dándole el nombre de AA· 

103. En este medio, los eplmastlgotes son las formas predominantes, aunque los 

tripomastlgotes pueden ser encontrados por envejecimiento en el cultivo. Las cepas 

cultivadas son: Y, Buritl, CL, FL y GAS; el máximo crecimiento de la cepa Y fue de 

2.5 X 107 parásitos/mi (Azevedo y Roltman, 1964). Aun con el conocimiento de 

un sin fin de medios de cultivos hay una serie de problemas para elegir el medio 

adecuado, va que los medios como se ha dicho pueden ser Indefinidos, definidos, 

parcialmente definidos y muchas veces la preparación del medio resulta una rutina 

muy complicada, por otro lado L !:!mi también puede ser cultivado en cámaras 
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Implantadas subcutáneamente en ratones (Centraras y col., 1985; Sullivan, 

1982). En lo que concierne a las propiedades de los medios de cultivo se ha visto 

que muchos de ellos soportan en primera Instancia el crecimiento de eplmastlgotes, 

el estadio que se está dividiendo y que está confinado al vector. y otros medios 

permiten la diferenciación de eplmastlgotes (estadio no lnfectlvo) a trlpomastlgotes 

metacrcllcos (estadio lnfectlvo), el paso de un estadio a otro se conoce como 

metaclclogénesls. Los medios que se han empleado en muchos laboratorios son el 

medio LIT (Liver lnfuslon Tryptose), el medio TAU (Triatomine Artificial Urlne) y el 

meqlo Grace (empleado en el cultivo de tejidos de Insecto). 

El medio LIT, fue Inicialmente realizado por el Dr. Yaeger. de la Universidad de 

Tulane, a principios de los años sesenta y el primer reporte de crecimiento fue dado 

por Camargo en 1964. El cultivo de L ~ en medio LIT ha sido mantenido por 

casi 20 años (citado en Chlari y Camargo, 1984). La fórmula de este medio incluye 

a la hemina, que es una fuente Importante de fierro para el parásito, además se ha 

visto que Incrementa la tasa de crecimiento, asr como la diferenciación de 

eplmastlgotes a trlpomastlgotes en cultivo (Arévalos, Panebra y Santa Cruz, 1985; 

Vargas, 1992). 

El medio TAU a diferencia del medio LIT es un medio que no permite la 

'replicación del parásito, pero sí Induce la metaciclogénesls; los electrólitos que 

componen al medio TAU, así como la concentración se basaron en la probabilidad 
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de su presencia en el Intestino posterior del vector trlatómlno, determinado por 

estudios previos de la orina del trlatómlno y de otros flufdos corporales. Entre los 

componentes Importantes para la Inducción de metaclclogénesls tenemos al ca>+ 

y al K+ que tienen funciones de segundos mensajeros (Krassner y col., 1991 J, por 

otro lado es Importante el tipo de aminoácido que se emplee; un buen Inductor de 

la metaclclogénesls es la L-prolina, pues puede actuar como fuente de energía para 

que se de esta transformación; otro punto Importante es el aporte de C02, el cual 

parece tener el papel de activador de metaciclogénesls (Contreras y col., 1985; 

Homsy, Granger y Krassner. 1989; Krassner y col., 1990). 

El medio Grace, al Igual que el medio TAU se ha empleado para Inducir 

metaclclogénesls, su fórmula originalmente se utilizó para el cultivo de tejidos de 

Insectos, tal formula se derivó del medio Wyatt (Grace, 1962), el cual semeja la 

hemollnfa de Anlb.w:ü ~ y en un principio se utilizó para el cultivo de 

células constituyentes de este Insecto. Actualmente el medio Grace se sigue 

usando para el cultivo de células de Insecto, además su uso se ha extendido en el 

cultivo de parásitos hemoflagelados como Lelshmanla lll! y L mii¡¡, En el caso de 

Li;nWse ha visto que Induce metaclclogénesis en un rango de 44 a 91 %, por otro 

lado también permite el crecimiento del parésito (Hendrlcks, Wood y Hajduk, 1978; 

Dusanlc, 1980; Sullivan, 1982). 
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La Influencia de estos medios en cuanto al soporte de crecimiento e Inducción de 

metaclclogénesls muchas veces puede diferir dependiendo de la cepa de L iru!ll 

de 'que se trate, asf como del tiempo que han permanecido las cepas en cultivo 

(Contreras y col,. 1985), 

1.8. Meteclclogénesls. 

El fenómeno de metaciclogénesls como se ha mencionado anteriormente consiste 

en la diferenciación del estadio no lnfectlvo eplmastlgote, al estadio lnfectlvo 

trlpomastlgote. Tal fenómeno Involucra una serle de cambios morfológicos que 

repercuten en la fisiología del parásito. Los cambios morfológicos que se efectúan 

son a nivel de la presencia de membrana ondulante y a la posición del clnetoplasto; 

encontrándose que de una membrana que empieza a ser ondulante y de un flagelo 

que corre a lo largo de ésta y de la presencia de un cinetoplasto anterior al núcleo 

en eplmastlgotes, cambia sus características morfológicas cuando se da la 

transformación al estadio infectlvo, trlpomastigote, ya que la membrana es 

totalmente ondulante, el flagelo es libre y la posición del cinetoplasto se torna 

posterior al núcleo (Schmldt y Roberts, 1984; Cheng, 1986). Esta transformación 

esta acompañada por cambios a nivel de los componentes de la membrana celular, 
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como son: proteínas (Jolner y col., 1986), ácidos grasos (Estevas y col., 1989) y 

carbohldratos (De Andrade y col., 1991) e Involucra expresión genética diferencial, 

ya que la diferenciación a trlpomastlgote (Inducida en cultivo) y su habllldad de 

desarrollarse en la célula hospedera (macrófagos), depende de diferentes genes 

(Contreras y col., 1985). 

Se puede observar que en eplmastigotos y trlpomastlgotes se presenta una 

gllcoproteína membranal de 72KD (GP721 que Interviene en la regulación de la 

activación de la vía alterna del complemento, tal glicoproteína tiene diferentes 

funciones en los dos estadios, pues en la fase de eplmastlgotes la GP 72 act~a 

como aceptar principal de C3b y su Interacción Influye en la fijación de otras 

proteínas del complemento, además de unir el factor B y de participar en la 

formación de C5 convertasa para finalmente conducir al ensamblaje de C5b-9, 

presentándose la lisis en este estadio; en tanto que en la fase de trlpomastlgote 

ocurre lo contrario a lo visto en eplmastlgotes, ya que es un pobre aceptar de C3 

convertasa, al no poder unir al factor B, lo que da como resultado que no se 

produzca la lisis celular como consecuencia de la producción de un fragmento 

hemolítlcamente Inactivo IC3b, no participando en la formación de C5 convertasa, 

ni al ensamblaje de C5b-9 (Joiner y col., 1986). Estos mismos autores han 

explicado diferentes mecanismos por los que se puede o no dar la unión del factor 

B a C3b en eplmastlgotes y tripomastigotes y uno de ellos sugiere que el principal 
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aceptar de C3 en trlpomastlgotes metaclcllcos es una molécula de 25-30 KD, en 

tanto que en eplmastlgotes es la GP72. 

En lo que respecta a los llpldos se ha visto que son también determinantes de 

propiedades estructurales y fisiológicas de las membranas biológicas, y los cambios 

en la composición lipídica de las membranas pueden producir modificaciones 

funcionales; en L llli!ll. Estevas y colaboradores ( 1989) han mostrado que la 

composición de los ácidos grasos se ve modificada con la diferenciación de 

eplmastlgote a trlpomastlgote metaclcllco. Estos autores utilizaron la clona Dm2Bc 

cultivada en medio LIT (eplmastlgotes repllcatlvos). en medio TAU (eplmastlgotes 

diferenciados) y medio TAUP (trlpomastlgotes metaclcllcos); los resultados en 

cuanto a los ácidos grasos presentes en cada estadio de L Jillul fueron los 

siguientes: en eplmastlgotes repllcatlvos se encontraron dos ácidos, el ácido 

mlrlstlco y el ácido llnoleico; en eplmastlgotes diferenciados se encontraron también 

dos ácidos, el ácido palmltlco y el ácido llnolelco, no presentándose ácido mirística; 

el orado de lnsaturaclón fue menor en eplmastlgotes diferenciados y trlpomastlgotes 

metacfcllcos a diferencia de los llpidos en eplmastigotes replicativos; (un 

decremento en el grado.de lnsaturaclón puede afectar en la fluidez membranal). Tal 

fenómeno puede representar parte del proceso general para la Inducción de 

metaclclogénesls de L JlliW, La transformación de eplmastlgotes diferenciados a 
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trlpomastlgotes metacíclicos se llevó a cabo con mínimas variaciones de Jos ácidos 

grasos, observándose que los ácidos palmftlco y palmltolelco disminuyeron, en 

tanto que el ácido llnolelco aumento. De estos resultados se observó que la mayoría 

de los cambios que se dieron a nivel de Ja composición lipídica fueron antes de que 

se produjera la transformación morfológica de eplmastlgotes a tripomastlgotes 

metacícllcos (Estevas y col., 1989). 

Otro cambio que se da en el proceso de metaclclogénesls, como se ha 

mencionado, es a nivel de carbohidratos, para observarlo De Andrade y 

colaboradores (1991) estudiaron a los diferentes estadios de la clona Dm28c, 

empleando también los mismos medios de cultivo y variantes que en el estudio de 

ácidos grasos. En este estudio se utlllzaron diferentes lactinas, específicas para 

receptores que contienen moléculas de ácido slállco, N-acetllglucosamlna (D

GJcNAc), N-acetllgalactosamlna (0-GalNAc), galactosa (O-Gal), residuos afines a 

manosa (O-Man) o L-fucosa (L-fuc). La D-GalNac, unió a las lactinas: BS-1 (obtenida 

de Banderelrae slrnpllclfolla 1), aglutinando de manara selectiva a Jos trlpomastlgotes 

metacícllcos (Inducidos en medio TAUP); a la lactina MPL (obtenida de .MWu!I 

Jl.!2llÚftill), Ja cual seleccionó a Jos eplmastlgotes replicatlvos (medio LIT); y a Ja 

Jectlna SBA (obtenida de ~ lJlBll), observándose una gran aglutinación de 

todos Jos estadios de desarrollo de L ~. La lactina WGA (obtenida de Irll:wn 

lllllw!r!ll fue específica para ácido slállco y/o D·GlcNAc, presentándose reactlvldad 
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con eplmastlgotes diferenciados y trlpomastlgotes metacfcllcos; sin embargo, ésta 

fue más alta con eplmastlgotes replicatlvos. En lo que concierne a otras lactinas 

como la jaca Una (obtenida de Artocarouslna!lllfllllll), que es específica para D·Gal, 

se observó un decremento en la aglutinación durante el proceso de 

metaclclogénesls, lo cual no sucedió con la lactina RCA-1 (obtenida de ~ 

~l. que también es especifica para O-Gal, ya que incrementó la 

aglutinación de los parásitos en diferenciación. Las diferencias más grandes en la 

actividad de aglutinación fueron observadas entre eplmastlgotes repllcativos y 

diferenciados, sugiriendo con ello que los cambios en la composición de 

carbohldratos de superficie preceden a la transformación de eplmastlgotes a 

trlpomastlgotes metacfcllcos, de manera semejante a lo que sucede con los ácidos 

grasos (De Andrade y col., 1991 ). 

Los cambios mencionados confieren gran ventaja al parásito en su estadio de 

tripomastlgote, pues lo acondiciona morfológica y funcionalmente para llevar a cabo 

la Iniciación de la Infección de su hospedero vertebrado, escapando a la respuesta 

Inmune generada por el hospedero, como es el caso de la evasión del complemento. 
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1.9. Interacción célula hospedera·L .muJ. 

La Interacción de L i:cYll con su célula hospedera ha sido estudiada In !ll1rs2 

desde 1935 v en los últimos años se han vuelto a concentrar los esfuerzos, pues 

es la base para entender la patología In YiY2 v la respuesta Inmunológica a la 

Infección {De Araújo-Jorge, 1989). 

El estudio In .ldm2 de la Interacción de las diferentes cepas de L Jl!lW con la 

célula hospedera, no cuenta con Información completa de los mecanismos bajo los 

cuales se da tal Interacción, ya que resulta dltccll y caro, aislar, crecer y mantener 

a dichas cepas. 

La reproducción de L i:cYll en el hospedero vertebrado frecuentemente ocurre 

dentro de la célula hospedera y tiene la habilidad de Invadir casi cualquier célula In 

~. pero In .!!ll& hay tropismo selectivo en especial hacia las células 

mononucleares del sistema fagocítlco es decir, monocltos y macrófagos {Wllllams 

y Remlngton, 1977; Kress v col, 1977; Klpnis, Galich y Da Silva, 1979; De 

Melrelle, De Araújo-Jorge y De Souza, 1980; Sanderson, Thomas v Twomey, 

1980; De Melrelles, De Araújo-Jorge y De Souza, 1982; Andrews y Colll, 1982; 

De Castro y Do Meirelles, 1986; Alclna y Fresno, 1987 a y b; Boschettl y col., 
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1987; De Araújo-Jorge 1989; Mortera, 1991; Tardleux y col., 1992). Asf existen 

evidencias del parasitismo de L. J<Illll a macrófagos en ratones Inoculados con 

ciertas cepas, observándose Infección selectiva en macrófagos del bazo, hígado y 

médula ósea (Souto-Padrón y De Souza, 1989). 

En el proceso de Interacción célula hospedera-L lIB!!l se ha visto que hay dos 

posibles modelos de entrada a la célula hospedera. El parásito puede unirse y 

activamente penetrar en las células o puede ser fagocitado por macrófagos para 

después escapar del fagosoma e Iniciar su replicación en el citoplasma (Snary, 

1985). Recientemente se ha observado un mecanismo distinto al fagocftlco clásico 

en células de riñan de rata (NRK) y en células epiteliales de riñan de perro (MDCK), 

pues se ha observado que los llsosomas se agrupan en el sitio de ataque de los 

trlpomastlgotes, y se empiezan a fusionar con la vacuola que envuelve al parásito 

. (este fenómeno se presenta en etapas tempranas de la formación de le vacuola), 

lo cual facilita la Invasión del parásito. El movimiento de tales llsosomas al área 

perlnuclear (sitio de ataque de los tripomastlgotes) se lleva a cabo a través de los 

mlcrot~bulos presentes en el citoplasma de la célula hospedera (Tardleux y col., 

1992). 

La Interacción que se da con un parásito y una célula fagocftica puede ser 

diferente a la que se da con el parásito y una célula no fagocltica, dependiendo de 

la cepa del parásito (Snary, 1985). En este sentido las cepas con alto porcentaje 
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de trlpomastlgotes serían las que poseen más capacidad para Infectar cultivos 

celulares no fagocltlcos; sin embargo, esta capacidad parecería estar relacionada 

no sólo con caractarístlcas morfológicas. In~. aún dentro de cepas mlotróplcas 

se han encontrado diferencias en el tejido muscular especifico Invadido. Además se 

han encontrado diferencias en la susceptlbilldad a la Infección que dependerán de 

la constitución genética del hospedero, habiéndose descrito, por ejemplo, algunas 

cepas de ratones con baja y otras con alta susceptlbllldad a la Infección por L 

J<l'.IW. La fase de crecimiento en la que se encuentre la célula hospedera tendrá 

Importancia en el mayor o menor éxito de la penetración (Segura y Cappa, 1985). 

En la Interacción L ~- macrófago, se puede observar que el parásito presenta 

en su superficie gllcoconjugados y/o componentes del plasma unidos o absorbidos 

a su membrana, los cuales pueden Interaccionar con receptores presentes en la 

superficie de los macrófagos. Los macrófagos expresan muchos receptores que 

median la fagocitosis, entre ellos tenemos a los receptores para la porción Fe de 

diferentes lsotlpos de lnmunoglobullnas (FcR), tres receptores para los componentes 

del complemento (CR1, CR2 y CR3 para C3b/C4b, C3d y IC3b respectivamente), 

también presentan receptores para flbronectlna y para el complejo proteasa-alfa-2-

macroglobulln (A2M-R) y receptores afines a las lactinas que reconocen residuos 

de azúcar (citado en De Araújo-Jorge, 1989). 

Experimentos realizados In )lita¡ Indican que los trlpomastlgotes pueden o no 
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tener acceso a la célula a travén de la vía Fe o CR1 (Zenlan v Klerszenbaum, 1983). 

la Incubación del parásito con suero Inmune, aumenta su ingestión vía FcR, v la 

Incubación con complemento da resultados similares (usando macrófagos 

activados), por otro lado el tratamiento de macrófagos con anticuerpos en contra 

da FcR Inhibe la Ingestión de trlpomastigotes a los cuales se les adhirió lgG 

(Nogueira v Cohn, 1976). la penetración a través del receptor C3b condujo a la 

multiplicación Intracelular; el receptor IC3b estimuló al macrófago para la 

eliminación del parásito, mediante la activación de la explosión metabólica 

[producción de compuestos tóxicos (H20 2 v 0 2) para el parásito]. Otra manera por 

la cual L llliW pueda ontrar a los macrófagos puede ser a través de un receptor 

para flbronectlna FnR, tanto los macrófagos como los parásitos expresan sitios de 

unión para flbronectlna. El ataque a flbronectina por L ~. se encontró que es 

mediado por un tetrapéptido (arglnlna-gllclna-ácldoaspartlco-serinaJ (Oualssl y col., 

1986). la previa Incubación de alguno o de Jos dos (parásito o célula) con 

fibronectlna aumenta la Infección celular Jn Y1lII! (Wlrth y Klerzenbaum, 1984; 

Oualssl, Cprnette y Capron, 1985) v la presencia de anticuerpos en contra de 

fibronectl~a Impide la lnternallzaclón de L&!l.l!l (Ouaissl y col., 1985). Por otro lado 

el efecto de A2M sobre el parásito parece ser de una proteasa inhibitoria, similar 

a la Inhibición por trlpslna, Impidiendo la habilidad del parásito para el proceso 

proteolftlco de algÜnos componentes de su superficie, que son necesarios para 
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mediar su unión y/o lnternallzación a la célula hospedera (De Araújo Jorge, 1989). 

Además se han encontrado receptores para lactinas en macrófagos, estos 

receptores reconocen especfficamente a los residuos de carbohldratos, que se 

presentan en macromoléculas o en llgandos celulares. Así en los macrófagos se 

encuentran presentes los receptores para Manosa, N-acetii-D-glucosamlna /fucosa 

(Man-A), la Galactosa/ N-acetil-D-galactosamlna (Gal·A) y la Manosa-6-Fosfato 

(Man-GP-R). Se ha visto que cuando alguno de estos azúcares se adiciona al medio 

en donde se lleva a cabo la Interacción, se Inhibe el ataque de eplmastlgotes y 

trlpomastlgotes (dependiendo de la cepa), sugiriendo con ello quo estos receptores 

pueden mediar la unión y ataque de L J:Ill1I (De Araújo-Jorge y De Souza, 1984; 

Stahl y col .. 1984; Kolb-Bachofen y col .. 1984; Neufeld y Ashwell, 1979). 

En lo que concierne a los componentes superficiales de L JIDai Involucrados en 

el reconocimiento por macrófagos, es de gran Importancia la superficie de 

trlpomastlgotes obtenidos de orígenes diferentes, ya que pueden diferir en los sitios 

de unión para el reconocimiento por macrófagos, además de que la Infección In 

~varía (De Melrelles, Chlari y De Souza, 1982; Kloetzel, Morales y Umezawa, 

1982). As( se han observado diferentes ligandos y receptores que estan envueltos 

en el paso de unión e lnternallzación da L JIDa1 a macrófagos (Ayala y 

Klerszenbaum, 1987). Los residuos de Gal y Gal-NAc que se encuentran en la 
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superficie. del parásito, son Importantes para el reconocimiento de L imaI por 

macrófagos (Villalta y'Klerszenbaum, 1983, 1984, y 1985; De Araú]o-Jorge y De 

Souza, 1984 y 1986). Otro elemento Importante para el reconocimiento por 

macrófagos son las proteasas del parásito, las cuales actúan como llgandos para 

los receptores de los macrófagos (De Araú]o-Jorge, Sampalo y De Souza, 1986). 

La acción de las proteasas se ha visto cuando es adicionada exógenamente a los 

co-cultlvos de parásltos-macrófagos, observándose mayor ataque de los 
' C· 

macrófagos (Noguelra y col., 1980; Klpnls y col .. 1981; De Araú]o-Jorge y De 

S!>UZO, 1984). 

1.10. Heterogeneidad en L imaI. 

La• diferentes cepas o aislados de L imaI han mostrado ser altamente 

heterogéneas, ya que tienen distintas características biológicas, refiriéndose a 

tropismo celular, lnfectividad, patogenicidad (Glovanni-De-Simone y col., 19871 y 

crecimiento; Asítamblén,;ie han determinado patrones lsoenzimátlcos de diferentes 

cepas provenientes de varios países, que muestran claramente una gran variabilidad 

genética entre ellas !Tlbayrec y col., 1986; Tibayrec y Ayala,. 1988). Además se 

han observado diferencias en cuanto al contenido de DNA total, a la dlgestlon del 
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DNA del clnetoplasto por enzimas de restricción, y al reconocimiento por 

anticuerpos monoclonales (Snary, 1985); por otro lado Snary ha sugerido que la 

varlablJJdad podría extenderse a otras propiedades, como la Interacción con los 

receptores del hospedero. Además se ha visto que hay varlablJJdad en la respuesta 

a Ja quimioterapia por diferentes cepas de L lllial tratadas con Benznldazole y 

Nlfurtlmox (Andrade, Magalhaes y Pontes, 1985). En 1987, Engman y 

colaboradores observaron heterogeneidad a nivel molecular de carlotlpos; en 1990, 

Dletrlch y colaboradores han observado varlablJJdad genética en su estudio de 

restricción de un gran fragmento pollmórflco de la secuencia espaciadora del RNA 

rlbosomal. En cuanto a aislados mexicanos la Información es muy escasa, sólo dos 

estudios se han realizado en este sentido. En 1980, Ortega y colaboradores 

determinaron patrones Jsoenzlmáticos de 5 aislados mexicanos encontrándose una 

gran homogeneidad. Recientemente Zavala-Castro, Velasco-Castre)ón y Hernández 

(1992), contrario al estudio anterior han mostrado heterogeneidad en 17 aislados 

mexicanos de L JmU1 a nivel genético mediante el estudio del DNA total y del 

clnetoplasto, relacionándose esta heterogeneidad con el origen geográfico de Jos 

parásitos estudiados. 
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11. OBJETIVOS. 

Objetivo General: 

- Estudiar la heterogeneidad de cepas mexicanas de L .c.aal con respecto a las 

características de crecimiento, metaclclogénesls, lnfectivldad y virulencia in l!J1m. 

Objetivos particulares: 

a) Determinar que medio de cultivo es el más apropiado para obtener mayor 

crecimiento y metaclclogénesls poblaclonal in lli1r2 de diferentes cepas mexicanas 

deL.!llil.lL. 

b) Evaluar la lnfectlvldad y virulencia de cepas mexicanas de L J:nal en células 

fagocítlcas (P3BBl y no fagocítlcas (Vero). 

e) Hacer una comparación en cuanto a metaciclogénesis, crecimiento, infectivldad 

y virulencia de cepas mexicanas de L ~con respecto a cepas sudamericanas 

de referencia. 



38 

111. METODOLOGIA. 

Para el desarrollo del presente trabajo de Investigación se emplearon distintas 

cepas de Tryoanosoma lO!lW aisladas de vectores y de humanos Infectados. En total 

se estudiaron 22 cepas de las cuales 17 fueron mexicanas y cinco sudamericanas 

!Tabla 11. Las cepas fueron proporcionadas por el Dr. Roberto Hernández, adscrito 

al Departamento de Biología Molecular en el Instituto de Investigaciones Biomédicas 

IUNAM). 

111.1. Cultivo Celular. 

111.1.1. ParAsltos. Estadio de eplmastlgote: La forma de eplmastlgote se mantuvo 

en el medio LIT ( Liver lnfuslon Tryptose) (Chiar! y Camargo, 1984. Apéndice 1), a 

pH 7.2, suplementado con 25 µg/ml de hemina (SIGMA) y 10% de suero fetal de 

bovino {SFB; GIBCO) inactlvado a 56º C, durante 30 min. Las diferentes cepas se 

Incubaron a 28 ºC en frascos Erlenmeyer de 250 mi, conteniendo 5 mi de medio LIT 

y un total aproximado de 5 XI08 parásltoslml. Se siguieron subcultlvando cada 

semana, tomándose 1 mi del cultivo origina!. 
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TABLA 1. CEPAS DE Trypanosoma llliai CULTIVADOS lli YIIRQ. 

NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN 

C4 JALISCO Itlat!!.ml. tw:lwl 
EA MORELOS HUMANO 

ZACATECAS ZACATECAS HUMANO 

CID OAXACA HUMANO 

FRV OAXACA HUMANO 

NINOA OAXACA HUMANO 

H1 YUCA TAN HUMANO 

H3 YUCA TAN HUMANO 

H4 YUCA TAN HUMANO 

H5 YUCA TAN HUMANO 

H9 YUCA TAN HUMANO 

H10 YUCA TAN HUMANO 

HG YUCA TAN HUMANO 

T YUCA TAN IrlatamAm 

Z10 YUCA TAN º1llli!i!h!l mum111lull1 
Z17 YUCA TAN .Q. !Dl!IUl!IBlll 

Z21 YUCA TAN .Q. !Dft!ll!l!IBlll 

CL BRASIL Idl!Wrul ln.!il1rull 
y BRASIL HUMANO 

SILVIO X10 CL1 BRASIL HUMANO 

ESMERALDO CL3 BRASIL HUMANO 

PERU PERU HUMANO 

Cepas de Trynanosoma i;aul empleadas en la realización del presente estud lo. El 
origen de estas cepas fue a partir de reservorios, Insectos, y hospederos definitivos. 

Una cepa es una población que se origina de un grupo de tripanosomas en un tiempo dado, en un 
hospedero" o cultivo dado y que se ha definido por poseer una o más características establecidas 
(crecimiento en cultivo, lnfectlvidad, parasitemia en ratón y chinche. patrones isoenzimáticos y 
esqulzodemas caracterfstlcos). 

Una clona es un cultivo que se origina a panir de una sola cdlula, siendo sus características 
genéticas lddnticas. 
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Estadio de trlpomastlgote: Para Inducir la metaclclogénesls In Jll1a2, que es el 

proceso de transformación de eplmastlgote a trlpomastlgote, fue necesario probar 

diferentes fórmulas de medios de cultivo. Se emplearon tres medios diferentes: el 

medio LIT, con dos diferentes concentraciones de hemina, 25µg/ml y 50µg/ml 

(Arévalos, Panebray Santa Cruz, 1985; Vargas, 19921 suplementado con 10% de 

SFB lnactlvado; el medio TAUP (Trlatomlne Artificial Urlne), suplementado con 10 

mM de L-prollna (Contreras y col., 1985; Homsy, Granger y Krassner, 1989; 

Krassner y col., 1990 y 1991) y el medio Grace, (Apéndice 1) medio especial para 

el cultivo de células de Insecto (GIBCOI, suplementado con 10% de SFB lnactlvado, 

(Grace, 1962; Hendrlcks, Wood y Hajduk, 1978 y Sullivan, 1982). 

111.1.2. Lineas celulares. Se emplearon dos diferentes lineas celulares: macrófagos 

obtenidos de ratón lfnea P38B y las células epiteliales Vero, que se aislaron de 

Mono Verde (Proporcionadas por el Or .Enrique Ortega adscrito al Departamento de 

Inmunología en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM). Los 

macrólagos P388 se cultivaron en medio RPMI 1640 IGIBCO) a pH 7.3, y las 

clllulas Vero se cultivaron en medio 0-MEM IGIBCOJ a pH 7 .3. Ambos medios se 

complementaron con 1% de L-glutamlna 0.2 M (GIBCO), 10% de SFB (GIBCO) 

lnactivado y 1.5% de penicilina-estreptomicina (10,000 U/10,000 U. SIGMA). Las 
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diferentes líneas celulares se crecieron en botellas de cultivo (COSTAR) de plástico 

con una superficie de 75 cm' y un volumen de 200 mi Incubándose a 37ºC, con 

una atmósfera de 5% de CO, y 95% de humedad. 

Para despegar las células de la superficie de las botellas de cultivo, en el caso de 

la línea P388 se agregaron 3 mi de EOTA 2 mM durante 20 mln a 37ºC, al término 

de este periodo se les retiró 2 mi del volumen total y se les dieron cuatro golpes 

firmes a cada caja, enseguida se les agregó medio RPMI. Las células Vero se 

despegaron utilizando 500 µI de trlpslna (SIGMA) en una concentración de 1 mg/ml 

de medio RPMI, durante 15 segundos, estas células habían sido lavadas 

previamente con EDTA 2 mM, finalmente se les agregó ll)edlo, en este caso 0-MEM 

para parar l.a reacción de la trlpslna. 

111.2. Evaluación del Crecimiento Poblaclonal de los Parásitos en cultivo. 

111.2.1. Conteo de parásitos. El crecimiento de los parásitos se registró cada tercer 

día, por un periodo de 20 días, mediante conteo usando la cámara de Neubauer 
-"' ' . -~ 

(Deane, Morlearty y Thomaz, 1984), para ello se tomaron allcuotas de cada cepa 

cultivada en los diferentes medios y se hicieron diluciones 1: 1 00 en solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS). De cada dilución de parásitos se tomaron 1 O µI 
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y se colocaron en cada ranura de la cámara de Neubauer. posteriormente se hizo 

el conteo, con ayuda de un microscopio óptico MICROSTAR IV.(Reichert Jungl 

objetivo 40X. Para ésto se utilizaron los cuadros de las esquinas, que forman un 

total de 16 en cada esquina, de estos 16 cuadros se contaron solamente los 

parásitos que quedaron en cuatro cuadros en forma diagonal (Flg. 41 de las cuatro 

esquinas, siendo en total 16 cuadros que miden O .1 mm', éste valor a su vez es 

multiplicado por 103 (número en 1mm) y el valor resultante se multiplicó por 10 

(número en 1 mi). Finalmente para obtener el valor de parásitos totales por mi, se 

multiplicó por el factor de dilución. 

Fig.4. CAMARA DE NEUBAUER. Empleada en el seguimiento del crecimiento y 
metaclclogénesls de L lIDllf, Observándose sus cuadrantes, donde las X Indican 
la forma de conteo (tomado de Deane; Morlearty y Thomaz, 1984). 
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111.3. Inducción y. Evaluación del Proceso de Metaclclog6nesls. 

111.3.1. Inducción de metaclclog6nesls. Los eplmastigotes obtenidos a partir de los 

subcult\vos en medio LIT (25 µg de hemina), se tomaron al séptimo u octavo día 

de cultivo y se sometieron a los diferentes medios Inductores de metac\clogénesis. 

Para hacer el pase de un medio primero se lavaron dos veces con el medio sin 

complementar, por centrifugación a 2500 rpm, durante 10 m\n; para el medio LIT 

con las dos concentraciones de hemina, no fue necesario lavar. Enseguida se ajustó 

el número de parásitos a una concentración de 5 X10º parásitos/mi en los 

diferentes medios. Finalmente se cultivaron por un periodo de 20 días a 28ºC, en 

botellas de 25 cm' de superllcle y una capacidad de 50 mi (COSTAR). Se cuantificó 

la metac\c\ogénesls cada tercer día. 

111.3.2. Evaluación de metaclclogénesls. Debido a que la etapa de trlpomastlgote 

es resistente a la acción del complemento, se evaluó la Inducción de 

metaciclogénesls, sometiendo muestras de las diferentes cepas a la prueba de 

resistencia a la lisis por complemento de las formas tripomastigotas como ha sido 

reportado por Noguelra, Blanco y Cohn (1975) y Contreras y colaboradores (1985) 

con ligeras modificaciones. La obtención de la fuente de complemento fue a partir 

de cobayos, lHartley de 120 días y de 450g) a los cuales se les realizó punción 



44 

cardiaca; la sangre obtenida por este método en condiciones estériles, fue 

centrifugada dos veces a 2500 rpm, durante 30 mln para la eliminación de los 

constituyentes celulares y dejar solamente al suero, que se utlllzó en el momento 

o se guardó en alícuotas a ·70ºC hasta su uso. 

En la evaluación de la acción del complemento se tomaron por cuadruplicado 50 

µI de suspensión de parásitos, con un total de 5 XI06 parásitos y se depositaron en 

tubos eppendort para microcentrífuga, a los dos primeros tubos se les agregó 50 

µI de suero de cobayo fresco (o mantenido a • 70 C) y a los dos restantes se les 

agregó 50µ1 de suero de cobayo inactlvado a 56ºC durante 30 mln, (muestras 

controles), después se resuspendló y se Incubaron a 28ºC durante 1 h. 

Transcurrido el periodo de Incubación, se tomaron alícuotas y se depositaron en 

la cámara de Neubauer para enseguida realizar observaciones al microscopio 

(objetivo 40XI y determinar el porcentaje de sobrevivancia, considerándose la 

morfología y el movimiento del parásito. Todos los experimentos se realizaron por 

triplicado. La metodología fue la misma para todas las cepas probadas en Jos 

distintos medios de cultivo. La evaluación se realizó cada tercer día durante un 

periodo de 20 días. 
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111.4. Evaluación de la Virulencia por Método Enzimático. 

Para la evaluación de la virulencia por diferentes cepas de L &arn se empleó el 

método colorlmétrlco descrito por Landegren (1984), y que fue utilizado por Alclna 

y Fresno (1987 al para medir la Infección por L i;ngl. Este método se basó en la 

presencia de la enzima llsosomal N-acetll-B-D-hexosamlnldasa (2 acetamldo-2-deoxl

B-D-glÚcldo acetamldodeoxuglucohydrolasa, EC3.2.1.30) en células de mamífero 

y su ausencia en L i;n¡¡J. Este ensayo se realizó con dos diferentes líneas celulares, 

los macrófagos P388 y las células Vero. Se formaron monocapas celulares de la 

siguiente manera: las células se Incubaron por 24 h en placas de 96 pozos 

(COSTAR), tomándose en total 10 X103 células por cada pozo y un volumen de 

200 µI de medio D-MEM, para células Vero y 200 µI de medio RPMI, para células 

P388 (por triplicado), después las células se pusieron en contacto con los parásitos 

(en una proporción 1 :10 (10 tripomastigotes por cada célula a infectar, no 

considerándose la forma de eplmastlgote)], previamente lavados dos veces con el 

medio en el que se cultivó la célula a Infectar. Se dejaron en contacto 48 h para la 

Infección, después se lavaron tres veces con medio y se Incubaron por periodos de 

5 y 24 h postlnfecclón a 37°C, con C02 y 95% de humedad. Para medir la 

virulencia se evaluó el % de células vivas después de los respectivos tiempos de 

postlnfecclón, por medio del ensayo de hexosaminldasa. Primero se lavó en tres 
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ocasiones ceda placa con PBS, enseguida se preparó el sustrato P-nltrofenol 

·N·acetll -B·glucosamlnlda (7.5mM) disuelto en un buffer de citratos 0.1M, pH 5.0 

y se mezcló en un mismo volumen de una solución de Tritón X-100 al 0.5%; de 

esta mezcla se tomaron 60µ1 y se agregaron a cada pozo que contenía las células 

Infectadas. Después se incubaron a 37ºC durante 2 h, y se detuvo la reacción 

agregando 90µ1 de una solución Tris-glicina 50 mM, con EDTA 5 mM y pH 10.4. 

Se leyó la absorbencia a 405 nm en un espectrofotómetro Blo-Rad Modelo 3550 

(Microplate reader). 

111.5. Evaluación de la Infección por Método Microscópico: 

Para evaluar no solo muerte celular (o virulencia), que es el dato que nos 

proporciona la técnica enzimática, sino también poder hacer una evaluación de la 

lnfectivldad y multiplicación de amastlgotes se empleó el método microscópico. 

111.5.1. Preparación de cubreobjetos. Para hacer una observación directa de la 

Infección de las dos líneas celulares por L i;all! fue necesario hacer una serle de 

lavados a cubreobjetos de 9mm de diámetro, con la finalidad de mejorar la adhesión 
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de las dos diferentes líneas celulares lP388 y Vero), de la siguiente manera: los 

cubreobjetos se mantuvieron en alcohol al 70% durante más de 1 Bh, después se 

realizaron 10 lavadas con agua corriente y luego se les agregó HCI 1N y se pusieron 

en agitación constante durante 30 mln, enseguida se lavaron 1 O veces con agua 

corriente y se les agrogó PBS pH 7 .2, dejándose en agitación constante durante 30 

min, después se volvió a lavar 1 O veces con agua corriente y finalmente se realizó 

un lavada con agua libre de plrogénos (estéril). Por cada caja de Petrr de 100 x 15 

mm, se colocaron cinco cubreobjetos y se esterilizaron a 120º C y 1 atmósfera de 

presión, durante 30 mln. 

111.5.2. lnfec~ión celular. Se formaron monocapas de células P388 y Vero en los 

cubreobjetos {preparados con anterioridad) en una concentración de 5 x1 o• ce Is/mi 

de medio RPMI o D·MEM (10 mi) según el tipo celular de que se tratara. Una vez 

que se formó la monocapa celular se pusieron en contacto durante 48h {a 37°C y 

5% C02) con las Cepas Z10, H5 (mexicanas) y CL {brasileña) de L .G!'.l!!I en una 

proporción 1 :10 { 1 O tripomastlgates, por cada célula a infectar). Posteriormente se 

lavaron tres veces, con medio sin complementar para después agregi\rsele nuevo 

medio complementado y evaluarse la infectividad de cada cepa a las 5 h 

postlnfección, mediante la tinción de los cubreobjetos con la técnica de May 
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Grunwald-Glemsa; para la elaboración de esta técnica primero los cubreobjetos se 

dejaron secar al aire v después se fijaron con metanol (hasta secarse), enseguida 

se les agregó Eoslnato de azul de metlleno (100 mg por cada 50 mi de alcohol 

metílico) 5 mln v luego se sumergieron en colorante de Glemsa (solución de trabajo. 

Apéndice 11) durante 30 mln. Finalmente se lavaron con agua corriente v se dejaron 

secar al aire para revisar la Infección de las diferentes líneas celulares por L .llliW 

al microscopio óptico. 

111.5.3. Cuantificación de la Infección por L irum. Los cubreobjetos teñidos fueron 

observados a través de un microscopio óptico (American Optlcal) empleando el 

objetivo 100 X con aceite de Inmersión. La Infección se evaluó mediante la revisión 

de por lo menos 200 células en cada preparación, en estas células se determinaron 

dos parámetros: primero se contó el número de células Infectadas y después se 

cuantificó el número de amastlgotes Intracelulares, para enseguida calcular el % de 

células Infectadas v el número de amastlgotes por célula Infectada. Los diferentes 

campos enfocados fueron fotografiados empleando la cámara anexa al microscopio. 
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111.6. Amlllsls Estadístico. 

Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis estadístico utlllzando la 

prueba de T-Student. 
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IV. RESULTADOS. 

Una gran variedad de medios de cultivo se han empleado en el cultlvodeLlIDlll. 

de entre estos medios se escogieron tres, los cuales han mostrado tener los 

requerimientos necesarios para soportar crecimiento e Inducir la transformación a 

la fase lnfectiva de dicho parásito. 

IV.1. Crecimiento de L JlliW en Diferentes Medios da Cultivo. 

Para evaluar el crecimiento de cepas mexicanas de L lIDlll In vitre se probaron 

cuatro cepas mexicanas (Z21, H1, C4 y Nlnoa) y una clona sudamericana de 

referencia (Sllvlo X10). El primer medio en que se cultivaron las cepas fue el medio 

LIT, con dos concentraciones de hemina: 25 µg/ml (concentración de uso normal) 

y 50 µg de hemina/mi; las cepas cultivadas en medio LIT con 25 µg de hemina/mi 

mostraron pequeñas diferencias en cuanto a su crecimiento (Flg. 5A), siendo 

únicamente las cepas Nlnoa y Z21 las que presentaron diferencias significativas 

(p = 0.001) al comparar sus valores promedio de crecimiento en el día de máximo 

crecimiento (día 10 de cultivo). Todas las cepas cultivadas con 50 µg do hemina 

(Flg. 581 tuvieron un comportamiento semejante a la concentración de 25 µg de 
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B 

10 15 

DIAS DE CULTIVO 

-CEPA Z21 +CEPA H1 it< CEPA C4 ·•·CEPA NINDA *CLONA SILVIO(B) 

20 

20 

FIG 5. CURVAS DE CRECIMIENTO DE DIFERENTES CEPAS MEXICANAS 
CULTIVADAS EN MEDIO LIT. Los parásitos fueron cultivados con (Al 25 µg y lB) 

o 50 µg de hemina a 28°C, con un lnóculo Inicial de 5 x1 o• parásitos/mi. El 
crecimiento fue analizado al microscopio óptico con un objetivo 40x y los valores 
en cada punto representan los promedios de tres experimentos. Los valores de 
crecimiento de las cepas mexicanas, se compararon con los valores de crecimiento 
de ta clona de referencia, Sllvlo X10 (brasileña). 
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hemina/mi, ya que no existieron diferencias entre ellas. Al comparar los valores de 

crecimiento del parásito en las dos concentraciones de hemina (Tabla 11) se observó 

que sólo la cepa Nlnoa mostró diferencias (p = 0.02) significativas, presentando un 

mejor crecimiento en medio LIT con 25 µg de hemina/mi. El segundo medio en el 

que fueron cultivados los parásitos, el medio TAUP, no permitió el crecimiento de 

las cepas. El tercer medio empleado para cultivar a las diferentes cepas fue el medio 

Grace, el cual si permitió el crecimiento (Tabla 11) de las cepas, no obstante se 

observaron diferencias. Al comparar el crecimiento de las cepas en medio Grace, 

con respecto al medio LIT con 25 v 50 µg de hemina/mi (Tabla 111, se encontró que 

el crecimiento fue menor para las cepas Hl, Nlnoa v la clona Sllvlo XlO (p;,, _0.02) 

cultivadas en medio Grace. 

IV.1.1. Diferencias de crecimiento de cepas mexicanas en medio Grace. 

A pesar do que en algunas cepas no se observó que el medio Grace fuera el 

medio más favorable para el crecimiento, se hizo uso de él para llevar a cabo la 

caracterización de las restantes cepas (16 cepas v una clona; Tabla 111), debido a 

que este medio fue el único que en nuestras condiciones Indujo metaclclogénesls 

(ver más adelante). Para efectuar la comparación de crecimiento, se agruparon de 

acuerdo a su procedencia geográfica, dado que se tenla el antecedente de que el 
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TABi.A II;., COMPARACION DE CRECIMIENTO DE '.L. ~ EN 
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO. 

CEPA e MEDIO LIT MEDIO GRACE 

NOMBRE 25 µg de 50 µg de 
hemina/ml. hemina/ml. 

C4 128 ± 24 88 ± 18 69 ± 11 

NINOA • 115 ± 7 103 ± 4 67 ± 17 

Hl 118 ± 21 93 ± 8 64 ± 15 

Z21 90 ± 2 81 ± 20 84 ± 23 

SILVIO 123 ± 21 131 ± 38 75 ± 2 
XlO 

Eta tabla muestra los valores obtenidos en el día de máximo crecimiento de L 
i;nW expresado en millones de parásitos/mi, obtenidos a partir del cultivo en 
diferentes medios. Los valores representan el promedio de 3 experimentos ± su 
desviación estandar (SO). 

o • 
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DNA total de las diferentes cepas presentaba patrones determinados de acuerdo al 

lugar de procedencia de cada cepa. De esta manera se agruparon en cepas de la 

península de Yucatán, de la zona central y sudamericanas (Tabla 111). las cepas 

provenientes de Yucatán (Tabla 111) presentaron un crecimiento variable entre ellas, 

de 37 x10• a 84 x10• parásitos/mi, al aplicarla prueba estadística se encontró que 

hubo diferencias significativas al comparar la cepa H4, que fue la cepa que presentó 

los valores más bajos de crecimiento con respecto a las cepas que más crecieron, 

H5, H9, HG y Z21 (p;,: O.OOH. Las cepas de la zona central (Tabía 111) que 

Incluyeron a las cepas de los estados de Oaxaca, Zacatecas, Morelos y Jalisco 

presentaron valores de crecimiento de 46 X10° a 69 X10° parásitos/mi, no 

observándose diferencias significativas entre ellas. En lo que respecta a las cepas 

sudamericanas (Tabla 1111 se encontró que al Igual que las cepas mexicanas, éstas 

presentaron heterogeneidad en cuanto a su crecimiento con valores de 45 X106 a 

75 X106 parásitos/mi, encontrándose solamente diferencias significativas entre la 

clona Sllvlo X 1 O, que fue la que creció más, con respecto a las restantes cepas que 

crecieron menos: CL, Perú y la clona Esmeraldo (p ;o 0.001 l. No obstante tales 

resultados, al llevar a cabo las comparaciones entre los los valores de crecimiento 

de los tres grupos de cepas, se pudo observar que éstos no varían en la mayoría de 

los casos; únicamente fueron significativamente diferentes, los casos arriba 

señalados. 



55 

TABLA 111. COMPARACION DE CRECIMIENTO Y 
METACICLOGENESIS ENTRE DIFERENTES CEPAS DEL mizi 

CEPA CRECIMIENTO EN MEDIO METACICLOGENilSIS EN 
GRACE (millones de MEDIO GRACE (%) b 

NOMBRE parásitos/ml) a 

C4 (JALISCO) 69 ± 11 27 ± 17 

EA (MORELOS) 46 ± 12 1 ± 1 

ZACATECAS 48 ± 5 22 ± 2 

CID (OAXACA) 69 ± 16 28 ± 7 

FRV (OAXACA) 47 ± 7 15 ± 10 

NIN O A ( OAXACA 67 ± 17 28 ± 6 

Hl (YUCATAN) 64 ± 15 7 ± 6 

H3 (YUCATAN) 52 ± 11 22 ± 4 

H4 (YUCATAN) 37 ± 2 5 ± 7 

H5 (YUCATAN) 46 ± 4 26 ± 7 

H9 (YUCATAN) 59 ± 5 7 ± 5 

HlO (YUCATAN) 38 ± 6 5 ± 3 

HG (YUCATAN) 51 ± 8 9 ± 4 

T (YUCATAN) 48 ± 12 16 ± 2 

ZlO (YUCATAN) 51 ± 9 39 ± 10 

Zl7 (YUCATAN) 43 ± 10 8 ± 4 

Z21 (YUCATAN) 84 ± 27 41 ± 8 

CL (BRASIL) 50 ± 3 66 ± 8 

y (BRASIL) 67 ± 13 57 ± 7 

SILVIO XlO 75 ± 2 2 ± 2 
(BRASIL) 

ESMERALDO 45 ± 6 60 ± 3 
(BRASIL) 

PERU 50 ± 11 36 ± 10 

a. Muestra promedios del día máximo de crecimiento ± SD. 
b. Muestra promedios del día máximo de metaciclogénesls ± SD. 

En los dos casos se efectuaron tres experimentos para cada cepa estudiada. So 
analizaron 17 cepas mexicanas y cinco cepas sudamericanas en sus propiedades 
de crecimiento y metaclclogénesls en medio Grace. 
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TABLA IV. COMPARACION DE METACICLOGENESIS DEL roitl EN 
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO. 

CEPA MEDIO LIT MEDIO TAUP MEDIO GRACE 

NOMBRE 25 µg/ml de 50 µg/ml de 10 mM L-
hemina. hemina. prolina. 

C4 5 ± 4 4 ± 5 1 ± 1 27 ± 17 

NINOA 17 ± 11 o 2 ± 3 28 ± 6 

Hl 4 ± 5 o o 7 ± 6 

Z21 18 ± 20 3 ± 4 8 ± 4 41 ± 8 

SI LVI O 2 ± 2 o 1 ± 1 2 ± 2 
XlO 

La tabla muestra promedios de tres experimentos ± SO del día máximo de 
metaciclogénesls (definida como % de la población que se volvió resistente al 
complemento), obtenidos como resultado del cultivo de L s:nlll en distintos 
medios. 
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IV.2. Inducción de Metaclclogénesls en L .i:r.im. 

Para la Inducción de metaclclogénesls en las cepas mexicanas se probaron los 

mismos tres medios ya mencionados con anterioridad y tas mismas cinco cepas que 

se probaron para la caracterización de crecimiento; el medio LIT con dos 

concentraciones de hemina 25 y 50 µg/ml; el medio TAUP y el medio Grace. El 

primer medio con las dos diferentes concentraciones de hemina, indujo niveles 

bajos de metaclclogénesls en la población de parásitos (Tabla IV). Al realizar la 

comparación estadística entre el medio LIT con las diferentes concentraciones de 

hemina, se reveló que efectivamente no había diferencias significativas entre los 

valores de metaclclogénesls de tas cepas. El medio TAUP también Indujo 

porcentajes bajos de metaclclogénesls (Tabla IV), ya que el máximo porcentaje 

obtenido fue de 8%, para la cepa Z21. El tercer medio, el medio Grace provocó 

mayor metaclclogénesls (Tabla IV) con respecto al medio LIT y TAUP, pues para la 

cepa C4 hubo una Inducción de metaclclogénesls de 27%, para la cepa Nlnoa un 

28% y para la cepa Z21 un 41 %. 

Dado que el mejor Inductor de metaclclogénesis fue el med lo Grace, se decidió 

probar dicho medio con todas las cepas mexicanas de L ~. Las cepas se 

agruparon por reglones geográficas (Tabla 111), y los resultados demostraron una 

gran heterogeneidad. Las cepas del estado de Yucatán (Flg. 6 y Tabla 111) 
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DIAS DE CULTIVO 

-CEPAZ21 +cePAH1 *cEPAH6 iJ-CEPAH9 7'CEPAZ10 +cEPAH4 

~CEPAT -lfCEPAH3 •cEPAHS •cePAH1D>lfCEPAZ17 

FIG 6. CIN~TICA DE METACIClOG~NESIS DE CEPAS DE LA PENINSUlA DE 
YUCATÁN. las cepas fueron cultivadas en medio Grace a 28°C, con un lnóculo 
Inicial de 5 x10º parásitos/mi. la metaciclogénesls se evaluó por medio de 
resistencia a la lisis por complemento de los trlpomastlgotes, empleando suero de 
cobayo fresco o almacenado a -70°C. los parásitos se Incubaron junto con el 
complemento durante 1 h, y se contó el número de parásitos que sobrevivieron a 
la acción del complemento, utilizando la cámara de Neubauer. las cinéticas de 
transformación se realizaron por triplicado v por conveniencia se graflcó solamente 
el promedio. 
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presentaron una Inducción máxima de metaclclogénesls en las cepas Z21 y Z10, 

de 41 y 39% respectivamente; las cepas T, H3, y H5 tuvieron valores de 

metaclclogénesis Intermedios, es decir de 16 a 26%, mientras que las cepas H1, 

H4, H9, H10, HG y Z17 mostraron los porcentajes más ba¡os de metaciclogénesls, 

de 5 a 9%; sometiendo los valores de metaclclogénesls obtenidos por las cepas que 

más se transformaron y las cepas que menos se transformaron a la prueba 

estadística se encontró que si hay diferencias significativas (p;,; 0.001) entre las 

cepas de esta reglón geográfica. 

Las cepas de la zona centro (Flg. 7 y Tabla 111) que abarcan distintos estados 

presentaron también valores de metaclclogénesis variables, así las cepas del estado 

de Oaxaca, FRV, CID y Nlnoa presentaron porcenta¡es de metaclclogénesls de 15 

al 28%; la cepa del estado de Jalisco, C4, presentó un 27% de metaclclogénesls; 

la cepa del esta~o de Zacatecas, Zacatecas, presentó un 22% de metaciclogénesls; 

la cepa del estado de Morelos, EA, prácticamente no se trasformó, ya que tuvo un 

porcenta!e bajo de metaclclogénesls, de 1 %. Al aplicar la prueba estadística hubo 

diferencias significativas (p = 0.001) entre la cepa que menos se transformó EA y 

las cepas que más se transformaron Zacatecas, CID y Ninoa. Finalmente la 

metaclclogénesls en las cepas sudamericanas IFig.8 y Tabla 111) al Igual que en las 

cepas mexicanas mostraron diferencias; las cepas con mayores porcentajes de 

metaclclogénesls fueron: CL, Y, y la clona Esmeralda con 66, 57 y 60% 



100 

z BO 
o 
¡; 

"' :E BO IC o .. 
U> z 
"' 40 IC 
1-
w 
o 
"#. 

20 

o 
o 

60 

10 15 

DIAS DE CULTIVO 

- CEPA Nlnoa(OXA) - CEPA CID(OXA) 

•CEPA C4(JAL) *CEPA EA(MOR) 

7-i CEPA FRV(OXA) 

+CEPA ZACATECAS 

20 

FIG 7. CINÉTICA DE METACICLOGÉNESIS DE CEPAS DE LA ZONA CENTRAL DE 
MÉXICO. Las cepas se cultivaron en medio Grace a 2BºC, con un lnóculo Inicial de 
5 x 1 o• parásitos/mi. La metaclclogénesls fue evaluada como se describió en la 
flg.6. Los experimentos fueron realizados por triplicado y se graficó sólo el 
promedio. 
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~cLONA SILVIO(B) +CEPA CL(B) ;\.'CEPAY(B) •·CLONA ESMERALDO(B) *CEPA PERU(P) 

FIG 8. CINÉTICA DE METACICLOGÉNESIS DE CEPAS SUDAMERICANAS. las 
cepas sudamericanas se sometieron a las mismas condiciones que las cepas 
mexicanas. Los experimentos se realizaron por triplicado. 
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respectivamente, por otro lado la cepa Perú tuvo un 36% de metaclclogénesls, 

mientras que la clona Sllvlo X10 presentó el porcentaje más bajo de 

metaclclogénesls de 2%. El porcentaje de metaclclogénesls de la clona Siivia X10 

que menos se transformó comparado con las cepas que más se transformaron CL, 

Y, Perú y la clona Esmeralda, resultaron significativamente diferentes (p = 0.001 ). 

En general las cepas sudamericanas presentaron valores mayores de 

metaclclogénesls In llltr!!. que las cepas mexicanas. 

IV.3. lnfectlvldad da L ~Sobre Células Fagocftlcas y no Fagocftlcas. 

La Infección y vlrulencla de un parásito puede ser diferente para células 

fagocftlcas y no fagocftlcas, y aún para un mismo tipo de célula, pudiendo estar 

dadas estas diferencias por la varlabllldad de las características de las cepas tanto 

a nivel morfológico como genético, además de otras características; por otro lado 

la fase de crecimiento en que se encuentre la célula hospedera será lmpo"ante en 

el mayor o menor éxito de penetración. 

Para evaluar la Infección se emplearon tres cepas de L l<ll!II, dos mexicanas Z1 O 

y H5, y una sudamericana, CL. Las cepas Z10, H5, y CL fueron escogidas por ser 
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FIG 9. INFECCIÓN DE MACRÓFAGOS P388PORLi:nill1100X). Se muestra la 
Infección ocasionada por trlpomastlgotes de la cepa yucateca Z10 a macrófligos 
P3BB (b), comparándose con el control sin Infectar (a). La evaluación de la Infección 
fue mediante el conteo de células con amastlgotes intracelulares (flechas .... ,. Se 
empleó tinclón de May Grunwald-Glemsa. 
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FIG 10. INFECCIÓN DE CÉLULAS VERO POR L g:¡ai (100X). Se muestra la 
Infección ocasionada por tripomastlgotes de la cepa yucateca Z1 O a células Vero 
(b), comparándose con el control sin Infectar (al. La evaluación de la Infección fue 
mediante el conteo de células con amastigotes intracelulares (flechas-1. Se empleó 
tlnción de May Grunwald-Glemsa. 
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TABLA V. COMPARACION DEL PODER INFECTIVO DE DISTINTAS 
CEPAS DE L ~ EN DIFERENTES LINEAS CELULARES. 

CEPA DE LINEA DE % DE INFECCION NUMERO DE 
Lmlll CELULAS CELULAR a AMASTIGOTES/ 

INFECTADAS 100 CELULAS b 

Z10 60 ± 13 337 ± 33 

CL P388 44 ± 18 353 ± 124 

H5 17 ± 4 193 ± 17 

Z10 83 ± 1 483 ± 56 

CL VERO 69 ± 5 333 ± 72 

H5 15 ± 4 146 ± 15 

En esta tabla se muestra el % de células Infectadas (al con trlpomastlgotes de 
tres cepas de L i;a¡¡¡, después de 5 h postlnfecclón, determinándose mediante el 
conteo de células con amastlgotes Intracelulares. El número de amastlgotes (b) de 
la cepas Z10, H5 y CL, se cuantificó porcada 100 células P388 y Vero Infectadas. 
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las cepas que presentaron los valores más altos de metaclclogénesls. Las cálulas 

que se usaron para la Infección fueron la llnea de macrófagos P388 y la llnea de 

células epiteliales, Vero. Al poner a cultivar las células fagocltlcas, llnea de 

macrófagos P388 (Flg. 9a) y las células no fagocltlcas, Vero (Flg. fOa) con las 

distintas cepas de L i:naI. se observó un mayor porcentaje de Infección tanto de 

células P388 como de células Vero (Flg. 9b y 1 Ob) por la cepa Z10; la cepa H5 que 

presentó un bajo porcentaje de metaclclogénesls (con respecto e Z1 O y CL), Infectó 

a menor cantidad de células, tanto de la llnea P388 como de las células Vero. Sin 

embargo estadlstlcamente, al comparar el poder lnfectivo de las cepas sobre los 

macrófagos (Tabla V) se encontró que solamente presentaron diferencias 

significativas, la cepa H5 con respecto a la cepa Z10 (p = 0.01 ); en tanto que en 

células Vero (Tabla V), la cepa H5 fue diferente con respecto a Z10 y CL, y a su 

vez estas últimas cepas también fueron diferentes en su capacidad lnfectlva (p = 

0.001 ). Al comparar los porcentajes de Infección de las mismas cepas, con las 

distintas llneas celulares se encontraron diferencias significativas (p = 0.001) en la 

cepa Z10, Infectando mejor a las células Vero que a los macrófagos P388. De 

estos resultados se pudo observar también que el poder lnfectlvo de las cepas 

mexicanas analizadas pudo Igualar o superar al poder lnfectlvo de la cepa 

sudamericana 1n Yllrl2· El número de amastlgotes (Tabla V) Intracelulares fue 

proporcional al poder lnfectlvo de la cepa utilizada; observándose además que la 
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cepa Z10 se reproduce mejor dentro células Vero a diferencia de las cepas CL y H5. 

IV.4. Virulencia de L i:nal Sobre Células Fagocíticas y no Fagoclticas. 

Para determinar virulencia, se contó con 12 cepas de L l<Illll: ocho cepas 

mexicanas pertenecientes a la península de Yucatán y zona central, y cuatro cepas 

sudamericanas que se tomaron de referencia para evaluar el poder virulento sobre 

la línea P3BB y la línea Vero. Se estudiaron estas cepas de L JlliW por ser las 

cepas que presentaron los porcentajes más altos de metaciciogénesis. La evaluación 

de virulencia o muerte celular se realizó mediante el ensayo calorimétrico que mide 

la liberación de la enzima hexosaminidasa en células vivas y por diferencia en la 

lectura con respecto a células control no infectadas, se infirió el porcentaje de 

células muertas a diferentes tiempos postinfección 5 y 24 h. Las cepas mostraron 

diferentes capacidades de virulencia (Tabla VI) sobre las dos líneas celulares ya que 

los macrófagos resultaron ser más sensibles al parásito, pues a las 5 h 

postinfección, los valores de muerte de los macrófagos P388 fueron más altos (de 

17 a 68%) que en las células Vero (de 7 a 36%), estas observaciones fueron 
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TABLA VI. VIRULENCIA DE DIFERENTES CEPAS DE I... l<nlZi. "IN 
VITRO". 

CEPA DE LINEA 5 h 24 h 
L. S!nli CELULAR POSTINFECCION POSTINFECCION 

C4 68 ± 6 • 69 ± 13 

ZACATECAS 39 ± 9 * 63 ± 11 

CID 41 ± 21 • 39 ± 18 

NIN O A 43 ± 24 43 ± 54 

H3 60 ± 9 * 67 ± 8 

H5 P388 64 ± 7 • 64 ± 13 

ZlO 27 ± 11 10 ± 2 

Z21 59 ± 6 • 58 ± 13 

CL 35 ± 12 35 ± 25 

y 17 ± 16 15 ± 3 

ESMERALDO 70 ± 5 * 76 ± 15 

PERU 36 ± 15 36 ± 19 

C4 23 ± 8 • 34 ± 20 

ZACATECAS 20 ± 5 * 28 ± 14 

CID 7 ± 3 • 20 ± 13 

NINOA 8 ± 15 11 ± 21 

HJ 18 ± 5 * 21 ± 17 

H5 VERO 18 ± 5 * 28 ± 14 

ZlO 26 ± 10 22 ± 10 

Z21 19 ± 12 • 25 ± 11 

CL 36 ± 4 28 ± 10 

y 17 ± 13 20 ± 10 

ESMERALDO 29 ± 13 • 38 ± 14 

PERU 28 ± 12 26 ± 5 
La tabla muestra e1 'lb ae muerte (promeaios de tres experimentos ± :;u¡ de 

diferentes lineas celulares por L .!llil.ll. evaluado por un método colorlmétrlco que 
cuantificó el contenido de hexosamlnldasa en células vivas (lectura a 405 nml. Por 
la diferencia de la lectura con respecto a células control no Infectadas se pudo 
Inferir el % de células muertas, revelando con ello, el poder virulento de las 
diferentes cepas de L =1. 
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confirmadas al aplicar la prueba estadística, comparando la virulencia de la misma 

cepa de L i;nW en las dos líneas (P38B y Vero), ya que hubo diferencias 

significativas ( • p;,: 0.001) en las cepas C4, Zacatecas, Esmeralda, pues 

destruyeron al doble de macrófagos que de células Vero; en tanto que las cepas 

H3, HS, Z21, causaron la muerte de tres veces más macrófagos con respecto a las 

células Vero. También se observó que la virulencia de las cepas de L Jllil!! sobre 

las células P388 y Vero, a las 24 h postlnfecclón se conservó. 
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V. DISCUSION. 

Los resultados obtenidos al evaluar las características biológicas de crecimiento, 

metaclclogénesls, lnfectlvidad y virulencia de las cepas mexicanas de L g¡W 1n 

.!!lU!! mostraron grandes diferencias entre las distintas cepas mexicanas. El 

crecimiento de las cepas cultivadas en los diferentes medios presentó variaciones 

en cuanto al numero de parásitos/mi. El medio LIT suplementado con 25 µg de 

hemina/mi (concentración de uso normal en cultivo), permitió el crecimiento del 

estadio repllcatlvo, eplmastlgote, de las cinco cepas analizadas. Sin embargo, al 

aumentar la concentración de hemina a 50 µg/ml, no se observó nlngun efecto en 

el crecimiento ni en la Inducción de metaciclogénesls, difiriendo tales resultados con 

los datos reportados por Arévalos Panebra y Santa Cruz (1985), y Vargas (1992). 

Estos autores reportaron que la hemina (fuente de fierro en cultivo) es un 

constituyente Importante en los procesos de replicación celular y metaciclogénesls, 

es decir a mayor concentración de hemina mayor Inducción de crecimiento y 

metaclclogénesls. Las concentraciones de hemina usadas por Arévalos y 

colaboradores fueron de O a 20 µg de hemina/mi, con Ja concentración más alta de 

hemina se obtuvo una Inducción de metaclclogénesls de alrededor dal 80% en la 

cepa sudamericana AWP. Por otro lado, Vargas en 1992, mostró un aumento en 
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la Inducción d~ crecimiento v metaclclogllnesls en dos cepas mexicanas, C4 v H4. 

El valor máximo de metaclclogllnesls para la cepa C4 fue de 47%, con la 

concentración de 50 pg de hemlnalml. En cambio, en el presente estudio la cepa 

C4, sólo mostró un 4% de metaclclogllnesls. Esta diferencia en resultados se puede 

deber a que la fuente de complemento empleada para evaluar la transformación fue 

distinta en los dos estudios. En el estudio de Vargas se utilizó suero humano v en 

el presente trabajo se empleó suero de cobavo. De estas observaciones se 

desprende que, al igual que se ha visto en cepas sudamericanas, no todas las cepas 

mexicanas responden Igual a los diferentes estímulos. 

El medio TAUP, tampoco Indujo metaclclogllnesls en las cepas mexicanas. Esto 

a pesar de que Contreras v colaboradores (1985), Homsv, Granger v Krassner 

(1989), v Krassner v colaboradores (1990 v 1991) han reportado que este medio 

provoca la transformación a trlpomastlgote en L llli!ll. la Inducción también 

dependió de la cepa de que se tratase pues Contreras v colaboradores (1985), 

obtuvieron una Inducción de metaclclogllnesls de 4 a 87% al cultivar diferentes 

cepas en medio TAUP, dichos valores se Incrementaron al hacer pases de los 

parásitos por diferentes medios, es decir al pasar los par;!sitos de medio TAUP a 

medio LIT, para después ser cultivados nuevamente en medio TAUP. En los trabajos 

reportados por Homsv, Granger v Krassner !19891 v Krassner V colaboradores 

' 
(1990 v 1991) utilizaron el mismo medio pero modificaron las condiciones de 
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cultivo de los parásitos, va que gasearon los cultivos con 5% de C02, lo que 

aumentó los porcentajes de metaclclogénesls en los parásitos. A pesar de estas 

observaciones, se encontró que las cepas mexicanas cultivadas en medio TAUP, 

no responden al estímulo de estrés nutrlclonal ni al aminoácido L-prollna, aunque 

en este caso no se gasearon los cultivos ni se cultivaron de nueva cuenta en medio 

TAUP. Se puede sugerir que los resultados observados en la presente tesis, se 

debieron al tipo de cepas que fueron cultivadas en tal medio y no a las condiciones 

de cultivo. Esto se confirmó al emplear el medio Grace, el cual mostró una mayor 

capacidad de Inducción de metaclclogénesls, pero un menor soporte de crecimiento 

comparado con el medio LIT. Esto último, resulta lógico, ya que el medio Grace 

Indujo la transformación a trlpomastlgotes (forma no replicativa), por lo cual bajan 

los niveles de crecimiento. Por otro lado, el crecimiento de las diferentes cepas en 

medio Grace, no mostró grandes diferencias, ya que únicamente se presentaron 

variaciones entre la cepas yucateca, H4 que fue la cepa que creció menos, con 

respecto a las cepas que crecieron más H5, H9, HG y Z21; en tanto que en las 

cepas sudamericanas, sólo fue diferente la clona Sllvlo X1 O que presentó el valor 

más alto de crecimiento, con respecto a las cepas que crecieron menos, CL, Perú 

y la clona Esmeralda. 

Como se ha visto el medio Grace fue el mejor Inductor de metaclclogénesls, sin 

embargo no se sabe a través de que mecanismo se activa tal fenó_meno. Este medio 
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es más completo que los medios LIT y TAUP, está constituido por sales orgánicas, 

vitaminas, y aminoácidos, Incluyendo a la L-prollna que se piensa Interviene como 

fuente de energla necesaria para la metaclclogénesls. Su fórmula semeja a la 

hemollnfa del Insecto An11l!uiA~ (Grace, 1962) y se ha usado en el cultivo 

de tejidos de Insecto, quizá estos constituyentes puedan disparar algún mecanismo 

que logre Inducir el fénomeno de metaclclogénesls. De estas observaciones se 

puede pensar que además de los posibles factores Inductores de metaclclogénesls 

en los medios probados, las caracterlstlcas propias de cada cepa tienen mucho que 

ver, pues no obstante que el medio Grace mostró ser un buen Inductor de 

metaclclogénesls no todas las cepas respondieron de la misma manera, 

encontrándose mayor Inducción de metaclclogénesls en las cepas yucatecas Z10 

y Z21 con un 39 y 41 % respectivamente, y una menor Inducción en las cepas H1, 

H3, H9, H1 O, HG y Z17 con valores de 5 a 9%. En contraste, las cepas de la zona 

central tuvieron valores Intermedios de metaclclogénesls con respecto a las cepas 

yucatecas que más se transformaron, asl las cepas C4, Zacatecas, CID, FRV y 

Nlnoa presentaron valores de 15 a 28% de metaclclogénesis, sólo la cepa EA del 

estado de Morelos presentó un 1 % de metaciclogénesls, siendo la única cepa que 

no se comportó como las restantes. Las cepas sudamericanas tuvieron los valores 

más altos de metaclclogénesls, que fueron de 36 a 66%. Las variaciones que se 

presentaron en el fériomeno de metaclclogénesls no parecen estar dadas por el 
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origen del hospedero, sino por causas multlfactorlales, entre ellas la varlabflldad 

genética. En el estudio realizado por Zavala-Castro, Velasco-Castrejón y Hernández 

(1992) en donde se estudiaron estas mismas copas, se observaron diferencias 

genéticas entre ca.da cepa. La comparación se hizo a nivel de fragmentos de la 

reglón espaciadora del rRNA rlbosomal de L i:tUll y por el patrón de corte de la 

enzima Hlnf 1 del DNA total. Este estudio demostró que las cepas mexicanas podían 

agruparse de acuerdo a la reglón geográfica de la que procedían, presentando un 

patrón característico. Sin embargo, nuestros datos de metaclclogénesls difieren de 

los anteriores, ya que el grupo de Yucatán que en el estudio antes mencionado 

mostró características comunes entre las cepas de la zona, en nuestro estudio 

presentó una gama amplia de capacidad de metaclclogénesfs. El grupo de la reglón 

Central de México fue más homoglfneo coincidiendo con lo observado por Zavala

Castro, Velasco-Castrejón y Hernández ( 1992), exceptuando la cepa EA. El grupo 

de cepas sudamericanas también fue homogéneo, sólo la clona Sllvlo X10, mostró 

diferencias, tanto en el patrón de restricción, como en la Inducción da 

metaclclogénesls. 

Otras características biológicas Importantes para caracterizar a las cepas es la 

Infección a células, que en el presente trabajo se evaluó por observación al 

microscopio. La Infección de las células fagocítlcas (P388) y células no fagocítlcas 
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(Vero) por L ~ se evaluó después de haber estado en contacto parásitos y 

células por es~aclo de 48 h. Este tiempo de co-cultlvo se puede considerar largo, 

si se compara con los tiempos generalmente usados, es decir dé 1 a 5 h (Wllllams 

y Remlngton, 1977; Alclna y Fresno, 1987 a y b; Wlrth y col., 1985; Yakubu, 

Basso y Klerszembaum, 1992; Yakubu, Majumder y Kierzembaum, 1993). En este 

trabajo fue necesario co-cultlvar por 48 h, ya que en tiempos de co-cultlvo menores 

(4, 12 y 24 h) no fue posible observar Infección. Perlódos más largos de Incubación 

fueron reportados por Klpnls, Gallch y Da Silva (1979), quienes observaron mayores 

valores de infección a macrófagos perltoneales de ratón, si el tiempo de contacto 

se incrementa a 24 h. Sanderson, Thomas y Twomey (1980) emplearon 48 h de 

Interacción, utllizando cepas sudamericanas (Esmeraldo y Perú) para infectar la linea 

celular MRC5 (humanal y obtener tripomastlgotes. Los resultados del presente 

trabajo demuestran que los tripomastigotes obtenidos a partir de la Inducción de 

metaclcogénesls Jo. ldttl!.. mediante el medio Grace, fueron realmente infectlvos 

tanto en células fagocftlcas como en no fagocfticas, evaluándose tanto la infección 

en el momento en que se habían diferenciado de la fase de trlpomastigotes a 

amastlgotes Intracelulares, asf como la replicación que ocasionó la lisis celular. 

También se observó que la Infección por L J<!ial In ~ difiere de acuerdo a la 

célula que va a invadir, pues la infección por la cepa Z10, fue mayor para las 

células epiteliales Vero (83%) que para los macrófagos P388 (60%). Una situación 
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parecida se observó con la cepa brasileña CL. Es Importante hacer notar que, al 

menos la l!llI2 la cepa Z10 fue Igual de lnfectlva que la cepa CL, lo cual Indica que 

algunas cepas mexicanas se pueden considerar, en cuanto a su poder lnfectlvo la 

l!llI2. semejantes a las cepas sudamericanas. 

La virulencia, definida en el actual trabajo como la capacidad para destruir 

células, fue evaluada por un método enzimático para cada una de las cepas 

mexicanas. La virulencia de las cepas probadas también fue variable tanto en cepas 

mexicanas como en cepas sudamericanas, sin embargo se observó que, en general 

las cepas fueron más virulentas para los macrófagos P388 que para células Vero, 

evaluada la virulencia a las 5 y 24 h postinfecclón. Estas observaciones no se 

correlacionaron con los datos obtenidos de Infección de las mismas cepas, lo que 

hace suponer que en el fenómeno de virulencia Intervienen otros factores diferentes 

del poder lnfectante de la cepa. De ésto, se desprende que el ensayo de 

cuantificación de la liberación de la enzima Hexosamlnldasa no podrá revelar que 

tan lnfectivas son las cepas a menos que sea evaluada a la par la Infección por 

medio de tlnclón y de conteo de amastlgotes Intracelulares, así como de parásitos 

en el medio, como lo han realizado Alclna y Fresno (1987), para después 

correlacionarlo con los valores de Hexosamlnldasa, sin embargo este punto también 

va a depender de la cepa de que se trate. 
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En resumen, el presente trabajo reveló heterogeneidad entre todas las cepas 

analizadas, lo cual coincide con las observaciones de heterogeneidad presentadas 

en otros estudios. Los trabajos realizados por Tlbayrenc y Ayala (1988), en donde 

se hace el análisis de diferentes aislados de L s:aW a nivel de perfiles 

lsoenzlmátlcos, revelaron varlabllldad a nivel genético. Con estos hallazgos se 

confirma la hlpotésls propuesta por ellos mismos acerca de que L &ll!ll divergió y 

evolu"clonó Independientemente a partir de múltiples clones. Tales resultados, así 

como los obtenidos en el presente estudio en donde se caracterizaron las 

propiedades biológicas de crecimiento, metaclclogénesls, lnfectlvldad y virulencia, 

tienen correspondencia con otras propiedades que revelaron también 

heterogeneidad como son los estudios realizados en cepas sudamericanas de L 

&!11.ll con respecto al contenido de DNA (Dvorak, 1984); a la digestión del DNA del 

clnetoplasto por enzimas de restricción (citado en Snary, 1985); reconocimiento por 

anticuerpos monoclonales (Glovannl-De-Simone y col., 1987); cinética de 

crecimiento (Dvorak, Hartman y Miles, 1980), tropismo hacia determinado tejido, 

lnfectlvldad, patogenlcldad (Glovannl-De-Slmone y col., 1987); y a nivel genético, 

como se ha mencionado al comparar las observaciones en cepas mexicanas 

realizadas por Zavala-Castro, Velasco-Castrejón y Hernández ( 1992) y en el 

presente trabajo. 
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Se puede especular que la enfermedad de Chagas en México presenta 

características diferentes a la enfermedad en otras partes de latinoamerica, 

probablemente debido al polimorfismo a nivel genético que se refleja en el 

comportamiento biológico de las cepas de r. lilllZ!. 

Finalmente es Importante hacer notar que este trabajo constituye el primer paso 

para realizar la caracterización JnllOOi de las diferentes cepas mexicanas de L l3l111. 

Asimismo, los resultados aquí reportados permitirán caracterizar los mecanismos 

de Interacción de este parásito con diferentes células hospederas In ldtr.o.· 
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VI. CONCLUSIONES. 

- El crecimiento de las diferentes cepas de L .!<r!.W no se vló afectado por un 

Incremento en la concentración de hemina (50 µg/ml) en el medio LIT, ya que no 

hubo diferencias con la concentración de uso normal (25 µg/mll. 

- El medio LIT con sus dos diferentes concentraciones de hemina mostró ser el 

mejor medio que soporta la replicación celular de L l<l'.lU]. 

- La fórmula del medio empleado en el cultivo de las diferentes cepas influyó de 

manera Importante en la Inducción de metaclclogénesls. El medio Grace resultó ser 

un buen Inductor de transformación a trlpomastlgote, a diferencia del medio LIT y 

TAUP, los cuales no Indujeron tal fenómeno. También se pudo notar que las cepas 

de L l1!lal no responden de Igual manera al cultivo en medio Grace, ya que se 

encontraron diferentes índices de metaclclogénesls. Los niveles más altos de 

transformación se presentaron en las cepas sudamericanas y en dos cepas 

yucatecas, mientras que en las restantes cepas los niveles fueron más bajos. 
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• La Infección por cepas mexicanas y sudamericanas de L i;nal fue mayor en 

células no fagocltlcas que en células fagocltlcas. 

• También la virulencia de las cepas fue mayor para células fagocltlcas que para 

células epiteliales. 

• Se reveló heterogeneidad en las características de metaclclogénesis, lnfectivldad 

y virulencia entre las cepas mexicanas. También se observararon diferencias en 

cuanto a la trasformación de las cepas mexicanas con respecto a las cepas 

sudamericanas de referencia. Tales observaciones coincidieron con el análisis del 

DNA reportado con anterioridad para las mismas cepas. 
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A PE N D 1 CE l. 

Medios de cultivo para Trvoenosoma JruW. 

Al Medio LIT. 

Composición: 

- Cloruro de Sodio (NaCI) 

- Cloruro de Potasio (KCll 

- Fosfato dlbaslco de sodio (Na2HP04) 

- Glucosa (o dextrosa) 

-Trlptosa (DIFCO, núm de cat. 0124-01-01 

- Infusión de Caldo de Hígado (DIFCO, núm. cat. 

0269-17-7). 

- Hemina• (SIGMA, núm de cat.H-2250) 

- Suero Fetal de Bovino • • 

(GIBCO, núm de cat. 200-614AJ) 

4.0g. 

0.4 g. 

B.O g. 

2.0 g. 

5.0 g. 

5.0 g. 

25.0 mg. 

100ml. 



93 

• Se pesan 0.25 g de hemina y se disuelven en 5ml de trletanol amino (SIGMA, 

num de cat;T-1377) (Se mantiene a 4ºC y en oscuridad). 

• • El SFB, se inactiva a 56°C durante 30 mln. 

Modo de preparación: 

Todos los componentes del medio, excepto el SFB y la hemina se disolvieron 

en 1000 mi de agua bldestllada, ajustándose después el pH a 7.2, enseguida se 

esteriliza en autoclave a 120°C y a una presión de 1 atmósfera durante 20 mln. 

Después se le somete a una prueba de esterilidad, dejándose a temperatura 

ambiente durante un periodo mínimo de tres días y en oscuridad; al término de 

este periodo se complementa con la hemina, tomándose 50 pi por cada 100 mi 

de medio a complementar (quedando a una concentración de 25 µg de hemina/mi) 

y con el 10% de SFB lnactlvado. Previo a su uso se realiza la misma prueba de 

esterilidad ya mencionada. 



BI Medio TAUP. 

Composición: 

• Cloruro de Sodio (NaCll 

• Cloruro de Potasio (KCll 

• Cloruro de Calcio (CaCl21 

• Cloruro de Magnesio (MgCl21 

Buffer de Fosfatos: 

94 

·Fosfato Monobáslco (NaH,P04.2H201 

y dlbáslco (Na2HP041 de sodio 

Modo de preparación: 

11.11 g. 

1.26 g. 

0.22 g. 

0.40 g. 

1.10 g, 

1.13 g. 

El medio TAUP se prepara pesando los componentes anteriores y dlsolvlendolos 

en un litro de buffer de fosfatos, (preparado con agua destlladal, después se 

esteriliza con un filtro de 22 µm de poro y enseguida se le deja tres días a 

temperatura ambiente como prueba de esterilidad, transcurrido este tiempo, cada 
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100 mi de medio se suplementa con 2.5% (v/v) de una solución al 1.4 % de 

carbonato de sodio (NaHC03 ), 500 unidades de penicilina/mi y 10 mM de 

L-Prollna. 

C) Medio Grace. 

El medio Grace se encuentra disponible comercialmente, para los distintos 

experimentos se empleó el de la marca GIBCO, núm de cat.440-1300EL; para su 

preparación se pesan 46.26g y después se afora a un litro con agua bldestilada, 

y una vez disuelto se ajusta el pH a 7.2 con HCI o NaOH 2N. Enseguida se 

preflitra con un filtro Whatman del número 1 y se esteriliza por filtración 

empleando un filtro con poro de 22 µm. Finalmente se complementa con 10% 

de SFB lnactlvado. 
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A PE N D 1CE11. 

Al Preparación del colorante Glemsa. 

Solución madre: para su preparación se pesan O. 75 g de colorante Glemsa 

(SIGMA, núm de cat G9641 ) y se disuelven en 65 mi de metano! absoluto y 35 

mi de glicerina pura. Una vez preparado el colorante se filtra con papel filtro 

Whatman del número 1 y se guarda en frasco ambar bien tapado. 

Solución de trabajo: esta solución se prepara diluyendo 5ml de solución madre 

de Glemsa en 45 mi de buffer de fosfatos. El buffer de fosfatos se prepara con 

1. 14 g de fosfato monobéslco de sodio (Na2HP04) y 0.49g de fosfato dlbéslco de 

potasio (KH2P04), a pH de 7.2 ajustado con HCI o NaOH 1N, para después 

aforarse a 1 1 con agua destilada. 
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