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RESUMEN.

Las diferentes cepas de T, c¢ruzi que se han estudiado, muestran una gran
heterogeneidad entre s, ya que son distintas en sus propiedades biolégicas como son:
crecimiento, infectividad, patogenicidad y tropismo celular; también se han observado
diferencias en sus patrones isoenziméticos, contenido de DNA total y digestién del
DNA del cinetoplasto por medio de enzimas de restriccién. Tal variabllidad y el poco
conocimiento de las cepas mexicanas, dio pauta para la realizacién del presente
trabejo, que pretendié realizar la caracterizacién biolégica (crecimiento,
metaciclogénesis, infectividad y virulencia) de cepas mexicanas de J, cruzl, vy’
compararlas con cepas sudamericanas de referencia. Para la caracterizacién de
cracimlonto e induccién de metaciclogénesis, se cultivaron las distintas cepas de T,
crual, en diferentes medios de cultivo: TAUP (Triatomine Artificial Urine),
suplementado con 10 mM de L-prolina); LIT (Liver infusion Tryptose, suplementado
con 25 y 50 pg de hemina/ml) y Grace (medio especial para células de insecto). El
medio més favorablle, para el crecimiento de las cepas de T, gruzi, fue el medio LIT
con 25 ug de hemina/ml, a diferencia del medio TAUP y el medio Grace que fueron
pobres sustentadores del crecimiento. En contraste este uitimo medio resulté ser el
mejor inductor de metaciclogénesis en los diferentes pardsitos, obteniéndose un

porcentaje de 15 a 41% de transformacién en cepas mexicanas y un porcentaje de



36 a 66% en cepas sudamericanas. Asf también, se obsarvaron diferencias en la
capacidad de transformacién, de las cepas de Y, cruzi, de acuerdo a su origen
' géogréfico. Los tripomastigotes obtenidos, por la induccién de metaciclogénesis, se
utilizaron para estudiar infectividad y virulencia in vitro para lo cual se co-incubaron
con dos Ineas celulares, la Iinea de macréfagos P388 y células epiteliales de la Inea
- Vero. La cepa més infectiva fue la cepa Z10 en células Vero. Finalmente se evalué el
poder infectivo de ocho cepas mexicanas y cuatro cepas sudamericanas,
observandose mayor virulencia con Ias cepas C4, Esmeraldo, H3, H5 y 221 (60 a
70%) en macréfagos P388. Estos resultados mostraron heterogeneidad en:
metaciclogénesis, infectividad y virulencia {n yitro en las diferentes cepas mexicanas
analizadas, as{ como diferencias con las cepas sudamericanas usadas como referencia.
Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron el establecimiento de modelos de

infectividad [n vitro de cepas mexicanas de X, cruzi a diferentes lineas celulares.



. INTRODUCCION.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad que
resulta de la infeccién por el protozoario flagelado Yrypanosoma cruzi. Esta
enfermedad fue descrita por primera vez en 1909 por el Dr. Carlos Chagas en su
pafs natal, Brasil; es limitada al Continente Americano, particularmente a los palses
de América Latina tropical y subtropical (W.H.0, 1986; Salazar y col., 1988). La
Tripanosomiasis Americana es transmitida principalmente por un insecto triatémino
pertenecients a la familia Reduviidae. Se le ha dado la terminologla médica de
zoonosis, refiriéndose a infacciones y enfermedades naturaimente transmitidas
entre los animales y el hombre. Sin embargo, en 1964, Schwabe realiz6 upa
clasificacién mas completa basdndose en el ciclo bioldgico del agente etioldgico de
los diferentes grupos, e incluyé a la enfermedad de Chagas dentro de las
maetazoonosis, que son las zoonosis transmitidas por artrépodos, en donde se
presenta un periodo de incubacién extrinseca en el invertebrado precediendo a la
transmisién del hospedero {citado en Tay y col., 1984).

La enfermedad de Chagas constituye un importante problema de salud publica
presentando una distribucién muy amplia {Fig. 1), En base a datos publicados de
diferentes partes de América Latina, se estima que por lo menos de 15 a 20

millones de personas en éreas rurales y urbanas se encuentran infectadadas por
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Fusnte: OPS (1989).

Fig.1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. Se
- muestran los principales palses afectados con I, gruzi {tomado de OPS, 1990}.



T. ctuzl y en riesgo cerca de 90 millones de personas., En Brasil (pals ‘que es
endémico para esta parasitosis) la Incidencia de infeccién es estimada en 120 mil
nuevos casos al afio y tamblén se tienen datos de que por cada 10 personas ~
infectadas una muere en un rango de edades que va de entre los 25 a 64 afios
{W.H.0.,1986: Schenone y Rojas, 1989}. X. cruzi y su vector estan ampliamente
distribuidos en América, desde el sur de Estados Unidos {42° latitud Norte) hasta
Chile y Argentina (43° latitud Sur) (OPS, 1930; Dominguez, Ricérdez y Espinoza,
1990),

1.1. Palses Endémicos de la Enfermedad de Chagas.

Los pafsas endémicos pueden clasificarse a partir de los siguientes criterios: la
magnitud de la transmisi6n, ta cantidad y calidad de !a informacién epidemiolégica
disponible y la existencia o falta de medidas coordinadas para controlar esta
enfermedad. Tomando en cuenta estos criterios los palses se han clasificado en 4

grupos (OPS, 1990},



Grupo 1 Inc!uya a Argentina, Brasll, Chile, Ecuador, Paraguay, Perd, Uruguay y
Venezuela; caracterizéndose por una intensa propagacion 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 atencién primaria de salud.

Grupo ll. En los pafses aqul i:omprendldos se pudo comprobar la transmisién
domiciliaria. En Bolivia, Colombla y Costa Rica existe una obvia relacién entre la
' iﬁfacc(én por X, cruzl v las anomalfas registradas en electrocardiogramas, asf como
otras patologias atribuibles a ta enfermedad de Chagas. Lamentablamente, pase al
conocimiento que tienen las autoridades de salud del problema y al interds cada vez
mayor por encontrar una salucién, todavia no se han iniclade actividades
relacionadas con pragramas de control en esos pafsas. Por otra parte fa informacién
sobré la actual situacién epidemiolégica de México indica una elevada prevalencia
de reacciones serolégicas positivas contra los antfgenos de T. gruzi, ademés en
algunos lugares se han notificado visceromegalias y cardiopatias relacionadas con
las infecclones por este parasito. Dados estos hechos, se ha incluido a México en
este grupo.
Grupo H1. En este grupo se incluyen El Sélvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua
y Panam4, en donde se ha comprobado la transmléién domiciliaria, En todos estos

palses s¢ observa con frecuencia la fase aguda de la enfermedad de Chagas y los



datos serolégicos obtenidos Indican que el nimero de reacciones pcsltlvés alos
antlgenos contra T, cruzi es relativamente elavado.

Grupo IV. Aqul se agrupan los palses que tienen en comun la presencia de
reservorios y de insectos triatéminos naturalmente infectados con I, geuzt, es decir
que [a enfermedad es enzodtica. En algunos paises [Antigua y Barbuda, Aruba, Las
Bahamas, Belice, Cuba, Curazao, los Estados Unidos de América, Grenada,
Guadalupe, la Guayana Francesa, Guyana, las islas Virgenes Britdnicas, las Islas
Virgenes (Norteamericanas}, Jamaica, Martinica, la Republica Dominicana, San
Vicente y las Granadinas, Surinam y Trinidad y Tobago] la presencia de I. cruzi se
ha encontrado unicamente en triatéminos. Belice y Trinldad y Tobago han notificado
algunas infecciones humanas en el pasado y Guyana en 1981, también informé

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

1.2, Enfermedad de Chagas en México.

El conocimiento sobre Ia enfermedad de Chagas en nuestro pals no es nuevo,
pues sus vectores se conoclan desde la época prehispanica y durante la colonia. Asf
en 1528 Antonio Herrera escribié que el ejército expedicionario fue "victima

molesta de los mosquitos y pitos que pican y dejan sefial como chinche y suelen



causar dalemu.ra"; Fray Bernardino de Sahagun en su obra "Historia General de las
cosas de la Nueva Espafia®, sefialé la existencia de los trlatéminos y los describe
asf: "hay unas cucarachillas pardillas y traen dos maneras de alas con que vuelan,
que son ponzoiiosas y donde pican imprimen comezén e hinchazén". En 1891,
Latreille, describié a uno de los més importantes transmisores de T, cruzi en México
y Centroamérica: Tratoma dimidiata (citado en Velasco-Castrején y col.,1991). No
obstante estos antecedentes, no fue sino hasta 1928 cuando Hoffman Inicié los
estudios sobre triatéminos y sus relaciones con la enfermedad de Chagas; afios més
tarde Mazzotti (1940) informé por primera vez de la existencia de dos casos
humanos, de enfermedad de Chagas en la poblacién de Teojomulco, estado de
Oaxaca. Palomo y Rubio reportaron el tercer caso de tripanosomiasis, en Mérida,
Yucatén (citado en Mazzottl y Dias, 1948). En 1946, Aguirre sefialé la presencia
de I, cruzi, en mamiferos (tlacuaches) y redividos (Triatomas), pertenecientes a
Monterray, Nuevo Leén. Para 1958, Blagi y colaboradores confirmaron el quinto
caso de enfermedad de Chagas en Tutuapan, estado de México. Posteriormente
Palencia y Montafio {1959}, también reportaron un nuevo caso de triparbosomlasis
en Guaymas, Sonora; Biagi y colaboradores, en 1964, encontraron individuos con
enfermedad de Chagas en Tetitlan, Guerrero; asf también se encontré a Jrlatoma
phyllosoma magzzottil (vector), altamente infectado por T, cruel. En 1967, Cuarteto,

Ponce y Raclo, infor_maron de cinco casos méas de enfermedad de Chagas en los



estados de Jalisco y Zacatecas. Para 1969, Tay y colaboradores efectuaron una
ravisién sobre el conocimiento de la infeccién por T, cruzi en México,
encontréndose que de acuerdo a las regiones del pais, en donde se ha reportado la
presencia de T, cruzi, ya sea en humanos o en el vector, la enfermedad de Chagas
puede situarse a una altitud de 0 a 1800 metros sobre el nivel del mar. En los
subsecuentes aiios se realizaron diferentes estudios epidemiolégicos sobre la
existencia de la enfermedad de Chagas, asf por ejemplo en 1976 en el estado de
Chiapas se realizé un estudio que incluyé historias clinicas, electrocardiogramas,
exdmenes de sangre en fresco, frotis de gota gruesa, xenodiagnéstico y la
busqueda de transmisores vy reservorios. De estos estudios se encontré positividad
en la prueba de xenodiagndstico (16 y 20%), gran presencia domiciliaria de
Rhodnius prolixus y gran antropofilia del transmisor {Ortega, Beltrdn y Zavalas,
1976). En 1978 Goldsmith y colaboradores, realizaron una encuesta en los bancos
de sangre de la ciudad de Oaxaca, encontrando que el 4.4% de los donadores
tenfan anticuerpos contra Y, gruzl. Ademds en este mismo afio, Ramos y
colaboradores realizaron Investigaciones con ratones infectados con I, cruzl,
observando inmunosupresién de la respuesta humoral primaria y secundaria, para
antlgenos dependientes de células T e independientes de células T (Ramos y col.,
1978). En 1979, Ramos, Shédtler-Siwon y Ortiz-Ortiz observaron inmunosupresién

causada por T, cruzi {cepa Cocula) en células T de bazo de ratén. También en
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1979, Tay y cplaboradores efectuaron un estudio epidemiolégico en el estado de
Jalisco, observandose que el 20% de las viviendas presentaban al insecto vector,
Jdatoma barberi vy de éstos el 62% estaba infectado con Y. cruzi. A la par,
Villacampa y Wills levaron a cabo otros estudios fnmunolégicos, en donde se
mostré que Y. cruzl presentaba un recubrimiento de protefnas del hospedero, como
un mecanismo de evasién de la respuesta inmune {citado en Velasco-Castrején y
col., 1992}, En 1980, se realiz6 el primer estudio acerca del desarrolio morfolégico
de los diferentes estadios de Y. gruzi (cepa Tetitldn) in vivo e in vitro (Tay, 1980).
También en este afio, se volvieron a evaluar los resultados epidemiolégicos
iniciados en los afios de 1971 y 1973 en el estado de Oaxaca. En 1971 el estudio
de prevalencia serolégica de anticuarpos contra T, cruzi fue de 76, 58 y 51% en
Carro del Aire, Chila y Tataltapec respectivamente; para 1980 se encontré una
prevalencia del 58% en Cerro del Aire. Al comparar los electrocardiogramas de
1973 y 1980, se denotaron pocos cambios, sugirlendo una progresién minima de
patologla cardiaca durante el intervalo de! estudio (citado en Goldsmith y col.,
1985). Ortega en 1980, determiné los patrones isoenziméticos de diferentes
aislados mexicanos de T, gruzi, encontrando una gran homogeneidad entre ellos.
Para 1981 se reportd el hallazgo de una cepa mexicana de T, cruzi (DP), localizada
preferentemente en el 4rea peritoneal del ratén {Martinez y Martin, 1981}, En 1983

se llevé a cabo un nuevo estudlo seroepidemiolégico en varias comunidades del
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estado de Chiapas, encontréndose un 28%' de seropositividad de las pérsonas
investigadas en la poblacién de Agua Azul Chiquito, 14% de la poblacién de Leén
Brindis, y 5.8% de otras tres comunidades {Goidsmith y col., 1983}. Por ese afio
se encontré la presencia de Triatoma barbed en los estados de Querétaro y
Guanajuato, lo cual no habfa sido reportado con anterioridad (Salazar y col,, 1983).
En 1984, Salazar y colaboradores estudiaron la seroepidemiologfa en diferentes
localidades del estado de Oaxaca, encontrédndose una seropositividad de 9.17 a
77.77 % (Salazar y col,, 1984a). Asf también en este aiio, Salazar y colaboradores
dieron a conocer el primer caso de megaes6fago causado por X, gruzi en el estado
de Oaxaca, confirmfindose por medio de serologia, sus antecedentes
epidemiolégicos, los datos clinicos y ta histopatologfa {Satazar y col., 1984b). En
fo que respecta a los padecimientos de la enfermedad de Chagas, en el Instituto
Nacional de Cardiolagfa Carlos Chévez, se han reportado 39 casos de cardiopatia
chagésica, en el perfodo que va de 1377 a 1988, de estos casos, uno fue agudo,
tres subagudos y el resto crénicos. Los paclenteseran provenientes de los estados
de Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Estado de México, Tabasco, Campeche, Chiapas,
Hidalgo, Michoacén, Morelos, Navyarit y San Luls Potosi {Gloss y col.,, 1990). .

En los Gltimos ailos muchos grupos han empezado a estudiar la Enfermedad de

Chagas en México, ademés de los que ya la estudiaban, as{ Zavala-Castro, Velasco-
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Castrej6n y Herndndez en 1992, publicaron su trabajo acerca de la caracterizacién
rﬁolecular de aislados mexicanos de Y. gruzi utilizando el DNA total. Se encontré
heterogeneidad entre estos aislados, en la secuencia no traducida del RNA

ribosomal.

1.3. Biologla de X, cruzi.
1.3.1. Posicién taxonémica (Levine y col., 1980}

Reino : Protista Haeckel, 1866 ]
Subreino  : Protozoa Goldfuss, 1818, emd. Vonsiebold, 1846 ‘
Phylum : Sarcomastigophora Honingberg y Balamuth, 1963
Subphylum : Mastigophora Diesing, 1866

Clase : Zoomastigophorea Calkins, 1909

Orden : Kinetoplastida Honigberg, 1963 emd. Vickerman, 1876
Suborden : Trypanosomatina Kent, 1880

Famitia : Trypanosomatidae Doflein, 1911

Género : Trypanosoma Gruby, 1843

Especie : Yrypanosoma cruzi Chagas, 1909
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El subphylum Maétigophora incluye a todos los protozoarios que comunmenta se
conocen como flagelados, se caractarizan por poseer uno o méas flagelos, en su
forma trofozolde. La mayorfa de los flagelados son de vida libre y se encuentran en
varlos habitats, pero algunos son simbiontes tanto en invertebrados como. en
vertebrades. Muchas de las especies pardsitas habitan el tracto digestivo del
hospedero, e sistema circulatorio y tos tejidos {Cheng, 1986). Generalmente su
reproduccion es asexual, slendo bédsicamente por fisidn binaria intracinetal; sin
embargo en algunos representantes, la reproduccion es sexuat {Levine y col.,
1980).

T. cruzl se Incluye en el orden Kinetoplastida, debide a que presentan una
astructuta caracterfstica: el cinetoplasto, ef cual se localiza en a regién anterior det
cuerpo, ssociado a la mitocondria; estéd constituldo fundamentaimante por 4cidos
nucléicos que le confieren la capacidad de autoduplicacién. La familia mas
reprasentantiva es 18 Trypanosomatidae, que incluye formas pardsitas def sistema
circulatario, responsatles de enfermedades serias del hombre y de animales
domaésticos, Los miembros de esta familia tienen forma alargada, presentan un solo
niicieo y un blefaroblasto del cual se origina un flagelo que forma el margen exterior
de 12 membrana ondulantg, Son polim6riicos, pudiendo presentar estadios

flagelados y no flagelados a lo targo de su cicio de vida {Cheng, 1986).
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1.3.2. Morfologfa. T, cruzi en sus diversos hospederos y en medios de cultivo
presentacuatro estadios morfolSgicos: epimastigotes, tripomastigotes, amastigotes
y promastigotes {Schmidt y Roberts, 1984; Sleigh, 1989); pero generalmente sélo

se consideran a los tres primeros estadios (Wyler, 1990},

El trip igote es un flagelado de cuerpo alargado que mide de 20-25 ym de
longitud y 2 #m de ancho, presenta un gran nticleo centrovesiculoso, cinetoplasto
subterminal posterior al ndcleo vy el cual esta formado principalmente por DNA y
se encuentra asoclado a una gran mitocondria. Ei flagelo esta adherido a la
membrana ondulante del parésito y sale libre en Ia porcién anterior para moverse
activamente como un chicote, Este estadio morfolégico se le encuentra en la sangre
de mamiferos y en el intestino posterior de los triatdminos infectados como
tripomastigotes metac(clicos, es la forma infectante para los mamiferos, asl como
para los triatémas cuando éstas chupan sangre de un animal u hombre infectados

{Fig. 2A).

El epimastigote, es de aspecto fusiforme, con 20 a 40 ym de longitud vy, el

cinetoplasto se encuentra anterior al nicleo, el flagelo forma una pequefia
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Fig.2. ULTRAESTRUCTURA DE 1., cruzl. A} Tripomastigote y B) Amastigote. C,
cinetoplasto; M, mitocondris; G, Aparato de Golgi; N, ndcleo; ER, reticulo
endoplasmético; Mt, microtbulos submembranales; B, blefaroblasto; F, flagelo; FP,
bolsa flagelar ({tomado de Wyler, 1990).
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membrana ondulante. Este estadio morfol6gico se multiplica en el Intestino de los
triatéminos profusamente, para dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos, asf

como también en los medios de cultivo,

El amastigote, es la forma redondeada, mide de 2~3.'5 pm, sin flagelo libre, al
microscopio electrénico el flagelo se ve dentro de una bolsa; ademés presenta un
ndcleo y cinetoplasto. Este estadio morfolégico se encuentra en el interior de las
células del hospedero mamifero y ahl se multiplica profusamente (Fig. 2B} (Tay y

col., 1984, Wyler, 1990).

1.3.3. Ciclo bioléglco. Una vez que los tripomastigotes metac(clicos (liberados con
las deyecciones del triatoma a! momento de alimentarse) penetran en la piel del
vertebrado hospedero a través de punciones o abrasiones cuténeas, se introducen
en las células de tejido laxo, veclﬁo al sitio de la penetracién y adquieren la forma
de amastigote. Los amastigotes se multiplican por fisién binaria, repletan la célula,
que termina por romperse, y los parésitos salen a la circulacién bajo el aspecto de
tripomastigotes disemindndose por todo el organismo. Estos tripomastigotes
penetran en nuevas células, se transforman en amastigotes para reproducirse,
rompen las células repletas del parasito y vuelven a circular como tripomastigotes,

repitiéndose muchas veces este ciclo. El ciclo biol6gico se completa cuando los
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1a chinche Intactada pica
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FIG. 3. CICLO DE VIDA DE T, cruzi. Se muestran las diferentes fases de desarrolio
de I ctuzl en el vector y en el hospedero humano (Tomado de Katz, Despommier
y Gwadz, 1988).
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tripomastigotes son ingeridos por los triatomas hemat6fagos. En suma, en los
triatomas la infeccién es del tubo digestive, con tripomastigotes en el intestino
anterlor y posterior, y con epimastigotes en el intestino medio. En el mamifero la

infeccién es sangufnea y tisular (Fig, 3) (Athfas y Neghme, 1984),

La transmisién de esta enfermedad se da habitualmente a través de triatéminos
vectores y por contaminacién de la plel y mucosas con las deyecciones del insecto
como se ha mencionado en el ciclo biol6gico; también se transmite por
hemotransfusién proveniante de individuos infectados con X, gruzi, este Glitimo
mecanismo es el responsable de alrededor de 20% de los casos de tripanosomiasis
americana. Otros mecanismos de transmisién menos comunes lo constituyen la via
transplacentaria, el transplante de 6rganos, la ingesta de leche materna, accidentes
de laboratorio, el desollamiento de animales siivestres y la ingestién de carne
parasitada semicruda o de bebidas contaminadas con material fecal de triatomas

(Velasco-Castrején y col., 1992).
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1.5. Vactores de T. cruzi en México.

En la Republica Mexicana se distribuyen un minimo de 25 especies del género
Yriatoma, una del género Rhodniug, una del género Dipetalogaster, dos del género
Paratriatoma, una del género Panstrongylus, dos del género Belminug vy dos del
género Eratyrys. En total, 34 especles de triatdminos pertenecientes a siete
géneros distribufdas en todos los estados, en su mayor parte ubicados en la
vertiente del Paclfico, lo que hace suponer que la zona probablemente endémica
abarque cerca de las dos terceras partes del territorio; sin embargo es probable que
el nimearo sea mucho mayor y la distribucién més amplia, pero el atraso mexicano
an ol estudio de la tripanosomiasis americana ha impedido su conocimiento. Por su
mayor distribucién geografica y domesticidad, las especies mexicanas de mayor
importancia son: R, prolixus, T, barberi, T. dimidiata, T. phyllosoma, T. longlpennis
y L._pictyrata (Schenone y Rojas, 1989; Velasco-Castrején, y col,, 1991).

1.6. Patologla.

La Enfermedad de Chagas causada por Y. cruzi aparece en forma aguda
especificamente en los nifios, y en estado crénico principalmente en las personas

adultas.
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Estado agudo, muchas vecas es asintomético, pero cuando hay signos consisten
en una hinchaz6n, generalmente en uno o en ambos parpados (signo de Romafia),
por donde los tripomastigotes metaciclicos han entrado en los tejidos, en el punto
de picadura de las chinches. Las hinchazones inflamatorias en los puntos de
alimentacién de las chinches se conocen como chagomas. M4s tarde hay adenitis,
aumento del tamafio de los ganglios linfsticos cervicales y de otras regiones, y del
bazo. Son prevalentes ta anemia, el dolor de cabeza y la fliebre, también hay
muchos tipos de bloqueo cardiaco. La tasa de mortalidad en el estado agudo es
probablemente menos del 10%. Los nifilos afectados mueren por

meningoencefalitis, fallas cardiacas o de bronconeumonfa.

Estado indeterminado, es asintomdtico y revisindose con detalle si hay
afecciones cardiacas, frecuentemente se revelan cambios patolégicos indicando el
inicio de miocarditis chagéasica {sintomas crdnicos}). No cbstante se suglere la
terminacién de Inflamacién activa con ausencia de anormalidades en

electrocardiograma y un tracto digestivo normal.

El estado crénico, se caracteriza por alteraciones cardiacas y gastrointestinales.
Las anormalidades del corazén incluyen palpitaciones recurrentes, insuficiencia

cardiaca, cardiomegalia y por consecuencia cambio en el electrocardiograma,
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también se presenta aumento de tamaiio del es6fago y del colon, con alteraciones

del movimiento peristéltico (Hudson y Britten, 1985).

1.7. Cuitivo de T, cruzl In yitro.

T. cruzl puede ser cultivade in vitre en una gran variedad de medios libres de
otros tipos celulares (Axénicos), ya sean medios bifdsicos o medios liquidos
monofasicos e inciusive en medios quimicamente definidos. Los laboratorios
generalr.nante usan uno o dos medios para mantener y crecer a T, ctuzl (Chiarl y
Camargo, 1984}, siendo de gran utitidad para el estudio del parésito, pues se
obtienen grandes cantidades que son requeridas por muchas diciplinas de la clencia
Y que en otrqs momentos era casi imposible obtener {Arévalos, Panebra y Santa
Cruz, 1985), El primer medio de cultivo empleado para el cultivo de Y. cruzi fue el
medio de Novy y Mac Neal (medio complejo), el cual fue utilizado por Carlos
Chagas en 1909. Después de la utilizacién 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
Roitman, 1984); como es el caso del realizado por Little y colaboradores en los

afios cuarenta, este medio consistla en un filtrado de una mezcla de peptona y
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&cidos Casamino, ademas de factores de crecimisnio y sangre coagulada de canejo.
Esta mazcla fue mejarada, sustituyendo la peptona y los 4cidos Casamino por
aminodcidos, vitaminas, glucosa y compuestos misceldneos (adeﬁina, uracilos,
urea, purinas y piriminas, ete,) {citado en Brener, 1973). De esta manera se pueden
enumerar muchos otros medios parcialmente definidos y definidos; asf en 1975,
Yoshida desarrollé un medio libre de macromoléculas, en el cusl todos los
componentes estaban definidos con ia excepcién del dializado de infusidn de
higado. Avila y colaboradores (19879), reportaron el cultivo continuo de Y. gruzi en
un medio definido suplementado con catalasa de hfgado de bovino; 1al medio fue
usado para la determinacién de jos requerimentos de nucledtidos y vitaminas. En
los afios ochenta Azevedo y Roltman hicieron una modificacién del medio HX-25
de Cross y Manning, reduciéndolo a 56 componentas y déndole el nombre de AR-
103. En este medio, los epimastigotes son las formas predominantes, aunque los
tripornastigotes pueden ser encontrados por envejecimiento en el cultivo, Las cepas
cultivadas son: Y, Buriti, CL, FL y GAS; el méximo crecimiento de Ja cepa Y fue de
2.5 X 107 pargsitos/ml {Azevedo v Roitman, 1984}, Aun con el conocimiento de
un sin fin de medios de cuitives hay una serie de problemas para elegir e! medio
adecuado, ya qua los medios coma se ha dicho pueden ser indefinidos, definidos,
parcialmente definldos y muchas veces la preparacion del medio resulta una rutina

muy complicada, por otro lado Y, cruzt también puede ser cultivado en camaras
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implantadas subcutdneamente en ratones (Contreras 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 epimastigotes,
el estadio que se estd dividiendo y que estd confinado al vector, y otros medios
permiten la diferenciacién de epimastigotes {estadio no infectivo) a tripomastigotes
metacfclicos {estadio infectivo), el paso de un estadio a otro se conoce como
metaciclogénesis. Los medios que se han empleado en muchos [aboratorios son el
medio LIT (Liver Infusion Tryptose)}, el medio TAU (Triatomine Artificial Urine} y e!
medio 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 principlos de los aflos sesenta y el primer reporte de crecimiento fue dado
por Camaréo en 1964. El cultivo de T, cruzi en medio LIT ha sido mantenido por
casl 20 afios (citado en Chiari y Camargo, 1984). La férmula de este medio incluye
a la hemina, que es una fuente importante de fierro para el parasito, ademas se ha
visto que incrementa la tasa de crecimiento, as/ como la diferenciacidon de
epimastigotes a tripomastigotes 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
‘replicacién del parasito, pero sf induce la metaciclogénesis; los electrlitos que

componen al medic TAU, asf como la concentracién se basaron en la probabilidad
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de su presencia en el Intestino posterior del vector triatémino, determinado por
estudios previos de |a orina del triatémino y de otros fluldos corporales. Entre los
componentes importantes para la induccién de metaciclogénesls tenemos al Ca?*
y al K* que tienen funciones de segundos mensajeros (Krassner y col., 1991), por
otro lado es importante el tipo de aminoécido que se emplee; un buen inductor de
la metaciclogénesis es la L-prolina, pues puede actuar como fuente de energfa para
que se de esta transformacién; otro punto importante es el aporte de CO,, el cual
parace tener el papel de activador de metaciclogénesis (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
mataciclogénesis, su férmula originalmente se utilizé para el cultivo de tejidos de
insectos, tal formula se derivd del madio Wyatt {Grace, 1962}, el cual semeja la
hemolinfa de Antherea sucalyptl y en un principio se utilizé para el cultivo de
células constituyentes de este insecto. Actualmente el medio Grace se sigue
usando para el cultivo de céfulas de insecto, ademas su uso se ha extendido en el
cuitivo de parasitos hemoflagelados como Lelshmania sp v I, cruzi. En el caso de
T. cruzi se ha visto que induce metaciclogénesis en un rango de 44 a 91 %, por otro
lado también permite el cre_cimlemo del parésito (Hendricks, Wood y Hajduk, 1978;

Dusanic, 1980; Sullivan, 1982},
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La influencia de estos medios en cuanto al soporte de crecimiento e induccién de
metaciclogénesis muchas veces puede diferir dependiendo de la caepa de T, ctuzl

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

{Contreras y col., 1985).

1.8, Metaciclogénesis.

El fenémeno de metar;iclogénesls como se hamencionado anteriormente consiste
en la diferenciaci6n del estadio no infectivo epimastigote, al estadio infectivo
tripomastigote. Tal fenémeno involucra una serle de camblos morfolégicos que
;epercuten en la fisiolog(a del parasito, Los cambios morfolégicos que se efectidan
son a nivel de la presencia de membrana ondulante y a la posicién del cinetoplasto;
encontréndose 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 anterlor al nicleo
en epimastigotes, cambla sus caracteristicas morfolégicas cuando se da la
transformacién al estadio infectivo, tripomastigote, ya que la membrana es
totalmente ondulante, el flagelo es libre y la posicién del cinetoplasto se torna
posterior al nucleo {Schmidt y Roberts, 1984; Cheng, 1986). Esta transformacion

esta acompafiada por cambios a nivel de los componentes de la membrana celular,
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como son: protelnas {Joiner y col., 1986}, 4cidos grasos (Esteves y col.,1989) y
carbohidratos {De Andrade y col.,1991) e involucra expresién genética diferencial,
ya que la diferenciacién a tripomastigote {inducida en cultivo) y su habilidad de
desarrollarse en la célula hospedera {macréfagos), depende de diferentes genes
{Contreras y col., 1985).

Se puede observar que en epimastigotes y tripomastigotes se presenta una
glicoprotefna membranal de 72KD (GP72) que interviene en la regulacién de la
activacién de la via alterna del complemento, tal glicoprotelna tiene diferentes
funciones en los dos estadios, pues en la fase de epimastigotes ta GP 72 actta
como aceptor principal de C3b y su interaccidn influye en Ia fijacién de otras
protefnas del complemento, ademés de unir el factor B y de participar en ia
formacién de C5 convertasa para finalmente conducir al ensamblaje de C5b-9,
presentandose la lisis an este estadio; en tanto que en la fase de tripomastigote
ocurre lo contrario a lo visto en epimastigotes, ya que es un pobre aceptor de C3
convertasa, al no poder unir al factor B, o que da como resultado que no se
produzca la lisis celular como consecuencia de la produccién de un fragmento
hemoliticamente inactivo IC3b, no participando en la formacién 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 unidn del factor

B a C3b en epimastigotes y tripomastigotes y uno da ellos sugiere que el principal
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aceptor de C3 en tripomastigotes metaclclicos es una molécula de 25-30 KD, en

tanto que en epimastigotes es la GP72.

En lo que respecta a los Ifpidos se ha visto que son también determinantes de
. propledades estructurales y fislolégicas de las membranas blol6gicas, y los cambios
en la composicitn lipldica de las membranas pueden producir modificaciones
funcic;nales; en T, gruzi, Esteves y colaboradores (1983) han mastrada que la
composicién de los 4cidos grasos se ve modificada con la diferenciacién de
epimastigote a tripomastigote metac(clico. Estos autores utilizaron la clona Dm28¢
cultivada en medio LIT (epimastigotes replicativos), en medio TAU {epimastigotes
difarenciados} y medio TAUP (tripomastigotes maetacfclicos); los resultados en
cuanto a los 4cidos grasos presentes en cada estadio de Y, gruzl fueron los
siguientes: en epimastigotes replicativos se encontraron dos &cidos, el &cido
mirfstico y el 4cidolinoleico; en epimastigotes diferenclados se encontraron también
dos &cidos, el &cido palmitico y el 4cido linoleico, no presentdndose &cido mirlstico;
el grado de insaturacidn fue menor en epimastigotes diferenciados y tripomastigotes
metaciclicos a diferencla de los llpidos en epimastigotes replicativos;: {un
decremento en el grado de insaturacién puede afectar en la fluidez membranal). Tal
fenémeno puede representar parte del proceso general para la induccién de

metaciclogénesis de T, gruzi. La transformacién de epimastigotes diferenciados a
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tripomastigotes metacfclicos se llevé a cabo con mfnimas variaciones de los 4cidos
grasos, observdndose que los écidos palmitico y palmitoleico disminuyeron, en
tanto que el &cido linoleico aumento. De estos resultados se observé que la mayorla
de los cambios que se dieron a nivel de la composicién lipfdica fueron antes de que
se produjera la transformacién morfolégica de epimastigotes a tripomastigotes
mataclclicos (Esteves y col., 1989).

Otro cambfo que se da en el procaso de metaciclogénesis, como se ha
mencionado, es a nivel de carbohidratos, para observario De Andrade y
colaboradores (1991) estudiaron a los diferentes estadlos de la clona Dm28c,
empleando también los mismos medios de cultivo y variantes que en el estudio de
4cidos grasos, En este estudio se utilizaron diferentes lectinas, especlficas para
receptores que contienen moléculas de 4cido sidlico, N-acetilgiucosamina (D-
GlcNAc), N-acetilgalactosamina {D-GalNAc), galactosa (D-Gal), residuos afines a
manosa (D-Man) o L-fucosa {L-fuc). La D-GalNac, uni6 a las lectinas: BS-I (obtenida
de Banderelrae simplicifolia I}, aglutinando de manera selectiva a los tripomastigotes
metaclclicos {inducidos en medio TAUP); a la lectina MPL {obtenida de Maclura
pomifera), la cual selecciond a los epimastigotes replicativos {medio LIT); ya la
lactina SBA {obtenida de Glygine max}, observandose una gran aglutinacién de
todos los estadios de desarrollo de T, cruzi. La lectina WGA (obtenida de Tricum

vulgaris) fue especifica para dcido siélico y/o D-GIcNAc, presentdndose reactividad
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con eplmstlgo.tes diferenciados y tripomastigotes metaciclicos; sin embargo, ésta
fue mas alta con epimastigotes replicativos. En lo qua concierne a otras lectinas
como la jacalina (obtenida de Artocarpus integrifolia), que es espécfﬂca para D-Gal,
se observé un decremento en la aglutinacién durante el proceso de
metaciclogénesis, 1o cual no sucedié con la lectina RCA-1 (obtenida de Ricinus
communis), que también es especitica para D-Gal, ya que incrementé la
aglutinacién de los pardsitos en diferenciacién. Las diferencias mas grandes en la
actividad de aglutinacién fueron observadas entre epimastigotes replicativos y
diferenclados, sugiriendo con ello que los cambios en la composicién de
carbohidratos de superficie preceden a la transformacién de epimastigotes a
tripomastigotes metaciclicos, de manera semejante a lo que sucede con los &cldos

grasos {De Andrade y col., 1991},

Los cambios mencionados confieren gran venta]a al parésito en su estadio de
tripomastigote, pues lo acondiciona morfolgica y funcionalmente para lievar a cabo
la iniciacién de la infeccién de su hospedero vertebrado, escapando a la respuesta

inmune generada por el hospedero, como es el caso de la evasion del complemento,
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1.9. interacci6n célula hospedera-T. cruzi.

La interaccidon de 1. cruzi con su célula hospedera ha sido estudiada [n yitio
desde 1935 y en los titimos afios se han vuelto a concentrar los esfuerzos, pues
es la base para entender la patclogfa jn vivo v ia respuesta inmunoldgica a la

infeccion {De Araujo-Jorge, 1989).

€l estudio [n yitro de ta interaccién de las diferentes cepas de T, cruzl con la
cétula hospedera, no cuenta con informacién completa de los macanismos bajo los
cuales se da 1al Interaccién, ya que resulta dificl y caro, aislar, crecer y mantener
a dichas cepas.

La reproduccion de T, cruzl en ef hospedero vertebrado frecuentermente ocurre
dentro de la célula hospedera y tiene la habilidad de invadir casi cuaiquier célula in
vitra, pero in vivo hay tropismo selectivo en especial hacla las células
mononucleares de! sistema fagocltico es decir, monocitos y macréfagos {Wilitlams
y Remington, 1977; Kress y col, 1977; Kipnis, Galich y Da Silva, 1979; De
Meirelie, De Araujo-Jorge y De Souza, 1980; Sanderson, Thomas y Twomey,
1980; De Meirelles, De Aradjo-Jorge y De Souza, 1982; Andrews y Colli, 1982;

De Castro y De Meirelles, 1986; Alcina vy Fresno, 1387 a y b; Boschetti y col.,
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1987; De Aradjo-Jorge 1989; Mortara, 1991; Tardieux y col., 1992). Asfexisten
evidencias del parasitismo de T. gruzl a macréfagos en ratones inoculados con
ciertas cepas, observandose infeccién selectiva en macréfagos del bazo, higado y
médula ésea {Souto-Padrén y De Souza, 1989).

En el proceso de interaccién célula hospedera-T, cruzi se ha visto que hay dos
posibles modelos de entrada a la célula hospedera. El parésito puede unirse y
activamente penetrar en las células o puede ser fagocitado por macréfagos para
después escapar del fagosoma e lnlcla‘r su replicacién aen el citoplasma (Snary,
1985). Recientemente se ha observado un mecanismo distinto al fagocftico clasico
en células de rifion de rata {NRK) y en células epiteliales de rifion de perro (MDCK},
pues se ha observado que los lisosomas se agrupan en el sitio de ataque de los
tripomastigotes, y s;e empiezan a fusionar con la vacuola que envuelve al parasito

. (este fendmeno se presenta en etapas tempranas de 1a formacién de !a vacuola),
lo cual facilita la invasion del parésito. El movimiento de tales lisosomas al drea
perinuclear (sitio de ataque de los tripomastigotes) se lleva a cabo a través de los
microtdbulos presentes en el citoplasma de la célula hospedera (Tardieux y col.,
1992),

La interaccion que se da con un pardsito y una céiula fagocitica puede ser
diferenta a la que se da con el pardasito y una célula no fagocltica, dependiendo de

la cepa del parasito (Snary, 1985}. En este sentido las cepas con aito porcentaje
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de tripomastigotes serfan Ias que poseen mdas capacidad para infectar cultivos
celulares no fagociticos; sin embargo, esta capacidad pareceria estar relacionada
no sblo con caracteristicas morfoldgicas. In vitro, auin dentro de cepas miotrépicas
se han encontrado diferencias en el tejido muscular especlfico invadido. Ademas se
han encontrado diferencias en la susceptibilidad a la infeccién que dependeran de
1a constitucidn ganética del hospedero, habiéndose descrito, por ejemplo, algunas
cepas de ratones con baja y otras con alta susceptibilidad a la infeccién por T.
cruzl. La fase de crecimiento en la que se encuentre la célula hospedera tendra
importancia en el mayor o0 menor éxito de la penetracién {Segura y Cappa, 1985).

En la interaceién T, cruzl- macréfago, se puede observar que el pardsito presenta
en su superficle glicoconjugados y/o componentes del plasma unidos o absorbidos
a su membrana, los cuales pueden interaccionar con receptores presentes en la
superficie de jos macréfagos. Los macréfagos expresan muchos receptores que
median la fagocitosis, entre ellos tenemos a los receptores para la porcién Fc de
diferentes isotipos de inmunoglobulinas (FcR}, tres receptores para los componentes
del complemento (CR1, CR2 y CR3 para C3b/Cab, C3d y iC3b respectivamente},
también presentan receptores para fibronectina y para el complejo proteasa-alfa-2-
macroglobulin (A2M-R} y receptores afines a las lectinas qus reconocen residuos
de azicar (citado en De Aratijo-Jorge, 1989},

Experimentos realizados |n vitro indican que los tripornastigotes pueden o no



tener acceso a la célula a través de la via Fc o CR1 (Zenian y Kierszenbaum, 1983).
La incubacldn‘del pardsito con suero inmune, aumenta su ingestién via FcR, y la
Incubacién con complemento da resultados similares (usando macréfagos
activados), por otro lado el tratamiento de macréfagos con anticuerpos en contra
de FcR inhibe Ia_lngestlén de tripomastigotes a los cuales se les adhiri6 IgG
{Nogueira y Cohn, 1976}. La penetracién a través del receptor C3b condujo a la
multipticacién intracelular; el receptor IC3b estimulé al -macr6fago para la
eliminacion del parésito, mediante la activacién de la explosién metabdlica
{produccién de compuestos téxicos (H,0, y O,) para el parésito]. Otra manera por
ia cual T, cruzi puede entrar a los macréfagos puede ser a través de un receptor
para fibronectina FnR, tanto los macréfagos como los parésitos expresan sitios de
unién para fibronectina. EI ataque a fibronectina por Y, cruzl, se encontré que es
mediado por un tetrapéptido {arginina-glicina-4cido aspartico-serina) (Ouaissi y col.,
1986). La previa incubacién de alguno o de los dos (parésito o célula} con
fibronectina aumenta la Infeccion celular jn vitip (Wirth y Kierzenbaum, 1984;
Ouaissi, Cornette y Capron, 1985) y la presencia de anticuerpos en contra de
ﬁbronecti(ra impide la internalizacién de T, cruzi (Quaissi y col., 1985}, Por otro fado
el efecto de A2M sobre Iel pardsito parece ser de una proteasa inhibitoria, similar
a la inhibicién por tripsina, impidiendo la habilidad del parésito para el proceso

proteolitico de alginos componentes de su superficie, que son necesarios para
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mediar su unién y/o internalizacidn a la célula hospedera (De Aradjo Jorge, 1989).
Ademéas se han encontrado receptores para lectinas en macréfagos, estos
receptores reconocen especlficamente a los residuos de carbohidratos, que se
presentan en macromoléculas o en ligandos celularas. Asl en los macréfagos se
encuentran presentes las receptores para Manosa, N-acetil-D-glucosamina /fucosa
{Man-R}, la Galactosa/ N-acetil-D-galactosamina {Gal-R) y la Manosa-6-Fosfato
{Man-GP-R). Se ha visto que cuando alguno de estos aztcares se adiciona al medio
en donde se lleva a cabo la interacci6n, se inhibe el ataque de epimastigotes y
tripomastigotes (dependiendode la cepa), sugiriendo con ello que estos receptores
pueden mediar Ia unién y ataque de T, cruzi {De Araudjo-Jorge y De Souza, 1984;
Stahl y col,, 1984; Kolb-Bachofen y col., 1984; Neufeld y Ashwell, 1379).

En lo que concierne a los componentes superficiales de I, gryzj involucrados en
el reconocimiento por macréfagos, es de gran importancia la superficie de
tripomastigotes obtenidos de orfgenes diferentes, ya que pueden diferir en los sitios
de unién para el reconocimiento por macréfagos, ademés de que la infeccién in
yitrg varfa (De Meirelles, Chiari y De Souza, 1982; Kloetze!, Morales y Umezawa,
1982). Asf se han observado diferentes ligandos y receptores que estan envueltos
en el paso de unién e internalizacién de Y, gruzi a macréfagos (Ayala y

Kierszenbaum, 1987). Los residuos de Gal y Gal-NAc que se encuentran en la



supefﬂclel del parésito, son importantes para el reconocimiento de 1. gruzi por
macréfagos (Villalta y'Kierszenbaum, 1983, 1984, y 1985; De Aratjo-Jorgey De
Souza, 1984 y 1986). Otro elemento importante para el reconocimiento por
macrdfagos son las proteasas del pardsito, las cuales actian como ligandos para
los receptores de los macréfagos (De Aratijo-Jorge, Sampalo y De Souza, 1986).
La accl6n de las proteasas se ha visto cuando es adicionada exégenamente a los
co-cultlvqs de C_‘parasItos-macrtifagos, observandose mayor ataque de los
-macrofagos (Nogt;elra y col., 1980; Kipnis y col., 1981; De Aratjo-Jorge y De
Souza, b1 984).

1.10. Heterogeneidad en T, cruzi.

Las diferentes cepas o alslados de Y. gruzi han mostrado ser altamente
heterogéneas, ya que tienen distintas caracteristicas bioldgicas, refiriéndose a
tropismo celular, infectividad, patogenicidad {Giovanni-De-Simone y col., 1987) y
crecimiento; Asf tamblién se han determinado patrones isoenzimaticos de diferentes
cepés provenientes de varios palses, que muestran claramente una gran variabilidad
genética entre ellas (Tibayrec y col., 1986; Tibayrec y Avala., 1988). Ademds se

han observado diferencias en cuanto al contenido de DNA total, a la digestion del
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DNA del cinetoplasto por enzimas de restriccién, y al reconocimiento por
anticuerpos monoclonales {Snary, 1985); por otro lado Snary ha sugerido que la
variabllidad podria extenderse a otras propiedades, como la interaceién con los

receptores del hospedero. Ademés se ha visto que hay variabilidad en la respuesta
a la quimioterapla por diferentes cepas de 1. grugl tratadas con Benznidazole y
Nifurtimox (Andrade, Magalhaes y Pontes, 1985). En 1987, Engman vy
colaboradares observaron heterogeneidad a nivel molecular de cariotipos; en 1990,
Dietrich y colaboradores han observado variabilidad genética en su estudio de
restriccién de un gran fragmento polimdrfico de la secuencia espaciadora del RNA
ribosomal. En cuanto a aislados mexicanos la informacién es muy escasa, sélo dos
estudios se han realizado en este sentido. En 1980, Ortega vy colaboradores
determinaron patrones isoenziméticos de 5 aislados mexicanos encontrdndose una
gran homogeneidad. Recientemente Zavala-Castro, Velasco-Castrején y Herndndez
(1992), contrario al estudio anterior han mostrado heterogensidad en 17 aislados
mexicanos de X, cruzi a nivel genético mediante el estudio del DNA total y del
cinetoplasto, relaciondndose esta heterogeneidad con el origen geogréfico de los

parasitos estudiados.
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Il. OBJETIVOS.

Objetivo General:

- Estudiar la heterogeneidad de cepas mexicanas de T, ¢ruzl con respecto a las

caracteristicas de crecimiento, metaciclogénesis, infectividad y virulencia jn vitro.

Objetivos particulares:

a) Determinar que medio de cultivo es el méas aproplado para obtener mayor
crecimiento y metaciclogénesis poblacional |n yitto de diferentes cepas mexicanas

de T, cruzl.

b) Evaluar la infectividad y virulencia de cepas mexicanas de Y. cruzi en células

fagociticas (P388) y no fagociticas {Vero).

¢} Hacer una comparacién en cuanto a metaciciogénesis, crecimiento, infectividad

y virulencla de cepas mexicanas de T. cruzi con respecto a cepas sudamericanas

de referencia.
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i, METODOLOGIA.

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacién se emplearon distintas
cepas de Yrypanosoma cruzi aistadas de vectores y de humanos infectados. En total
se estudiaron 22 cepas de las cuales 17 fueron mexicanas y cinco sudamericanas
{Tabla 1}, Las cepas fueron proporcionadas por el Dr. Roberto Hernandez, adscrito
al Departamento de Biologla Molecular en el Instituto de Investigaciones Biomédicas

(UNAM}.

1Il.1. Cultivo Celular.

14.1.1. Parasitos. Estadic de epimastigote: La forma de epimastigote se mantuvo
en el medio LIT { Liver Infusion Tryptose) {Chiari y Camargo, 1984. Apéndice l}, a
pH 7.2, suplementado con 25 ug/mi de hemina {SIGMA) y 10% de suero fetal de
hovino {SFB; GIBCO) inactivado a 56° C, durante 30 min, Las diferentes cepas se
incubaron a 28°C en frascos Erdenrneyer de 250 al, conteniendo 5 mi de medio LIT
y un total >aproxlmado de B XI0°® parasitos/ml. Se siguieron subcultivando cade

semana, toméndose 1 m! del cultivo original.
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TABLA I. CEPAS DE Trypanosema gruzi CULTIVADOS IN VITRO.
NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN
Cc4 JALISCO Trigtoma barbert
EA MORELOS HUMANO
ZACATECAS ZACATECAS HUMANO
CID OAXACA HUMANO
FRV OAXACA HUMANO
NiNOA OAXACA HUMANO
H1 YUCATAN HUMANO
H3 YUCATAN HUMANO
H4 YUCATAN HUMANO
HS5 YUCATAN HUMANO
H9 YUCATAN HUMANO
H10 YUCATAN HUMANO
HG YUCATAN HUMANO
T YUCATAN Jriatoma sp
210 YUCATAN Didelphis marguplalls
Z17 YUCATAN D. marsupialis
21 YUCATAN D. marsupialis
CL BRASIL Triatoma infestans
Y BRASIL HUMANO
SILVIO X10 CL1 BRASIL HUMANO
ESMERALDO CL3 BRASIL HUMANO
PERU PERU HUMANO

Cepas de Yrypanosoma cruzi empleadas en la realizacién del presente estudio. El
origen de estas cepas fue a partir de reservorios, insectos, y hospederos definitivos.

Una cepa es una poblacidn 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 més caracter(sticas establecidas

{crecimienta en cultivo, lnfactlwdad, parasitemia en ratén y chinche, patrones isoenzimaticos y
- @squi; d

Una clona es un cultivo que se origina a partic de una sola célula, siendo sus caracter(sticas
genéticas idénticas.



Estadio de tripomastigote: Para inducir la metaciclogénesis jn vitrg, que es el
proceéo de transformaci6n de epimastigote a tripomastigote, fue necesario probar
diferentes férmulas de medios de cuitivo. Se emplearon tres medios diferentes: el
medio LIT, con dos diferentes concentraciones de hemina, 25ug/mt v 50ug/mi
{Arévalos, Panebray Santa Cruz, 1985; Vargas, 1392) suplementado con 10% de
SF8 inactivado; el medio TAUP {Triatomine Artificial Urine), suplementado con 10
mM de L-prolina {Contreras y col., 1985; Homsy, Granger y Krassner, 1989;
Krassner y col., 1990 y 1991} y ol medio Grace, (Apéndice 1) medio especial para
el cultivo de células de insecto {GIBCO), suplementado con 10% de SFBinactivado,

{Grace, 1962; Hendricks, Wood y Hajduk, 1978 y Sullivan, 1982).

111.1.2. Lineas celulares. Se emplearon dos diferentes ilneas celulares: macréfagos
obtenidos de ratén linea P388 y las células epiteliales Vero, que se aislaron de
Mono Verde (Proporcionadas por el Dr.Enrigue Ortega adscrito al Departamento de
Inmunologfa en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAMY}. Los
macréfagos P388 se cultivaron en medio RPMI 1640 {GIBCO) a pH 7.3, v las
células Vero se cultivaron en medio D-MEM (GIBCO) a pH 7.3. Ambos medios se
complementaron con 1% de L-glutamina 0.2 M (GIBCO), 10% de SFB (GIBCO)

inactivado y 1.5% de penicilina-estreptomicina {10,000 U/10,000 U. SiGMA). Las
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diferentes Iineas celulares se crecleron en botellas de cultivo (COSTAR) de pléstico
con una superficie de 76 cm? y un volumen de 200 ml incubéndose a 37°C, con
una atmésfera 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 Iinea P388 se agregaron 3 ml de EDTA 2 mM durante 20 min a 37°C, al t&rmino
de este periodo se les retiré 2 mi del volumen total y se les dleron cuatro golpes
ﬂ(mes a cada caja, enseguida se les agregé medio RPMI, Las células Vero se
despegaron utilizando 500 ul de tripsina (SIGMA) en una concentracién de 1 mg/m}
de medio RPMI, durante 15 segundos, estas células habfan sido lavadas
previamente con EDTA 2 mM, finalmente se les agregé medio, en este caso D-MEM

para parar. la reaccién de la tripsina.

ill. 2. Evaluacion del Cracimisnto Poblacional de los Parasitos en cultivo.

lII.2.1. Conteo da parésitos. Elcrecimiento de los parésitos se registré cada tercer
dfa, por un periodo de}O dfas, mediante conteo usando la cAmara de Neubauer
(Deane, Morlearty y Ti\or;l'z;z, 1984}, para ello se tomaron allcuotas de cada cepa
cultivada en los diferentes medios y se hicleron diluciones 1:100 en solucién

amortiguadora de fosfatos {PBS). De cada dilucién de parésites se tomaron 10 ul
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y se colocaron en cada ranura de la cAmara de Neubauer, posteriormente se hizo
el conteo, con ayuda de un microscopio éptico MICROSTAR IV,{Reichert Jung}
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
parésitos que quedaron en cuatro cuadros en forma diagonal {Fig. 4) de las cuatro
esquinas, siendo en total 16 cuadros que miden 0.1 mm?®, éste valor a su vez es
multiplicado por 10° (nGmero en 1mm} y el valor resultante se multiplicé por 10
{numero en 1mi), Finalmente para obtener el valor de parésitos totales por ml, se

multiplicé por el factor de ditucién.

Fig.4. CAMARA DE NEUBAUER. Empleada en el seguimiento del crecimiento y
metaciclogénesis de T. cruzl. Observéndose sus cuadrantes, donde las X indican
la forma de conteo {tomado de Deane; Moriearty y Thomaz, 1984).
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||-|.3. Inducclén y. Evaiuacién del Procaso de Metaciclogénesis.

1II.3.1. Induccién de metaciclogénesis. Los epimastigotes obtenidos a partir de los
subcultivos en madio LIT (25 ug de hemina), se tomaron al séptimo u octavo dfa
de cultivo y se sometieron a los diferentes medios inductores de metaciclogénesis.
Para hacer el pase de un medio primero se 'lavaron dos veces con el medio sin
complemantar, por centrifugacién a 2500 rpm, durante 10 min; para el medio LIT
con las dos concentraciones de hemina, no fue necesario lavar, Enseguida se ajusté
el ntimero de pardsitos a una concentracién de 5 X10° parasitos/ml en los
diferentes medios. Finalmente se cultivaron por un periodo de 20 dfas a 28°C, en
botellas de 25 cm? de superficie y una capacidad de 50 ml ({COSTAR). Se cuantificé

la metaciclogénesis cada tercer dfa.

11.3.2. Evaluacién de metaciclogénesis. Debido a que la etapa de tripomastigote
es resistente a Ya accion del complemento, se evalué la induccién de
metaciclogénesis, sometiendo muestras de las diferentes cepas a la prueba de
resistencia a la lisis por complemento de las formas tripomastigatas como ha sido
reportado por Nogueira, Blanco y Cohn {1975) y Contreras y colaboradores {1985)
con ligeras modificaciones. La obtenci6n de la fuente de complemento fue a partir

de cobayos, (Hartley de 120 dfas y de 450g) a los cuales se les realiz6 puncién



cardiaca; la sangre obtenida por este método en condiciones estérllés, fue
centrifugada dos veces a 2500 rpm, durante 30 min para la eliminacién de los
constituyentes celulares y dejar solamente al suero, que se utilizé en el momento
o se guard6 en allcuotas a -70°C hasta su uso.

En la evaluaci6n de la accién del complemento se tomaron por cuadruplicado 50
ul de suspensién de parasitos, con un total de § XIO® parasitos y se depositaron en
tubos eppendort para microcentrifuga, a los dos primeros tubos se les agregd 50
1| de suero de cobayo fresco {0 mantenido a -70 C} vy a los dos restantes se les
agregé 501 de suaro de cobayo inactivado a 56°C durante 30 min, (muestras

controles), después se resuspendid y se incubaron a 28°C durante 1 h.

Transcurrido el periodo de incubacién, se tomaron allcuotas y se depositaron en
la cdmara de Neubauer para enseguida realizar observaciones al microscopio
{objetivo 40X} y determinar el porcentaje de sobrevivencia, considerdndose la
morfologla y el movimiento del pardsito. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. La metodologfa fue la misma para todas las cepas probadas en los
distintos medios de cultivo. La avaluacién se realizé cada tercer dia durante un

periodo de 20 dias.
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1114, Evaluacién de 1a Virulencia por Método Enzimético.

Para la evaluacién de la virulencia por diferentes cepas de I. gruzj se empled el
método colorimétrico descrito por Landegren (1984), y que fue utilizado por Alcina
y Fresno {1987 a} para medir la infeccién por T, cruzi. Este método se basé en la
presenciadelaenzima lisosomal N-acetil-B-D-hexosaminid asa (2 acetamido-2-deoxi-
l&-b-glu’cldo acetamidodeoxuglucohydrolasa, EC3.2.1.30} en células de mamifero
y su ausencia en T, cruzl. Este ensayo se realizé con dos diferentes Ifneas celulares,
los macréfagos P3éa y las células Vero. Se formaron manocapas celulares de la
siguiente manera: las células se incubaron por 24 h en placas de 96 pozos
{COSTAR]}, toméndose en total 10 X102 células por cada pozo y un volumen de
200 4 de medio D-MEM, para células Vero y 200 ul de medio RPMI, para células
P388 (por triplicado), después las células se pusieron en contacto con los parésitos
[en una proporcién 1:10 {10 tripomastigotes por cada célula a infectar, no
(I:onslderandose la forma de epimastigote}], previamente lavados dos vecas con el
medio en el que se cultivé la célula a infectar. Se dejaron en contacto 48 h para la
infeccién, después se lavaron tres veces con medio y se incubaron por periodos de
5 y 24 h postinfeccién a 37°C, con CO, y 95% de humedad. Para medir la
virulencia se evalué el % de células vivas después de los respectivos tiempos de

postinfeccién, por medio del ensayo de hexosaminidasa. Primero se lavo en tres

-
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ocaslones cada placa con PBS, enseguida se prepard el sustrato P-nitrofenol
-N-acetil -B-glucosaminida (7.5mM) disuelto en un buffer de citratos 0.1M, pH 5.0
y se mezclé en un mismo volumen de una solucién de Tritén X-100 al 0.5%; de
esta mezcla se tomaron 60yl y se agregaron a cada pozo que contenfa las células
infectadas. Después se incubaron a 37°C durante 2 h, y se detuvo la reaccién
agregando 90ul de una solucién Tris-glicina 50 mM, con EDTA 5 mM y pH 10.4.
Se ley6 la absorbancia a 405 nm en un espectrofotémetro Bio-Rad Modelo 3550

{Microplate reader},

HI.5. Evaluacién de la Infeccién por Método Microscépico.

Para evaluar no solo muerte celular (o virulencia), que es el dato que nos
proporciona la técnica enzimética, sino también poder hacer una evaluacion de la

infectividad y muitiplicacién de amastigotes se empleé el método microscépico.

II.5.1. Preparacion de cubreobjetos. Para hacer una observacién directa de la
infeccién de las dos Iineas celulares por . cruz] fue necesario hacer una serie de

lavados a cubreobjetos de 9mm de didmetro, conla finalidad de mejorar la adhesién
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de las dos difc?remes lineas celulares (P388 y Vero), de la sigulente manera: los
cubreobjetos se mantuvieron en alcohal al 70% durante més de 18h, despuds se
raalizaron 10 lavados con agua corriente y fuego se les agrego HCE TN vy se pusisron
en agitacién constante durante 30 min, enseguida se lavaron 10 veces con agua
corriente y se les agrogd PBS pH 7.2, dejdndose en agitacién constante durante 30
min, después se volvié a lavar 10 veces con agua corriente y finalmente se realizé
un lavado con agua libre de pirogénos (estéril). Por cada caja de Petrfde 100 x 15
mm, sé colocaron qinco cubreobjetos v se esterilizaron a 120° Cy 1 atmdsfera de

presidn, durante 30 min.

W.5.2. Infacclén ceolular. Sg formaron monacapas de célutas P388 y Vero en los
cubreobjetos {preparados con anterioridad) en una concentracién de § x10* cals/m!
de medio RPM! o D-MEM (10 mi} segan el tipo celular de que se tratara. Una vez
que se formo la monacapa celular se pusieron en contacto durante 48h {a 37°Cy
5% CO2) conlas Cepas 210, H5 {mexicanas}) y CL {brasilefia) de T cruz{ en una
proporcion 1:10 (10 tripomastigotes, por cada célula a infectar). Pasteriormente se
favaron tres veces, con medio sin complementar para después agragédrsele nuevo
medio complementado v evaluarse la Infectividad de cada cepa a las 5 h

postinfaccién, mediante la tincitn de los cubreobjetos con la técnica de May



Grunwald-Giemsa; para la elaboracién de esta técnica primero los cubreobfetos se
dejaron secar al aire y después se fijaron con metanol (hasta secarse}, enseguida
se les agregd Eosinato de azul de metileno (100 mg por cada 50 mi de alcohol
metilico) 5 min y luego se sumergieron en colorante de Giemsa (solucién de trabajo.
Apéndice II} durante 30 min, Finalmente se lavaron con agua corriente y se dejaron

secar al aire para revisar la infeccl6n de las diferentes lineas celulares por X, cruz|

al microscopio ptico.

11.5.3. Cuantificaclén de la infacclén por T, cruzi. Los cubreobjetos tefiidos fueron
observados a través de un microscopio 6ptico (American Optical) empleando el
objetivo 100 X con aceite de inmersién. La infecci6n se evalué mediante la revisién
de por lo menos 200 células en cada preparacién, en estas células se determinaron
dos pardmetros: primero se cont6 el nimero de células infectadas y después se
cuantifics el ndmero de amastigotes intracelulares, para enseguida calcular el % de
células infectadas y el nimero de amastigotes por célula infectada. Los diferentes

campos enfocados fueron fotografiados empleando la cdmara anexa al microscopio.
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11.6. Anélisis Estadistico.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis estadistico utilizando la

pruaeba de T-Student.
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IV. RESULTADOS.

Una gran variedad de medios de cultivo se han empleado en el cultivo de T, cruzi,
de entre estos medios se escogieron tres, los cuales han mostrado tener los
requerimientos necesarios para soportar crecimiento e inducir la transformacién a

la fase infectiva de dicho paré&sito.

IV.1. Cracimiento de I, cruzi en Diferantes Medlos de Cultivo.

Para svaluar el crecimiento de cepas mexicanas de X. ¢ruzi in vitro se probaron
cuatro cepas mexicanas ({221, H1, C4 y Ninoa} y una clona sudamericana dd
raferencia (Silvio X10). El primer medio en que se cultivaron las cepas fue el medio
LIT, con dos concentraciones de hemina: 25 ug/ml (concentracién de uso normél)
y B0 pg de hemina/ml; las cepas cultivadas en medio LIT con 25 yg de hemina/mi
mostraron pequeiias diferencias en cuanto a su crecimiento (Fig. 5A}, siendo
unicamente las cepas Ninoa y Z21 las que presentaron diferencias significativas
{p= 0.001} al comparar sus valores promedio de crecimiento en el dia de méximo
crecimiento {dfa 10 de cultivo). Todas las cepas cuitivadas con 50 ug de hemina

(Fig. 5B) tuvieron un comportamiento semejante a la concentracién de 25 yg de
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FIG 5. CURVAS DE CRECIMIENTO DE DIFERENTES CEPAS MEXICANAS
CULTIVADAS EN MEDIO LIT. Los pardsitos fueron cultivados con (A) 25 ug v (B)

o 50 ug de hemina a 28°C, con un In6euto inicial de 5 x10° parasitos/ml. El
crecimiento fue analizado al microscopio 6ptico con un objetivo 40x vy los valores
en cada punto representan los promedios de tres experimentos. Los valores de
crecimiento de las cepas mexicanas, se compararen con los valores de crecimiento
de la clona de referencia, Silvio X10 (brasilefia).
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hemina/ml, ya que no existieron diferencias entre ellas. Al comparar los valores de
crecimiento del parasito en las dos concentraciones de hemina (Tabla Il) se observé
que sélo la cepa Ninoa mostré diferencias (p= 0.02) significativas, presentando un
mejor crecimiento en medio LIT con 25 ug de hemina/ml. El segundo medio en el
que fueron cultivados los parasitos, el medio TAUP, no permitié el crecimlento de
las cepas. El tercer medio empleado para cultivar a las diferentes cepas fue el medio
Grace, el cual si permitié el crecimiento {Tabla ll} de las cepas, no cbstante se
observaron diferencias. Al comparar el crecimiento de las cepas en medio Grace,
con respecto al medio LIT con 25 y 50 g de hemina/mi (Tabla li}, se encontrd que
el crecimiento fue menor para las cepas H1, Ninoa y la clona Silvio X10 {p = _0.02)

cultivadas en medio Grace.

1V.1.1. Diterenclas de crecimiento de cepas mexicanas en medlo Grace.

A pesar de que en algunas cepas no se observd que el medio Grace fuera el
medio méas favorable para el crecimiento, se hizo uso de él para llevar a cabo la
caracterizacién de las restantes cepas {16 cepas y una ciona; Tabla Ill), debido a
que este medio fue el Ginico qQue en nuestras condiciones Indujo metaciclogénesis
{ver més adelante). Para efectuar la comparacién de crecimiento, se agruparon de

acuerdo a su procedencia geogréfica, dado que se tenfa el antecedente de que el
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TABEA II,;, COMPARACION DE CRECIMIENTO DE T. crmzi EN
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

CEPA U MEDIO LIT MEDIO GRACE
NOMBRE 25 kg de 50 pg de

. hemina/ml. hemina/ml.

c4 128 + 24 88 t 18 69 * 11
NINOA - 115 + 7 103 * 4 67 * 17
HL 118 % 21 93 + 8 64 t 15
221 90 + 2 81 t 20 84 % 23
SILVIO 123 % 21 131 % 38 75 + 2
X10

o

Eta tabla muestra los valores obtenidos en el dia de maximo crecimiento de T,
gruzl expresado en millones de pardsitos/ml, obtenidos a partir del cultivo en
diferentes medios. Los valores representan el promedio de 3 experimentos + su
desviacién estandar (SD).
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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
penfnsula de Yucatédn, de la zona central y sudamericanas (Tabla iil}. Las cepas
provenientas de Yucatdn {Tabla Hlt} presentaron un crecimianto variable entre ellas,
de 37 X10° a 84 X10° pardasitos/ml, al aplicar ia prueba estad(stica se encontré que
hubo dlferendas significativas al compararia cepa H4, que fue la cepa que present6
tos valores més bajos de crecimiento con respecto a las cepas que mas crecieron,
HS, H9, HG vy 221 (p= 0.001). Las cepas de la zona central {Tabla Ill) que
incluyeron a las capas de los estados de Oaxaca, Zacatecas, Morelos y Jalisco
presentaron valores de crecimianto de 46 X10° a 69 X10° parasitos/mi, no
observandose diferencias significativas entre ellas. En lo que respecta a las cepas
sudamericanas {Tabla lll) se encontré que al igual que las cepas mexicanas, éstas
presentaron heterogeneidad en cuanto a su crecimiento con valores de 45 X10%a
75 X10° parasitos/ml, encontrandose solamente diferencias significativas entre la
clona Stivio X10, que fue la que crecié més, con respecto a las restantes cepas que
crecleron menos: CL, Perd y la clona Esmeraldo (p= 0.001). 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 varfan en la mayorfa de

fos casos; Unicamente fueron significativamente diferentes, los casos arriba

sefalados.
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'TABLA III. COMPARACION DE CRECIMIENTO Y
METACICLOGENESIS ENTRE DIFERENTES CEPAS DE T. cruzi

CEPA CRECIMIENTO EN MEDIO METACICLOGENESIS EN
GRACE (millones de MEDIO GRACE (%) b
NOMBRE pardsitos/ml) a

€4 (JALISCO) 63 * 11 27 * 17
EA (MORELOS) 46 + 12 1 + 1
ZACATECAS 48 t 5 22 + 2
CID (OAXACA) 69 * 16 28 + 7
FRV (OAXACA) 47 + 7 15 + 10
NINOA (OAXACA 67 + 17 28 * 6
H1 (YUCATAN) 64 + 15 7 £ 6
H3 (YUCATAN) 52 + 11 22 + 4
H4 (YUCATAN) 37 + 2 5 +7
HS (YUCATAN) 46 t 4 26 * 7
H9 (YUCATAN} 59 £+ 8§ 7+ 5
H10 (YUCATAN) 38 + 6 * 3
HG (YUCATAN) 51 + 8 9 % 4
T (YUCATAN) 48 + 12 16 * 2
Z10 (YUCATAN) S1 9 39 & 10
217 (YUCATAN) 43 = 10 8 * 4
221 (YUCATAN) 84 + 27 41 + 8
CL (BRASIL) 50 + 3 66 + 8
Y (BRASIL) 67 + 13 57 + 7
SILVIO X10 75 2 2%2
(BRASIL)

ESMERALDO 45 t 6 60 * 3
(BRASTL)

PERU 50 + 11 36 £ 10

a. Muestra promadios del dfa mé&ximo de crecimiento + SD.
b. Muestra promedios del dfa méximo de metaciclogénesis + SD.

En los dos casos se efectuaron tres experimentos para cada cepa estudiada. Se
analizaron 17 cepas mexicanas y cinco cepas sudamericanas en sus propledades
de crecimiento y metaciclogénesis en medio Grace.
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TABLA IV. COMPARACION DE METACICLOGENESIS DE T. cruzi EN
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

CEPA MEDIO LIT MEDIO TAUP | MEDIO GRACE

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

c4 5 * 4 4 5 11 27 + 17
NINOA 17 + 11 0 2 %3 28 + 6
Hl 4 5 0 0 7%6
Z21 18 + 20 3% 4 8 t 4 41 + 8
SILVIO 2+ 2 0 1+1 22
X10

La tabla muestra promedios de tres experimentos + SD del dfa méximo de
metaciclogénesis (definida como % de la poblacién que se volvié resistente al
complemento), obtenidos como resultado del cultivo de T, gruzl en distintos

medlos.
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V. 2. induccién de Metaciclogénesis en I. cruzl.

Para la induccién de metaciclogénesis en las cepas mexicanas se probaron los
mismos tres medios ya mencionados con anterioridad y las mismas cinco cepas que
se probaron para la caracterizacién de crecimiento; el medio LIT con dos
concentracionss de Vhemlna 25 y 50 pg/ml; el medio TAUP y el medio Grace. El
primer medio con las dos diferentes concentraciones de hemina, indujo niveles
bajos de metaciclogénesis en la poblacién de parasitos (Tabla V). Al realizar la
comparacién estad(istica entre el medio LIT con las diferentes concentraciones de
hemina, se revelé que efectivamente no habfa diferencias significativas entre los
valores de mataciclogénesis de las cepas. El medio TAUP también indujo
porcentajes bajos de metaciclogénesis {Tabla IV), ya que e! méximo porcentaje
obtenido fue de 8%, para |la cepa Z21. El tercer medio, el medio Grace provecd
mayor metaciclogénesis (Tabla IV} con respecto al medio LIT y TAUP, pues para la
cepa C4 hubo una induccién de metaciclogénesis de 27%, para la cepa Ninoa un
28% y para la cepa Z21 un 41%.

Dado que el mejor inductor de metaciclogénesis fue el medio Grace, se decidié
probar dicho medio con todas las cepas mexicanas de T, cruzi. Las cepas se
agruparon por regiones geogréficas {Tabla iU}, y los resultados demostraron una

gran haterogeneidad. Las cepas del estado de Yucatén (Fig. 6 y Tabla W)
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FIG 6. CINETICA DE METACICLOGENESIS DE CEPAS DE LA PENINSULA DE
YUCATAN, Las cepas fueron cultivadas en medio Grace a 28°C, con un indculo
inicial de § x10° parasitos/ml. La metaciclogénesis se evalué por medio de
resistencia a la lisis por complemento de los tripomastigotes, empleando suero de
cobayo fresco o almacenado a -70°C. Los parasitos se incubaron junto con el
complemento durante 1 h, y se cont6 el ntimero de parésitos que sobrevivieron a
la acclén del complernento, utilizando la cdmara de Neubauer. Las cinéticas de

transformacion se realizaron por triplicado y por conveniencia se graficé solamente
el promedio.
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presentaron una induccién méxima de metaciclogénesls en las cepas 221 y 210,
de 41 y 39% respectivamente; las cepas T, H3, y H5 tuvieron valores de
metaciclogénesis intermedios, es decir de 16 a 26%, mientras que las cepas H1,
H4, H9, H10, HG y 217 mostraron los porcentajes mas bajos de metaciclogénesis,
de5 a 9%; sometiendo los valores de metaciclogénesis obtenidos por las cepas que
més se transformaron y las cepas que menos se transformaron a la prueba
estadistica se encontré que si hay diferenclas significativas {p= 0.001) entre las
cepas de asta regién geogréfica.

Las cepas de.la zona centro (Fig. 7 y Tabla Ill) que abarcan distintos estados
presentaron también valores de metaciclogénesis variables, asf las cepas del estado
de Oaxaca, FRV, CID y Ninoa presentaron porcentajes de metaciclogénesis de 15
al 28%; la cepa del estado de Jalisco, C4, presenté un 27% de metaciclogénesis;
la capa del estaqo de Zacatecas, Zacatecas, present6 un 22% de metaciclogénesis;
la cepa del estado de Morelos, EA, practicamente no se trasformé, ya que tuvo un
porcentaje bajo de metaciclogénesis, de 1%. Al aplicar la prueba estad(stica hubo
diferencias significativas {p = 0.001) entre la cepa que menos se transformd EA y
las cepas que mds se transformaron Zacatecas, CID y Ninoa. Finalmente la
metaciclogénesis en las cepas sudamericanas {Fig.8 y Tabla 1) al igual que en las
cepas mexicanas mostraron diferencias; las cepas con mayores porcentajes de

metaciclogénesis fugron: CL, Y, y la clona Esmeraldo con 66, 57 y 60%



- 60

100

@ o
o o
T T

% DE TRANSFORMACION
s
o
T

20

1} [ 10 18 20
DIAS DE CULTIVO

~ CEPA NInoa(OXA) —CEPA CID(OXA) < CEPA FRV(OXA)
® CEPA C4(JAL)  %CEPA EA(MOR)  +CEPA ZACATECAS

FIG 7. CINETICA DE METACICLOGENESIS DE CEPAS DE LA ZONA CENTRAL DE
MEXICO. Las cepas se cultivaron en medio Grace a 28°C, con un inéculo inicial de
6 x10° parasitos/ml. La metaciclogénesis fue evaluada como se describié en la
fig.6. Los experimentos fueron realizados por triplicado y se graficé sélo el
promedio. ’
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FIG 8. CINETICA DE METAGICLOGENESIS DE CEPAS SUDAMERICANAS. Las
cepas sudamericanas se sometieron a las mismas condiciones que las cepas
mexicanas. Los experimantos se realizaron por triplicado.
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respectivamente, por otro lado la cepa Perd tuvo un 36% de metaciclogénesis,
mientras que la clona Silvio X10 presentd el porcentaje mas bajo de
metaciclogénesis de 2%. El porcentaje de metaciclogénesis de la clona Silvio X10
que manos se transformad comparado con [as cepas que mds se transformaron CL,
Y, Perd y la clona Esmeraldo, resultaron significativamente diferentes (p= 0.001}.
En general las cepas sudamericanas presentaron valores mayares de

metaciclogénesis Jn vitrg que las cepas mexicanas.

IV.3. Infactividad de T, cruz| Sobre Células Fagociticas y no Fagociticas.

La infeccién y virulencla de un parésito puede ser diferente para células
fagociticas y no fagoclticas, y aln para un mismo tipo de célula, pudiendo estar
dadas estas diferencias por la variabilidad de las caracteristicas de las cepas tanto
a nivel morfolégico como genético, ademas de otras caracter/sticas; por otro lado
la fase de crecimiento en que se encuentre la célula hospedera sers importante en

el mayor o menor éxito de penetracién.

Para evaluar la infeccién se emplearon tres cepas de T, gruzi, dos mexicanas 210

y HS, y una sudamericana, CL, Las cepas 210, H5, y CL fueron escogidas por ser
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FIG 9. INFECCION DE MACROFAGOS P388 POR T, cruzi (100X). Se muestra la
infeccién ocasionada por tripomastigotes de la cepa yucateca Z10 a macréfagos
P383 (b}, comparandose con el control sin infectar (a). La evaluacidnde lainfeccién
fue mediante el conteo de células con amastigotes intracelulares (flechas -}, Se
empleé tincion de May Grunwald-Giemsa.



FIG 10. INFECCION DE CELULAS VERO POR T, gruzi {100X). Se muestra la
infeccién ocasionada por tripomastigotes de la cepa yucateca Z10 a células Vero
{b), comparandose con el control sin infectar (a). La evaluacién de la infeccién fue
medianta el conteo de células con amastigotes intracelulares (flechas -+). Se empleé
tincién de May Grunwald-Giemsa.
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TABLA V. COMPARACION DEL PODER INFECTIVO DE DISTINTAS
CEPAS DE T. cruzi EN DIFERENTES LINEAS CELULARES.

CEPA DE LINEA DE % DE INFECCION | NUMERQ DE
L. cruzi CELULAS CELULAR a AMASTIGOTES/
INFECTADAS 100 CELULAS b
- 210 60 + 13 337 + 33
CL P388 44 + 18 353 + 124
HE 17 £ 4 193 + 17 -
Z10 83 + 1 483 + 56
CL VERO 69 + 5 333 + 72
HS 15 + 4 146 + 15

En esta tabla se muestra el % de células infectadas (a) con tripomastigotes de
tres cepas de Y, cruzl, después de 5 h postinfeccién, determindndose mediante el
conteo de células con amastigotes intracelulares. Ef niimero de amastigotes {b) de
la cepas Z10, H5 y CL, se cuantificé por cada 100 células P388 y Vero infectadas.



las cepas que presentaron los valores més altos de metaciclogénesis. Las células

que se usaron para la infeccién fueron la Ilnea de macréfagos P388 vy la linea de

células epitelialas, Vero. Al poner a cultivar las células fagociticas, linea de .

macr6fagos P388 (Fig. 9a) y las células no fagociticas, Vero {Fig. 10a) con las
distintas cepas de T, gruzi, se observé un mayor porcentaje de infeccién tanto de
células P388 como de células Vero (Fig. 9b y 10b) por la cepa Z10; la cepa H5 que
presentd un bajo porcentaje de metaciclogénesis (con respectoa Z10 y CL), Infecté
a menor cantidad de células, tanto de la lfnea P388 como de las células Vero. Sin
embargo estadlsticamente, al comparar el poder infectivo de las cepas sobre los
macréfagos (Tabla V) se encontré que Solamente presentaron diferencias
significativas, la cepa H5 con respacto a la cepa Z10 (p= 0.01}; en tanto que en
células Vero (Tabla V), la cepa H5 fue diferente con respectoa Z10y CL, y a su
vez estas Ultimas cepas también fueron diferentes en su capacidad infactiva (p=
0.001). Al comparar los porcentajes de Infeccién de las mismas cepas, con las
distintas lineas celulares se encontraron diferencias significativas (p= 0.001) en la
cepa 210, infectando mejor a las células Vero que a los macréfagos P388. De
estos resuitados se pudo observar también que el poder infectivo de las cepas
mexicanas analizadas pudo igualar o superar al poder infective de la cepa
sudamericana [n vitrg. El nimero de amastigotes (Tabla V) intracelulares fue

proporcional al poder infectivo de la cepa utilizada; observandose ademds que la
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cepa 210 se reproduce mejor dentro células Vero a diferencia de las cepas CL y HS.

IV.4, Virulencia da T, cruzl Sobre Células Fagoclticas y no Fagociticas.

Para determinar virulencia, se contd con 12 cepas de I, gruzl; ocho cepas
mexicanas pertenacientes a la peninsula de Yucatén y zona central, y cuatro cepas
sudamericanas que se tomaron de referencla para evaluar el poder virulento sobre
la Ilnea P388 vy la Iinea Vero. Se estudiaron estas cepas de . cruzi por ser las
cepas que presentaron los porcentajes m3s altos de metaciclogénesis, La evaluacién
de virulencia o muerte celular se realizé mediante el ensayo colorimétrico que mide
la liberacién de la enzima hexosaminidasa en células vivas y por diferencia en la
fectura con respecto z; células control no infectadas, se infirié el porcentaje de
células muertas a diferentes tiempos postinfeccién 5 y 24 h. Las cepas mostraron
diferentes capacidades de virulancia {Tabla Vi) sobre las dos lineas celulares va que
los macréfagos resultaron ser més sensibles al pardsito, pues a las 6 h
postinfeccién, los valores de muerte de los macréfagos P388 fueron més 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 T. cruzi "IN
VITRO",

CEPA DE LINEA 5h 24 h
. erusi CELULAR POSTINFECCION POSTINFECCION
c4 68 + 6  * 69 + 13
ZACATECAS 39 + 9 63 & 11
cID 41 £ 21 * 39 + 18
NINOA 43 + 24 43 + 54
H3 60 + * 67 + 8
H5 rass 64 £ 7 * 64 + 13
210 27 % 11 10 & 2
721 59 £ 6 % 58 + 13
cL 35 + 12 35 + 25
¥ 17 + 16 15 + 3
ESMERALDO 70 £ 5 % 76 & 15
PERU 36 + 15 36 + 19
c4 23 £8  * 34 £ 20
ZACATECAS 205 28 + 14
CID 7 %3 * 20 + 13
NINOA 8 + 15 11 + 21
H3 18t 5 21 % 17
H5 VERO 18+ 5 * 28 + 14
z10 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 el % de muerte {promedios de tres experimentos =+ 50 de
diferentes lineas celulares por T. crugl, evaluado por un método colorimétrico que
cuantificé el contenido de hexosaminidasa en células vivas (lactura a 405 nm). Por
1a diferencia de la lactura 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 T, cruzi.
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confirmadas al aplicar la prueba estadistica, comparando la virulencia de la misma
cepa de Y. cruzi en las dos lineas (P388 y Vero), ya que hubo diferencias
significativas (* p= 0.001} en las cepas C4, Zacatecas, ‘Esmeraldo, pues
destruyeron al doble de macréfagos que de células Vero; en tanto que las cepas
H3, H5, Z21, causaronja muerte de tres veces mas macréfagos con respecto a las
células Vero. También se observé que la virulencia de las cepas de T, cruzi sobre

las células P388 y Vero, a las 24 h postinfeccién se conservé.
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V. DISCUSION.

Los resultados obtenidos al evaluar las caracterfsticas biol6gicas de crecimiento,
metaciclogénesis, infectividad y virulencia de las cepas mexicanas de Y. cruzl in
vitrg mostraron grandes diferencias entre las distintas cepas mexicanas. El
crecimiento de las cepas cultivadas en los diferentes medios presenté varlaciones
en cuanto al nimero de pardsitos/ml, El medio LIT suplementado con 25 ug de
hemina/ml! {concentracién de uso normal en cultive), parmitié el crecimiento del
es_tadlo replicativo, epimastigote, de las cinco cepas analizadas. Sin embargo, al
aumentar la concentracién de hemina a 50 ug/mi, no se observé ningun efecto en
el cracimiento ni en lainduccién de metaciclogénesis, difirlendo 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 replicacién celular y metaciclogénesis,
es decir a mayor concentracién de hemina mayor induccién de crecimiento y
metaciclogénesis, Las concentraciones de hemina usadas por Arévalos y
colaboradores fueron de O a 20 ¢g de hemina/ml, con la concentracién mas alta de
hemina se obtuvo una induccién de metaciclogénesis de alradedor del 80% en la

cepa sudamericana AWP. Por otro lado, Vargas en 1992, mostré un aumento en
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la induccién dg crecimiento y metaciclogénesis en dos cepas mexicanas, C4 y H4.
El valor miximo de metaciclogénesis para la cepa C4 fue de 47%, con la
concentracién de 50 ug de hemlna/ml. En cambio, en el presente estudio la cepa
C4, sélo mostré un 4% de metaciclogénesis, £sta diferencia en resultados se puede
deber a que la fuente de complemento empleada para evaluar la transformacién fue
distinta en los dos estudios. En e! estudio de Vargas se utiliz6 suero humano y en
el presente trabajo se empleé suero de cobayo. De estas observaciones se -
desprande que, al igual qua se ha visto en cepas sudamericanas, no todas las cepas
mexicanas responden igual a los diferentes estimulos.

El medio TAUP, tampoco Indujo metaciclogénesis en las cepas mexicanas. Esto
a pesar de que Contreras y colaboradores {1985}, Homsy, Granger y Krassner
(1989}, y Krassner y colaboradores (1990 y 1991} han reportade que este medio
provoca la transformacién a tripomastigote en . cruzl. La induccién también
dependi6é de la cepa de que se tratase pues Contreras y colaboradores (1985),
obtuvieron una induccién de metaciclogénesis de 4 a 87% al cultivar diferentes
cepas en medio TAUP, dichos valores se incrementaron al hacer pases de los
pardsitos por diferentes medios, es decir al pasar los pardsitos de medio TAUP a
medio LIT, para después ser cultivados nuevamente en medio TAUP. Enlos trabajos
reportados por Homsy, Grangar\y Krassner {1989) y Krassner y colaboradores

{1990 y 1991) utilizaron el mismo medio pero modificaron las condiciones de
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cultivo de los parésitos, ya que gasearon los cultivos con 5% de co;, lo que
aumentd los porcentajes de metaciclogénesis en los parasitos. A pesar de estas
observaciones, se encontré que las cepas mexicanas cultivadas en medio TAUP,
no responden al estimulo de estrés nutricional ni al aminodcido L-prolina, aunque
en este caso no se gasearon los cultivos ni sa cultivaron de nueva cuenta en medio
TAUP. Se puede sugerir que los resultados observados en la presente tesis, se
daebieron al tipo de cepas que fueron cultivadas en tal medio y no a las condiciones
de cultivo. Esto se confirmé al emplear el medio Grace, el cual mostré una mayor
capacidad de induccién de metaciclogénesis, pero un menor soporte de crecimliento
comparado con el medio LIT, Esto ditimo, resuita l6gico, ya que el medio Grace
indujo la transformacién a tripomastigotes (forma no replicativa), por io cual bajan
los niveles de crecimiento. Por otra fado, el crecimiento de las diferentes cepas en
medio Grace, no mostré grandes diferencias, ya que (nicamente se presentaron
variaciones entre la cepas yucateca, H4 que fue la cepa que crecié menos, con
respecto a las cepas que crecieron mds H5, H9, HG y 221; en tanto que en las
cepas sudamaricanas, sélo fue diferente la clona Silvio X10 que present6 el valor
mds alto de crecimiento, con respecto a las cepas que crecieron menos, CL, Part
y la clona Esmeraldo.

Como se ha visto el medio Grace fue el mejor inductor de metaciclogénesis, sin

embargo no se sabe a través de que mecanismo se activa tal fenémeno. Este medio
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es mas completo que los medios LIT y TAUP, esté constituido por sales orgéanicas,
vitaminas, y aminoécidos, incluyendo a la L-prolina que se piensa interviene como
fuente de energla necesaria para la metaciclogénesis. Su férmula semeja a la
hemolinfa del insecto Anthqraga augalypti (Grace, 1962) y se ha usado en el cultivo
de tejidos de Insecto, quiz4 estos constituyentes puedan disparar algiin mecanismo
que logre Inducir el fénomeno de metaciclogénesis. De estas observaciones se
puede pensar gue ademds de los posibles factores inductores de metaciclogénesis
en los medios probados, las caracteristicas propias de cada cepa tisnen mucho que
ver, pues no obstante que el medio Grace mostré ser un buen inductor de
metaciclogénesis no todas las cepas respondieron de la misma manera,
encontrdndose mayor induccién de metaciclogénesis en las cepas yucatecas Z10
y Z21 con un 39 y 41% respectivamente, y una menor induccién en las cepas H1,
H3, H9, H10, HG y Z17 con valores de § a 9%. En contraste, las cepas de la zona
central tuvieron valores intermedios de metaciclogénesis con respecto a las cepas
yucatecas que mas se transformaron, asf las cepas C4, Zacatecas, CID, FRV y
Ninoa presentaron valores de 15 a 28% de metaciclogénesis, s6lo la cepa EA del
estado de Morelos presentd un 1% de metaciclogénesis, siendo |a (nica cepa que
no s8 comportd como las restantes. Las cepas sudamericanas tuvieron los valores
maés altos de metaciclogénesls, que fueron de 36 a 66%. Las variaciones que se

presentaron en el féhomeno de metaciclogénesis no parecen estar dadas por el



74

origen del hospedero, sino por causas multifactoriales, entre ellas la variabilidad
genética. En el estudio realizado por Zavala-Castro, Velasco-Castre]én y Hernandez
{1892) en donde se estudiaron estas mismas cepas, se observaron diferenclas
genéticas entre cada cepa. La comparacién se hizo a nivel de fragmentos de la
regién espacladora del rRNA ribosomal de I, cruzi y por el patr6n de corte de la
enzima Hinf | del DNA total. Este estudio demostré que las cepas mexicanas podfan
agruparse de acuerdo a la regién geografica de la que procedfan, presentando un
- patrén caracterlstico. Sin embargo, nuestros datos de metaciclogénesls difieren de
los anteriores, ya que el grupo de Yucatén que en el estudio antes mencionado
mostré caracteristicas comunes entre las cepas de la zona, en nuestro estudio
presenté una gama amplia de capacidad de rﬁetaclclogénesls. El grupo de la reglén
Central de México fue mas homogéneo coincidiendo con lo observado por Zavala-
Castro, Velasco-Castrején y Herndndez (1992), exceptuando la cepa EA. El grupo
de cepas sudamericanas también fue homogéneo, sélo la clona Skivio X10, mostré
diferencias, tanto en el patrén de restriccién, como en fa Induccién de
metaciciogénesis. .
Otras caracteristicas biolégicas Importantes para caracterizar a las cepas es la
infeccién a células, que en el presente trabajo se evalu6 por abservacién al

microscoplo. La infecci6n de las células fagociticas (P388) y células no fagoclticas
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(Vero) por I. cruzl se evalud después de haber estado en contacto parésitos y
células por eé@?clo de 48 h. Este tiempo de co-cultivo se puede considerar largo,
si s6 compara con los tiempos generalmente usados, es decir de 1 a 5 h {Williams
y Remington, 1977; Alcina y Fresno, 1987 a y b; Wirth vy éol., 1985; Yakubu,
Basso y Kierszembaum, 1992; Yakubu, Majumder y Kierzembaum, 1993). En este
trabajo fue necesario co-cultivar por 48 h, ya que en tiempos de co-cultivo menores
{4, 12 y 24 h) no fue posible observar infeccion. Periddos mds largos de incubaci6n
fueron reportados por Kipnis, Galich y Da Silva (1979), qulenas observaron mayores
valores de lnfeccléﬁ a macréfagos peritoneales de ratén, si el tiempo de cantacto
se incrementa a 24 h. Sanderson, Thomas y Twomey (1980) emplearon 48 h de
interaccién, utilizando cepas sudamericanas (Esmeraldo y Peri) parainfectar la llnea
celular MRCS {humana) y obtener tripomastigotes. Los resultados del presente
trabajo demuastran que los tripomastigotes obtenidos a partir de la induccién de
metacicogénesis _in vitro, mediante el medio Grace, fueron realmente infectivos
tanto en células fagociticas como en no fagaciticas, eyaluandose tanto la infeccion
.en el momento en que se habfan diferenciado de la fase de tripomastigotes a
amastigotes intracelulares, asf como la replicacién que ocasiond la lisis celular.
También se observé que la infeccidn por T, gruzl in vitro difiere de acuerdo a la
' célula que va a invadir, pues la infeccién pc;r la cepa Z10, fue mayor para las

células epiteliales Vero {83%) que para los macréfagos P388 (60%). Una situacién
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parecida se observ6 con la cepa brasileiia CL. Es importante hacer notar>que, al
menos n vitro la cepa Z10 fue igual de infectiva que la cepa CL, lo cual indica que
algunas cepas mexicanas se puedan cqnsldorar, en cuanto a su poder infectivo In
vitra, semejantes a las cepas sudamericanas.

La virulencla, definida en el actual trabajo como la capacidad para destruir
células, fue evaluada por un método enzimético para cada una de las cepas
mex!canas. La virulencia de las cepas probadas también fue variable tanto en cepas
mexicanas como en cepas sudamericanas, sin embargo se observé que, en general
las cepas fueron mas virulentas para los macréfagos P388 que para células Vero,
evaluada la virulencia a las 5 y 24 h postinfeccién. Estas obsarvaciones no se
correlacionaron con los datos obtenidos de infeccién de las mismas cepas, lo que
hace suponar que en el fenémeno de virulencia intervienan otros factores diferentes
del poder infectante de la cepa. De ésto, se desprende que el ensayo de
cuantificacion de !a liberacién de la enzima Hexosamlﬁldasa no podré revelar que
tan infectivas son las cepas a menos que sea evaluada a la par la lnféccldn por
medio de tincién y de conteo de amastigotes intracelulares, asi como de parésitos
en el medio, como lo han realizado Alcina y Fresno (1987), para después
corretacionarfo con los valores.de Hexosaminidasa, sin embargo este punto también

va a dependet de la cepa de que se trate.
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En resumen'el presente trabajo revelé heterogeneidad entre todas las cepas
analizadas, lo cual coinclde con las observaciones de heterogenseidad presentadas
en otros estudios. Los trabajos realizados por Tibayrenc y Ayala {1988), en donde
se hace el andlisis de diferentes aislados de T. cruzl a nivel de perfiles
isoenzimaticos, revelaron variabilldad a nivel genético. Con estos hallazgos se
confirma la hipotésis propuesta por ellos mismos acerca de que T. gruzi divergiéy
evolucioné independientemente a partir de mdultiples clones. Tales resultados, asf
como los obtenidos en el presente estudio en donde se caracterizaron las
propiedades biolégicas de crecimiento, metaciclogénesis, Infectividad y virulencia,
tienen correspondencia con otras propiedades que revelaron también
heterogeneidad como son los estudios realizados en cepas sudamericanas de T,
cruzi con respecto al contenido de DNA (Dvorak, 1984); a la digestién del DNA del
cinetoplasto por enzimas de restriccién {citado en Snary, 1985); reconocimiento por
anticuerpos monoclonales (Giovanni-De-Simone y col.,, 1987); cinética de
crecimiento (Dvorak, Hartman y Miles, 1880), tropismo hacia determinado tejido,
Infectividad, patogenicidad {Giovanni-De-Simone y col.,1987}; y a nivel genético,
como se ha mencionado al comparar las observaciones en cepas mexicanas
realizadas por Zavala-Castro, Velasco-Castrejon y Herndndez {1992) y en el

presente trabajo.
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Se puede especular que la enfermedad de Chagas en México presenta
caracterfsticas diferantes a la enfermedad en otras partes de latinoamerica,
probablemente debido al polimorfismo a nivel genético que se refleja en el

comportamiento biol6gico de Ias cepas de . cruzi.

Finalmente es importante hacer notar que este trabajo constituye el primer paso
para reallzar la caracterizacidn in vivo de las diferentes cepas mexicanas de T, cruzi.
Asimismo, los resultados aqul reportados permitirdn caracterizar los mecanismos

de interaccién de este parasito con diferentes células hospederas [n vitrg.
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VI. CONCLUSIONES.

- El crecimiento de las diferentes cepas de T, cruzl no se vié afectado por un
Incremento en la concentracién de hemina (50 ug/mi} en el medio LIT, ya que no

hubo diferencias con la concentracion de uso normal (25 wg/mi).

- El medio LIT con sus dos diferentes concentraciones de hemina mostré ser el

mejor medio que soporta la replicacién celular de T, cruzl.

- La férmula del medio empleado en el cultivo de las diferentes cepas influyé de
manera importante en la induccién de metaciclogénesis. El medio Grace resultd ser
un buen inductor de transformacién a tripomastigote, a diferencia del medio LIT y
TAUP, los cuales no indujeron tal fenémeno. También se pudo notar que las cepas
de Y. ctyzi no responden de igual manera al cultivo en medio Grace, ya que sa
encontraron diferentes fndices de metaciclogénesis. Los niveles mas altos de
transformacién se presentaron en las cepas sudamericanas y en dos cepas

yucatecas, mientras que en las restantes cepas los niveles fueron més bajos.

TR
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- La Infeccién por cepas mexicanas y sudamericanas de T, cruzi fue mayor en

células no fagoclticas que en células fagociticas.

- También la virulencia de las cepas fue mayor para células fagoclticas que para

célufas epiteliales.

- Se revelS heterogeneidad en las caracterfsticas de metaciclogénesis, Infectivldaci
y virulencia entre las cepas mexicanas. También se observararon diferencias en
cuanto a la trasformacién de las cepas mexicanas con respecto a las cepas
sudamericanas de referencia. Tales observaciones coincidieron con el andlisis del

DNA reportado con anterioridad para las mismas cepas.
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APENDICE I

Medios de cultivo para Yrypanosoma cruzl.

A} Medio LIT.

Composicién:

- Cloruro de Sodio (NaCl} 4.0 g.

- Cloruro de Potaslia {KCl) 0.4 g.

- Fostato dibasico de sodio {Na,HPO,) 8.0g.

- Glucosa {o dextrosa} 2.09.

~ Triptosa {DIFCQ, mim de cat. 0124-01-0} 5.04g.

- Infusién de Caldo de Higado (DIFCO, num. cat. 5.04g.

0269-17-7).

- Hemina® (SIGMA, ndm de cat.H-2250) 25.0 mg.
- Suero Fetal de Bovino ** 100 ml.

{GIBCO, nim de cat, 200-614AJ)
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* Se pesan 0.25 g de hemina y se disuelven en 5ml de trletanol amina (SIGMA,

num de cat.T-1377) (Se mantlene a 4°C y en oscuridad},

** El SFB, se inactiva a 56°C durante 30 min.

Modo de preparacién:

Todos 1os componentes del medio, excepto el SFB y la hemina se disolvieron
en 1000 m! de agua bidestilada, ajustdndose después el pH a 7.2, enseguida se
esteriliza en autoclave @ 120°C y a una presién de 1 atmdsfera durante 20 min.
Después se le somete a8 una prueba de esterilidad, dejandose a temperatura
ambiente durante un periodo minimo de tres dfas y en oscuridad; al término de
este periodo se complementa con la hemina, tomdndose 50 ul por cada 100 ml
de medio a complementar {(quedando a una concentracién de 25 yg de hemina/ml)
y con el 10% de SFB inactivado. Previo a su uso se realiza la misma prueba de

esterilidad ya menclonada.
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B8) Medio TAUP.

Composicién:
- Cloruro de Sodio {NacCl) 1.11g.
- Cloruro da Potasio {KCl) 1.26 g.
- Cloruro de Calcio {CaCl,) 0.22 g.
- Cloruro de Magnesio (MgCI,} 0.40 g.

Buffer de Fosfatos:
- Fosfato Monobésico (NaH,P0,.2H,0) 1.10 g,
y dibésico {(Na,HPO,) de sodio 113 g.

Modo de preparacién:

El medio TAUP se prepara pesando los componentes anterlores y disolviendolos
en un litro de buffer de fosfatos, (preparado con agua destilada), después se
esteriliza con un filtro de 22 um de poro y enseguida se le deja tres dias a

temperatura amblente como prueba de esterilidad, transcurrido este tiempo, cada
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100 m! de medio se suplementa con 2.5% (v/v} de una soluci6n al 1.4 % de

carbonato de sodio (NaHCO,), 500 unidades de penicilina/m! y 10 mM de

L-Prolina.

" €} Medio Grace.

El medio Grace se encuentra disponible comercialmente, para los distintos
éxperimamos se empled el de la marca GIBCO, nim de cat.440-1300EL; para su
preparacién se pesan 46.269 y después se afora a un litro con agua bidestilada,
y una vez disuelto se ajusta el pH a 7.2 con HCl o NaOH 2N. Enseguida se
prefiltra con un flltro Whatman del nimero 1 y se esteriliza por filtracién
empleando un filtro con poro de 22 um. Finalmente se complementa con 10%

de SFB inactivado,
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APENDICEN.

A) Preparacién del colorante Giemsa.

Solucién madre: para su preparacién se pesan 0.75 g de colorante Giemsa
{SIGMA, num de cat G9641 ) y se disuelven en 65 ml de metano! absoluto y 35
ml de gllcerlna pura, Una vez preparado el coforante se filtra con papel! filtro

Whatman del nimero 1 y se guarda en frasco ambar bien tapado.

Soluclén de trabajo: esta solucién se prepara diluyendo Sml de solucién madre
de Giemsa en 45 ml de buffer de fosfatos. El buffer de fosfatos se prepara con
1.14 g de fosfato monobésico de sadio {(Na,HPO,) y 0.49g de fosfato dibésico de
potasio {KH,PO,), a pH de 7.2 ajustado con HCl o NaOH 1N, para después

aforarse a 1 1 con agua destilada.
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