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ANTECEDENTES

I. IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA.

La enfermedad de chagas es uno de los padecimientos mas importantes en
Ameérica Latina. De acuerdo con los reportes de la Organizacién Mundial de ia Salud
(OMS]), existen alrededor de 16 a 18 millones de personas infectadas en el continente
y 70 millones se encuentran en riesgo de infeccion.! En México, las tres cuartas partes
del pais son consideradas zonas endémicas con base en los resultados de las
encuestas seroepidemioldgicas realizadas a la fecha? Se calcula que hay
aproximadamente tres millones de individuos infectados. Los estados reportados con
mayor nimero de casos son Sonora, Oaxaca, Veracruz, Estado de México, Nayarit,

Sinaloa, Jalisco, Yucatan, Guerrero, Michoacan, Zacatecas, Chiapas y Morelos. *

(fig. 1).

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas, es un
protozoario flagelado, en su cicle bioldgico se encuentran involucrados mamiferos
incluyendo ei hombre y a otros que se comportan como reservorios y chinches
hematéfagos denominados triatéminos que actdan como transmisores del parasito. En
el humano, la localizacion mas frecuente del parasito es en el bazo, higado, ganglios
linfaticos, cerebro y muisculo y los érganos més afectados son el corazdn, eséfago,

colon y en general las visceras huecas. *



(ESTADOS CON CASOS POSITIVOS)

Fuentes Diversas

* Seroldégicamente.
M Serolégicay Parasitologicamente.

Fig. 1 Distribucién de la Enfermedad de Chagas
En México. (Tomado de Velasco, 1986)



Las personas infectadas por T. cruzi cursan por tres etapas: aguda, de
latencia o indeterminada y crénica. Cuando la fase aguda es sintomatica se presenta
fiebre elevada intermitente, hepatoesplenomegalia, crecimientoc de ganglios linfaticos y
mas comunmente un signo de puerta de entrada llamado chagoma de inoculacién que
habitualmente se produce en el sito de la picadura y el signo de Romana, que es un
edema bipalpebral, unilateral indurado de color violdceo, esta fase dura de 2 a 4
meses. La etapa indeterminada suele durar de 10 a 20 afios, en ella no se presenta
sintomatologia aunque el infectado es seropositivo. Entre un 60 a 70 % de los
infectados no van a padecer la enfermedad mientras que ios restantes pasan a la fase
cronica que se caracteriza por miocarditis, insuficiencia cardiaca progresiva, mega

visceras principaimente digestivas y muerte stbita. *°



2. BIOLOGIA DEL PARASITO

T. cruzi es un organismo gue presenta diferentes fases a lo largo de su ciclo
biolégico. La dentificacion de éstas se basa en criterios morfologicos, como es la
posicidn, respecto al nlcleo, de una estructura denominada cinetoplasto y el lugar de
donde emerge el flagelo. 7 Los tres principales estadios son denominados

tripomastigote, epimastigote y amastigote.

2.1 FASES DE T. cruzi

a) El tripomastigote mide aproximadamente 20 pm de largo y 2 pm de ancho, esta
constituide por un cinetoplasto que se localiza en el extremo posterior del
protozoario; de aqui surge un flagelo que forma una membrana ondulante a lo largo
de todo el parasito. T Este estadio no se multiplica, pero es la forma infectante

(tripomastigote metaciclico} y se le encuentra tanto en la sangre de los mamiferos

como en el intestino posterior de los triatéminecs.

parabasal

Fig. 2 Representacion de la ultraestructura de un tripomastigote de T. cruzi K
cinetoplasto, M mitocondria, G aparato de Golgi, N nlcleo, RE reticulo
endopasmico, Mt microtibulos subpeculiares, F flagelo.

(Tomado de Wyler, 1993)



b) En etapa de epimastigote el parasito mide 20-25 um de largo, el cinetoplasto se
encuentra localizado sobre el niicleo, tiene una pequefia membrana ondulante y un

ftagelo libre. Esta fase se encuentra en los medios de cultivo y en el intestino medio

de los triatéminos; en este estadio el parasito se reproduce extracelularmente.’

(figura 3}

Fig. 3 Representacion de la ultraestructura de Epimastigote de T .cruzi C cinetoplasto N
nicleo, F flagelo. M. mitocondria:
(Tomado de Wyler, 1993)

c) El amastigote es una estructura ovoide que mide 2-86 um de diametro en la que se
observa un axonema en lugar de un flagelo ademas del cinetoplasto y el nucleo; se

multiplica intracelutarmente por fision binaria. (figura 4)

Fig. 4 Representacion de la ultraestuctura de Amastigote de 7. cruzi
K cinetoplasto, N niicteo y BF bolsa flagelar (axonema)

{Tomado de Wyler, 1993)



2.2 CICLO BICLOGICO

Los triatdbminos se infectan con el protozoario cuando pican un huésped
vertebrado con tripomastigotes en la sangre; éstos pasan al intestino medio del
insecto donde se transforman a epimastigotes y se mulfiplican activamente por fision
binaria longitudinal; 2 transcurrido un periodo que oscila entre diez a treinta dias, los
parasitos se localizan en el intestino posterior en donde se convierten en
tripomastigotes metaciclicos, formas infectantes para el huésped vertebrado. Cuando
el transmisor se alimenta de un mamifero no infectado, junto con sus deyecciones
elimina al parasito, el cual penetra por la piel o mucosas o por el orificio que deja la
picadura. Una vez dentro, el parésito infecta las células adyacentes al sitio de entrada y
en el citoplasma de aquellas se transforma en fase de amastigote, el cual se divide por
fisién binaria durante repetidas ocasiones cuyo movimiento activo ocasiona la lisis de la
célula huésped para liberarse e infectar otras células adyacentes, o bien se dirigen por
circulacién sanguinea a otros organos, principaimente aguellos con tejido muscular.
Los parasitos presentes en este huésped con parasitemia infectan a triatominos

cuando éstos se alimentan de aquél. " #1411



Los tripomastigotes
. penetran através de la

Ciclo dentro de herida, la mucosa o la piel

ta chinche

Tripomastigote

Tripomastigote en
sangre periferica

Infeccidon en &l
insacto

PATOLOGIA

Cardiomegalia
con ancurisma

"/ Amastigotes
” en tejido

Fig. 5 Ciclo de vida de T. cruzi (Tomado de Katz, 1988)



3. HETEROGENEIDAD DE T cruzi

Uno de los problemas que no se ha podido explicar claramente en la
enfermedad de Chagas, es la variabilidad en las manifestaciones clinicas que se
presenta en la poblacién infectada, que va desde la asintomatologia hasta la muerte.
Para explicar la diversidad, Lambrecht postul6 fa premisa de gue en la naturaleza el
agente causal puede estar constituido por subpoblaciones genéticamente

heterogéneas que ademas difieren en virulencia y por tanto modulan el proceso de la

enfermedad %1%,

Los diferentes ambientes en gue se encuentra una poblacion de 7. cruzi dan
origen a selectividad de subpoblaciones que Ia constituyen, cuando se adaptan a un
medio especifico. Actualmente esta demostrado que la heterogeneidad del protozoario
se presenta inter e intrapoblacional mediante diversas técnicas: patrones
isoenzimaticos, esquizodémicos, antigénicos, contenido total de DNA, crecimiento en

medios de cultivos y patogenicidad en raton. *+1%16171



3.1 Variaciones Inter e Intra Cepas

Las poblaciones de T. cruzi reciben diferentes nombres dependiendo de su
origen, se les denomina "aislados” cuando se han obtenido a partir de un huésped o

transmisor y que adn no han sido caracterizadas;'** "cepa" cuando se refiere a una

poblacién homogénea que posee un grupo de caracteristicas definidas;** "stock" a
una poblacién que se ha guardado en un laboratorioc mediante su mantenimiento en

14A v “clona” a la poblacién que proviene

animales experimentales o medios de cuiltivo;
de una célula con caracteristicas genéticas idénticas transmitidas a su

descendencia.'®®

Un ejemplo de estudios que demuestran variabilidad tanto intra como
interpoblacional es el de Engman y cols. (1987), en el que al trabajar con dos cepas
obtenidas de distintas zonas geograficas (Miranda y Silvio - X10), observaran que
presentaban diferente patrén de cariotipos obtenidos mediante electroforesis de
alternacion de campo ortogal (OFAGE) y a su vez los patrones de las clonas
pertenecientes a cada una de las dos cepas presentaban diferencias 13 Otro estudio
es el de Lima y cols. en que a partir de una cepa altamente infectiva (CL), obtienen una
clona (CL - 14), la cual no produce parasitemia ni mortalidad en ratones, a diferencia

de la cepa completa que produce parasitemia y significativa mortalidad *°.

10



3.2 Variabilidad en aislados mexicanos de T. cruzi.

En la Republica Mexicana se han efectuado estudios de [aboratorio sobre el
comportamiento de diversas cepas de T. cruzi aisladas de diferentes regiones del
pais. Con algunas de ellas se han realizado estudios experimentales infectando
ratones en los que se ha determinado las parasitemias que producen y el tropismo
que desarrollan hacia diversos tefidos y 6rganos, asi como el dafio provocado en ellos.
Estos trabajos fueron realizados inicialmente por Mazzotli, Tay y Pérez Reyes. Los
resultados con dichas observaciones ponen de manifiesto fas variaciones que se
observan entre las diversas cepas que han sido aisladas ***'. Tay, trabajando con seis
aislados obtenidos de distintas zonas, cinco de ellos a partir de triatéminos y uno de un
caso humano, demuestra que existe variabilidad in vivo entre ellas y que la cepa
"Jojutla”, aislada del humano, fue la que mostré mayor virulencia observada por las
parasitemias presentadas en el ratén y la invasion de érganos por la presencia de

nidos de amastigotes. **

En 1978, Salazar y cols. (1978), durante un estudio epidemiologico schre
enfermedad de Chagas en Jalisco, aislaron cuatro cepas de T. cruzi. Una de ellas se
aisl6 de un caso humano y las otras tres a partir de las deyecciones de ejemplares de
Triatoma barberi. Con las cuatro cepas se determind la parasitemia que se produce en
el ratén asi como su patogenicidad e invasion tisular. La cepa que presentd mayor
virulencia fue la aislada del humano, seguida de una obtenida del transmisor en la

misma localidad donde se presenté el caso humano®.

11



3.3 Comportamiento Biolégico in vivo e in vitro

Las diferencias en el comportamiento in vivo e in vitro han sido reportadas por
diversos autores, la variabilidad interclonal es evidente en estudios con ratones
infectados, demostrando diferentes curvas de parasitemia y montalidad ocasionadas
por T. cruzi 24 Bice, Zeledén y cols. (1970), trabajando con cinco cepas de T. cruzi
aisladas de Costa Rica provenientes de diversos huéspedes y vectores, comparan la
infectividad y el histotropismo. Las cinco cepas mostraron variaciones en el grado de
parasitemia y nUmero de nidos de amastigotes producidos; todas las cepas fueron
miotrépicas pero mostraron diferencias en la invasion a diferentes tejidos. % Otros
estudios in vifro también demuestran heterogeneidad respecto al tiempoe de generacion
y por tanto velocidad de crecimiento en el medio de cultivo LIT entre distintas cepas y

aln con distintas clonas de la misma cepa. **

12



3.4 PATRONES MOLECULARES

En los tltimos 20 afios se han realizado estudios a cerca de las caracteristicas
moleculares de T. cruzi entre estos se encuentran las caracterizaciones con
isoenzimas que son moléculas que difieren estructuralmente pero presentan las
mismas propiedades cataliticas de una enzima, por lo que se pueden identificar
electroforéticamente gracias a sus diferentes pesos moleculares; a este respecto se

han caracterizado poblaciones de T. cruzi mostrando distintos patrones isoenzimaticos

denominados zimogramas.

Miles y cols. (1977), por medio de andlisis isoenzimaticos, identificaron por
primera vez varios aislados brasilefios agrupandolos de acuerdo a sus ciclos de
transmisién en zimodemo 1 (Z:) si provienen del ciclo silvestre, o zimodemo 2 (Z;}) si es
doméstico. Estos resultados apoyaron fuertemente la necesidad de caracterizar
bioquimicamente a T. cruzi con el fin de diferenciar cepas del parasito
morfolégicamente indistinguibles. Un tercer grupo fue identificado en Brasil como
zimodemo 3 (Zs) el cual fue relacionado con los ciclos silvestre y domeéstico. 7 Los
parasitos de cualquiera de estos tres zimodemos pueden infectar al hombre aunque Z3
se ha encontrado en raras ocasiones. No se ha visto una clara relacion de la patologia
de la enfermedad con el zimodemo del parasito, y una de las explicaciones es que se
pueden encontrar en el mismo paciente mezclas de Ipoblaciones con varios
zimodemos. Posteriormente se demostraron poblaciones pertenecientes a distintos

zimodemos. Actuaimente se han encontrado mas de 30 distintos.

13



A nivel de contenido total de DNA se ha visto que se presenta variabilidad del
genoma entre las diferentes cepas y sus respectivas clonas. 238 £ contenido de DNA,
determinado por diversas técnicas, tiene un rango de 125 a 280 fg por célula para
varias cepas de T. cruzi, incluyendo el DNA de! cinetoplasto (kDNA), el cual contribuye
en 16 a 30 % del contenido total de DNA en la célula. ** Respecto al kDNA, Morel y
cols. (1980), observaron diferencias en clonas y stocks de 7. cruzi cuando aquél se
cortd con enzimas de restriccion; los patrones obtenidos fes permitio agrupar a las
poblaciones de pardsitos en esquizodemos, definiendo a éste como secuencias de
DNA cortadas con enzimas de restriccién separadas electroforéticamente. * La
identificacion de ia distribucion geogréfica de esquizodemos especificos podria ayudar
a explicar la variabilidad clinica en individuos con enfermedad de Chagas, aungue adtn
no se ha confirmado la correlacion entre la sintomatologia y el patron es‘.quizodémico.31

La membrana del parasito es la primer area de contacto con las células del
huésped, por lo que las proteinas y glicoproteinas de la membrana celular de 7. cruzi
han sido de las moléculas mas estudiadas. ¥ Entre las numerosas glicoproteinas de
superficie de T. cruzi, se ha descrito una de 90 kDa presente en los tres estadios del
parasito, ¥ asta fue reconocida como el principal antigeno detectado por sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas en fase crénica.”” Snary y cols. (1981),
describieron una glicoproteina de superficie de 72 kDa que se encuentra
especificamente en los epimastigotes y fripomastigotes metaciclicos; sin embargo en
pacientes chagéasicos no se ha podido correlacionar los niveles de anticuerpos con las

diferentes etapas clinicas o con los patrones de isoenzimas del parasito infectante. u

14



Aungue se han descrito proteinas de la superficie celular de T. cruzi, resulta
dificil comparar los datos publicados, no obstante estos datos indican la importancia de
fa caracterizacion antigénica de poblaciones de T. cruzi provenientes de diversas

regiones geograficas.

15
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HIPOTESIS

e Los aislados mexicanos de Trypanosoma cruzi estan formados por clonas cuyo
patrén de comportamiento in vivo e in vifro difiere entre elfas y esta relacionado con

su virulencia.

17
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OBJETIVOS

« Obtener clonas de diferentes aislados mexicanos de Trypanosoma cruzi.

« Describir el comportariento en ratones y en medio de cultivo de diferentes clonas

de T. cruzi obtenidas de aislades mexicanos.

+ Determinar la virulencia de las clonas en ratones.

19
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MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con dos aislados de T. cruzi obtenidos del estado de Querétaro
(Querétaro y Purisima) y dos de Morelos (Oaxtepec y Tequesquitengo). Se
mantuvieron en ratones hasta que estos presentaran parasitemia, momento en que se

realizo fa clonacion biclogica para cada aislado.

1. CLONACION DE T. cruzi

La clonacién se realizé a partir de tripomastigotes sanguineos presentes en

ratones CD - 1 infectados con cada aislado.

1.1 Obtencién y cuantificacién de tripomastigotes sanguineos.

A ratones infectados con los aislados y con parasitemia se les cort6 la punta de
la cola para extraer una muestra de sangre, la cual se colocd sobre un portaobjetos
para tomar 10 pL y mezclar con 90 pL de solucion de NHC! al 0.87% en agua
bidestilada, sustancia hemolisante en la que se deja reposar la sangre durante cinco
minutos para favorecer su accién litica sobre los glébulos rojos; esto ayuda a observar
y cuantificar los parasitos bajo el microscopio. Posteriormente se colocd 10 L de esta
suspension en la camara de Neubauer para contar el nimero de parasitos. Con esta
técnica, se detectd hasta 1X1 of parasitos/mL de sangre. El conteo se determiné cada

tercer dia hasta el momento de maxima parasitemia.

21



1.2 Aislamiento de tripomastigotes sanguineos.

A los ratones de cada aislade que llegaron a presentar el méaximo de
parasitemia se les realizé puncién cardiaca y la sangre obtenida se colocd en un tubo
de fondo conico de 15 mL que contenla heparina a una concentracion de 10 U.l/mL;
se diluyd con Dulbecco's modified PBS (DPBS) en proporcion 1:2 y la mezcla
resultante se coloco sobre una sclucién de Ficoll - Histopaque (densidad 1.077),
teniendo cuidado de no mezclar las dos fases puesto que éste es mas denso que Ia
sangre diluida; cabe sefialar que todas las manipulaciones se realizaron bajo

condiciones de esterilidad: finalmente se centrifugd a 400 X g durante 45 min a 20°C.

Después de la centrifugacion se formaron varias fases en el tubo, tal como se
observa en la figura 6. La capa que contiene los parasitos se coloca en tubos con
DPBS - alblmina sérica hovina {BSA) al 4% con la finalidad de conservar la

osmolaridad del medio para gue los parasitos no se destruyan.

. Pfasma

4————— (Gl6bulos blancos

Tripomastigotes
+—Ficoll - histopaque

i

7 4= Gl6bulos rojos
s

Fig. 6 Fases que se forman después de someter ta sangre
diluida al gradiente de Ficoll - Histopaque.
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Los tripomastigotes obtenidos del gradiente de Ficoll - Histopaque, se lavararon
tres veces con una solucién de DPBS - BSA al 4%; para ello el paquete que resulto de
la centrifugacién se resuspendio en 10 mL de DPBS - BSA al 4% y entre cada lavado
se centrifugo a 450 X g durante 10 min a 20°C. El paquete final se resuspendit en 1
mt de medio de cultivo LIT. Posteriormente se colocé en la camara de Neubauer 10 pL.
de la suspension para contar el nimero de parasitos presentes. Se realizaron

diluciones con medio LIT de manera que se tuviera 500, 1000 y 5000 parasitos/mL de

medio.

1.3 Clonacién.

Cajas Petri de 10 cm de diametro, limpias, secas y estériles fueron preparadas
con 10 mL de LIT - agar (Difco) al 1.5% (ver apéndice). Por otro lado, se prepard LIT -
agar al 0.75% el cual, después de esterilizarse en autoclave se equilibro en bafio maria
a 40-41°C; los parasitos se mezclaron a razén de 1 mL de la suspension (500, 1000 o
5000 parasitos) por 9 mL de LIT - agar al 0.75% e inmediatamente se colocaban en
las cajas conteniendo previamente LIT - agar al 1.5%, de tal manera que una caja
tuviera 500, otra 1000 y otra 5000 pardsitos. Se incubaron a 28°C en atmdsfera
saturada de humedad. De las clonas obtenidas se seleccionaron 20, las mas alejadas
entre si: se consideran clonas a cada una de las colonias presentes en las cajas. Para
aislar las clonas se cortaron con un bisturi las zonas de agar que ocupaban cada

colonia y se colocaban cada una en botelias de 25 cm? con 10 ml de LIT, las que se

incubaron a 28°C.
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2. REPRODUCCION DE CLONAS in vitro.

Las clonas obtenidas y desarrolladas en botellas de 25 cm?, se pasaron a
matraces erlenmeyer de 125 mL con tapén de rosca conteniendo 50 mL de LIT, con la
finalidad de obtener mayor cantidad de parasitos; para ello, el contenido de cada
botella de 25 cm?, con maxime desarrollo, se pasé a tubos de fondo cénico de 15 mL,
se centrifugd a 450Xg durante 10 min. a 20°C y el paguete que se obtuvo se pasd a su
respectivo matraz que contenfa 50 mL de LIT y se incubaron a 28°C. Cuando en los
matraces se observaba turbidez causada por el desarrollo de los tripancsomas, se
cosechaba para tres finalidades: para congelar una parte de las clonas, para

determinar su comportamiento in vifro y para hacerlo in vivo.

3. CONGELAMIENTO DE LAS CLONAS.

De los 50 mL de cada cultivo se tomé 10 mL de medio, se centrifugaron a 450Xg
durante 10 min. a 20°C: se eliminé el sobrenadante y los paquetes obtenidos se
colocaron en hielo durante tres min y posteriormente se les adicioné dos mL de medio
de congelacion (dimetilsuliéxido y suero fetal bovino en relacion 1:9), se
resuspendieron los paquetes y se repartieron en criotubos; se introdujeron en una caja
de unicel para congelarlos a -50°C durante 1 dia, despues se transfirieron a un

contenedor de nitrégeno liquido.
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4. DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE CLONAS in vitro.

De cada uno de los matraces se tomé 10 mL de medio de cultivo, se centrifugd
a 450 X g por 10 min. a 20°C; se eliminé el sobrenadante y el paguete se resuspendio
en 1 mL de LIT del cual se tomé una alicucta para contar los parasitos con camara de

Naubawer.

Se seleccioné al azar cinco clonas de cada uno de los aislados. Una vez
realizada la cuantificacion de parasitos en la camara de Neubauer, se realizod las
diluciones necesarias para cada clona, de manera que se sembraran tres botellas de
25 em? con 1 X 10° parasitos/mL en un volumen total de 5 mL de medio LIT. Se
incubaron las botellas a 28°C. Diariamente y en condiciones de esterilidad, se tomaba
alicuotas de cada una de las botellas para contar los parasitos presentes. El
comportamiento de las clonas se determiné en funcién de la curva de crecimiento que
se obtuviera al registrar el nimero de parasitos/mL de medio durante 32 dias,

momento en el cual declinaba.
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5. DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE CLONAS in vivo.

5.1 Seleccién de la cepa de ratones.

Antes de determinar el comportamiento de las clonas en ratones se investigé la
cepa de éstos (ltimos que permitiera observar los patrones de virulencia necesarios
para evaluar su comportamiento. Se utilizaron dos cepas de ratones hembras: CD - 1
(congénica) y Balb/c (singénica), ambas de seis a ocho semanas de edad.

Con cada una de las clonas se inocularon tres ratones a dosis de 1X10°
parasitos/200uliratén por via intraperitoneal. Se determind la cinética de parasitemia

para cada raton durante 45 dias.

La cepa de raton qgue ofreciera los resultados medibles mas confiables en
cuanto a grado de parasitemia y mortalidad ocasionada por las distintas cepas se
seleccionaria para evaluar la virulencia de las clonas; para ella se inocularon tres
ratones con cada una de las clonas obtenidas de fos aislados y se determind la cinética

de parasitemia para cada ratén como se describio anteriormente.
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RESULTADOS

Con la técnica de clonacion realizada en la fase semisdlida se obtuvieron
colonias de cada aislado a las que se consideran como clonas suponiendo que cada
colonia derivaba de una clona; sin embargo, no se descarta la probabilidad de que
algunas colonias estén formadas por dos o mas clonas puesto que T. cruzi es un
protozoario flagelado que se puede desplazar en medio semisélido como en este caso,
y que dos o mas parasitos se hayan desplazado hasta agruparse formando una

colonia.

Rendimiento de la clonacién.

Para la clonacién se sembraron 500, 1000 y 5000 parasitos/caja Petri, después
de alrededor de 20 dias se observaron colonias en las cajas, las cuales se separaron
para cultivarlas de manera aislada. En la fig. 7 se presentan las cajas con colonias
(clonas) de los aislados, sdlo cinco colonias de cada aislado se evaluaron aungue mas
de 10 se separaron. En ia figura 7.d se observa la forma como se obtuvieron al azar fas
cinco colonias de cada aislado, las méas alejadas entre si. Cajas como la que se

observa en la fig. 7.b no se emplearon para aislar clonas ya que se desarrollaron muy

juntas.

Se determiné el porcentaje de clonacién para saber la eficiencia de la metodologia
empleada. En la tabla | se indica el nimero de colonias desamoliadas en las tres cajas Petri
para cada aislado clonado, y su porcentaje de colonias obtenidas respecto al nimero de
parasitos sembrados (rendimiento de la clonacién). Se puede observar que para el aislado
Tequesquitengo se dié el mayor rendimiento cuando se sembraron 1000 y 5000 parésitos, y
un buen rendimiento al sembrarse 500 parasitos; en general, el rendimiento varié del 2% al
9%, en la literatura generalmente se obtiene del 10% al 20%, este rendimiento menor se
explica por la manipulacion o porque los reactivos empleados difieren; pero a pesar de esta

diferencia se obtuvieron suficientes clonas para evaluar su virulencia.
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Tabla |. Rendimiento de la clonacion para los diferentes aislados.

No. Parasitos Sembrados 500 1000 5000
Cepa ] 2 1 2 1 2
Querétaro 4% 37 29 73
Purisima 5% 22 7% | 68 | 7% | 320
Oaxtepec 9% 42 5% 48

Tequesquitengo 6% 26 16% 1569 20% 997

1} Rendimiento
2) Numero de colonias desarrolladas en la caja Petri.

{--) Cajas que se eliminaron por causa de contaminacion o falta de crecimiento.
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Para investigar si en un mismo aislado se encuentras mas de una clona fue
necesario caracterizarlas biolégicamente en términos de su comportamiento in vivo
demostrado en ratones, € in vitro en medio de cultivo. Para los ensayos in vivo fue
indispensable primero seleccionar la cepa de ratones en los que se determiné su

comportamiento.

Seleccién de cepas de ratones para determinar el comportamiento in vivo de las

clonas,

El criterio de seleccion de la cepa se basd en la deteccion de parasitemia
durante un minimo de 30 dias en los ratones infectados por un aislado muy virulento y
otro escasamente virulento, esto permitiria detectar clonas con virulencia intermedia.
Se emplearon dos aislados, tres clonas de cada uno por la posibilidad de encontrar
clonas que tuvieran mayor o menor virulencia que su mismo aislado. Comparando las
curvas de parasitemia de los ratones Balb/c y CD - 1 inoculados con Querétaro (fig. 8.a
y 8.b) se puede observar que, a pesar de presentarse diferencias en ambas cepas se
detecta parasitemia por mas de 30 dias. Para el caso de los ratones inocufados con
Oaxtepec (fig. 8.c y 8.d) la parasitemia si se detecta aunque en baja cantidad. En este
caso ambas cepas de ratones servirian para los ensayos ulteriores, sin embargo se
decidid emplear la cepa CD - 1 por obtener las mas altas parasitemias en los dos
aislados ademas de su facil adquisicién, manipulacién y porque son mas resistentes a

las condiciones ambigntales.
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Fig. 8 Curvas de parasitemia en las dos cepas de ratones inoculados con los dos
aislados y tres clonas de cada uno. Lotes de tres ratones de cada aislado con sus
tres colonias fueron inoculados con 1X10%/parasitos/ratén/200pL por via i.p. y se
cuantificaron los tripomastigotes sanguineos. Cada curva representa el promedio de
los tres ratones infectados para cada clona.

Fig. 8.ay8.b: Qro.7 = ¢, Qro.8 = A, Qro.11 =0
Fig. 8.cy 8.d: Cax.5 = ¢, Dax.6 =0, Oax.7 = A
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Determinacion del comportamiento in vivo e in vitro.

l.a caracterizacion de las clonas en ratones se determind en funcion de la
parasitemia que ocasionaron y el porcentaje de sobrevivencia de los animales
inoculados con cada una de ellas; in vitro ta caracterizacion se determiné con base a la

curva de crecimiento, la cual permite demostrar diferencias entre poblaciones del

parasito.

Determinacion del comportamiento in vivo de las clonas.

El comportamiento de las clonas se registrd en términcs de tiempo de inicio,
magnitud, tiempo en que desaparece y tiempo de permanencia de la parasitemia. Para
ello, ratones hembras de 6-8 semanas se inocularcn por via i.p. por triplicado con las

clonas de cada aislado seleccionadas al azar.

Para el aislado Querétaro, las clonas seleccionadas fueron Qro.7, Qro.8, Qro.11,
Qro.17 vy Qro.18. En la fig. 9 se observan los resultados de los ratones inoculados con
las cinco clonas v la parasitemia que presentaron; se puede ver que existen diferencias
entre la clona Qro.11 y ia clona Qro.17; para la primera las parasitemias promedio
fueron mayores de 2 X 10° parasitos/mL de sangre durante mas de 10 dias (del dia 20
al 34, excepto el dia 27); mientras que para el caso de la clona Qro 17 fueron menores
a 5 X 10% pardsitos/mL de sangre durante toda la infeccion, esto indica que
posiblemente se trata de dos clonas distintas. Para la clona Gro.11, a pesar de
presentar el pico de maxima parasitemia al dia 20, la magnitud fue menor que para la
clona Qro.8 durante mas de 10 dias, acercandose al comportamiento de las ofras
colonias, lo que seguramente indica que las clonas Qro.7, Qro. 11y Qro.18 se fratan de
la misma. Por tanto, sélo se puede decir que existen dos clonas distintas y las tres
restantes son intermedias, quiza sean mezclas de aquellas que nunca se clonaron o

bien clonas con comportamiento intermedio.
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Fig. 9 Curva de parasitemia de las clonas del aislado Querétaro. Cada curva
representa el promedio del lote de tres ratones con cada clona a dosis de
1X10%/parasitos/raton/200pL.

Qro.7=¢,Qro8 = Qro.11= A, Qro.17= X, Qro.18 = #,

Para demostrar que en el aislado Purisima existen 1 o mas clonas se trabaj
con las colonias Pur.1, Pur.5, Pur.12, Pur.14 y Pur.20 de la misma manera que en el
caso de Querétaro y se inocularon ratones CD - 1. Los resultados se presentan en la
fig. 10 en la que se puede observar que la parasitemia se present6 a partir del dia
nueve en los ratones infectados con todas las clonas. Para los ratones inoculados con
cuatro de las cinco clonas el pico de parasitemia se presenté al dia 26 (clonas Pur.1,
Pur.5, Pur.12 y Pur.20), en general no se observan diferencias significativas entre ellas

y probablemente se trata de una sola clona.
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Fig. 10 Curva de parasitemia en ratones inoculados con clonas del aislado Purisima.
Cada curva representa el promedio del lote de tres ratones cada uno fueron inoculados

con 1X10%/parasitos/raton/200pL.
Pur.1= ¢, Pur5=8, Puri2=4A, Pur.14 =X, Pur.20 = =

Las clonas del aislado Qaxtepec que se emplearon son: Qax.5, Oax.6, Oax.7,
Oax.8 y Oax.10. En la fig. 11 se observan los resuitados de la parasitemia que
ocasionaron, se aprecia que todos los ratones que se infectaron con aquellas
desarroliaron parasitemias relativamente bajas, aunque la clona Oax.10 presento el
pico de parasitemia al dia 24, pero a partir del dia 27 se comporta de manera similar a

las demas por lo que no se puede asegurar que sea una clona distinta & las otras y

probablemente todas pertenezcan a la misma.
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Fig. 8 Curvas de parasitemia en las dos cepas de ratones inoculados con los dos
aislados y tres clonas de cada uno. Lotes de tres ratones de cada aislado con sus
tres colonias fueron inoculados con 1X10%/parasitos/ratén/200uL por via i.p. y se
cuantificaron los tripomastigotes sanguineos. Cada curva representa el promedio de
los tres ratones infectados para cada clona.

Fig. 8.ay 8.b: Qro.7 = ¢, Qro.8 = A, Qro.11=0.
Fig. 8.cy 8.d: Oax.5=4#, 0Oax.6 =0, Oax.7= A
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Determinacién del comportamiento in vivo e in vitro.

La caracterizacidn de las clonas en ratones se determiné en funcidn de la
parasitemia que ocasionaron y el porcentaje de sobrevivencia de los animales
inoculados con cada una de ellas; i vitro la caracterizacién se determind con base a la
curva de crecimiento, la cual permite demostrar diferencias entre poblaciones dei

parasito.

Determinacién del comportamiento in vivo de las clonas.

El comportamiento de las clonas se registré en términos de tiempo de inicio,
magnitud, tiempo en que desaparece y tiempo de permanencia de la parasitemia. Para
elio, ratones hembras de 6-8 semanas se inocularon por via i.p. por triplicado con las

clonas de cada aislado seleccionadas al azar.

Para el aislado Querétaro, las clonas seleccionadas fueron Qro.7, Qro.8, Qro. 11,
Qro.17 y Qro.18. En la fig. 9 se observan los resultados de los ratones inoculados con
fas cinco clonas y la parasitemia que presentaron; se puede ver que existen diferencias
entre la clona Qro.11 y {a clona Qre.17; para la primera las parasitemias promedio
fueron mayores de 2 X 10® parasitos/mL de sangre durante mas de 10 dias (del dia 20
al 34, excepto el dia 27); mientras que para el caso de la clona Qro.17 fueron menores
a 5 X 10* parasitos/mL de sangre durante toda la infeccién, esto indica que
posiblemente se trata de dos clonas distintas. Para la clona Qro.11, a pesar de
presentar el pico de maxima parasitemia al dia 20, la magnitud fue menor que para la
clona Qro.8 durante mas de 10 dias, acerciAndose al comportamiento de las otras
colonias, o que seguramente indica que las clonas Qro.7, Qro.11 y Qro.18 se tratan de
la misma. Por tanto, solo se puede decir que existen dos clonas distintas y las tres
restantes son intermedias, quiza sean mezclas de aquellas que nunca se clonaron o

bien clonas con comportamiento intermedio.
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Fig. 9 Curva de parasitemia de las clonas del aislado Querétaro. Cada curva
representa el promedio del lote de tres ratones con cada clona a dosis de
1X10%parasitos/raton/200pL.

Qro.7= ¢, Qro.8 = Qro.11= A, Qro.17= X, Qro.18 = *.

Para demostrar que en el aislado Purisima existen 1 o mas clonas se trabaj6
con las colonias Pur.1, Pur.5, Pur.12, Pur.14 y Pur.20 de la misma manera que en el
caso de Querétaro y se inocularon ratones CD - 1. Los resultados se presentan en la
fig. 10 en la que se puede observar que la parasitemia se presentd a partir del dia
nueve en los ratones infectados con todas las clonas. Para los ratones inoculados con
cuatro de las cinco clonas el pico de parasitemia se presenté al dia 26 {(clonas Pur.1,
Pur.5, Pur.12 y Pur.20), en general no se observan diferencias significativas entre ellas

y probablemente se trata de una sola clona.
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Fig. 10 Curva de parasitemia en ratones inoculados con clonas def aislado Purisima.
Cada curva representa el promedio del [ote de tres ratones cada uno fueron inoculados

con 1X10%parasitos/ratén/200uL.
Pur.1= ¢, Purb5=8, Pur12 = A, Pur.14 = X, Pur.20 = *,

Las clonas del aislado Qaxtepec que se emplearon son: Qax.5, Oax.6, Qax.7,
Oax.8 y Qax.10. En la fig. 11 se observan los resultados de la parasitemia que
ocasionaron, se aprecia que todos los ratones que se infectaron con aquellas
desarrollaron parasitemias relativamente bajas, aungue la clona Oax.10 presenté el
pico de parasitemia al dia 24, pero a partir del dia 27 se comporta de manera similar a

las demas por lo que no se puede asegurar que sea una clona distinta a las ofras y

probablemente todas pertenezcan a la misma.
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Fig. 11 Curva de parasitemia en ratones inoculados con clonas det aislado Oaxtepec.
Oax.5=¢, Oax6=18, Oax7=A,Qax 8=+ Oax10=..

Las colonias del aistado Tequesquitengo que se utilizaron son:

Teq.2, Teq.4, Teq.6, Teq. 11y Teq.13. Los resultados de los ratones inoculados con
éstas se muestran en la fig. 12 en la que se observa parasitemia detectable en los
ratones a partir del dia 9, siendo ésta muy baja a excepcion de los ratones inoculados
con la Teq.2, en los que al dia 30 se observé un pico de parasitemia mayor a 3 X 10°
parasitos/mL de sangre; sin embargo, con un solo punto no es posible asegurar que

ésta sea una clona diferente, pero si que las cuatro clonas restantes pertenecen a la

misma.
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Fig. 12 Curva de parasitemia en ratones inocutados con clonas de aislado
Tequesquitengo. Cada llnea representa el promedio del lote de tres ratones cada uno
fueron inoculados con 1X10%parasitos/raton/200pL.

Teq.11 =+, Teq.13 =%, Teq.20 Teq.4 = W, Teq.6 = X.
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Porcentaje de sobrevivencia.

Uno de los parametros mas importantes para determinar la virulencia de T. cruzi
es su capacidad para matar ratones midiéndola en términos de porcentaje de
sobrevivencia. A los ratones que se inocularon por triplicado con las clonas anteriores,
se registré el porcentaje de animales que sobrevivieron después de 45 dias post -

inocutacién. Los resultados se muestran en las figuras 13, 14, 15y 16,

Para los ratones inoculados con las colonias de Querétaro (fig. 13), se presentd
la muerte en el 100% de ellos cuando se inocularon con la Qro. 8, el 33% para la Qro.7
y todos los ratones sobrevivieron con la inoculacion de las restantes clonas; quiza esto
indique que la Qro.8 sea una clona distinta a las demés, no asi la Qro.7 ya que sélo es
un ratén el que murié. Este no es el resultado esperado de acuerdo a las curvas de
parasitemia registradas ya que ambas clonas tiene las curvas parecidas y en
ocasiones una parasitemia alta conduce a mortalidad con mayor frecuencia que si la

parasitemia es baja, en este caso sucedio lo contrario.
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Fig. 13 Porcentaje de sobrevivencia en ratones inoculados con el aislado Querétaro.

Qro.7 =4Gro.8 = %, Qro.11 =2 Qro.17 =M, Qro.18 = X_
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En las cinco clonas del aisiado Purisima (fig. 14), todos los ratones infectados
sobrevivieron durante los 45 dias de fa infeccidn; es decir, que probablemente se tratan
de una soia clona. Esto confirma el resultado de las curvas de parasitemia en donde se

ve gue se comportan de manera similar todas ellas.
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Fig. 14 Porcentaje de sobrevivencia en ratones inoculados con el aislado Purisima.
Put.5 = (1, Pur.6 = -, Pur.7= % Pur.8 =M, Pur.10 X,

Respecto a los resultados de sobrevivencia de los ratones inoculados con las
colonias de Qaxtepec (fig. 15), se observa que solo los inoculados con la Oax. 5
sobrevivieron el 100%, con Cax.8 y Oax. 0 se produjo la muerte en el 100% de los
ratones, y con Oax.6 y Oax.7 la muerte se presenta en el 66% al dia 45. Lo anterior
sefiala diferencia de virulencia entre las colonias de Oaxtepec, sin embargo no es
congruente con el resultado de las curvas de parasitemia en las que se observa un
comportamiento similar en todas ellas; esto no permite asegurar que se trate de clonas

distintas o la misma, para ello se requiere de més datos sobre su comportamiento.
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Fig. 15 Porcentaje de sobrevivencia en ratones inoculados con el aislado Oaxtepec.
Qax.5 =13, Qax.6 = k, Qax.7 = ¢, Cax.8 = W, Oax.10=X.

En la curva se observa que para cuatro de las cinco clonas el pico de
parasitemia mas alto se presentd al dia 26, las parasitemias que presentaron los

ratones en general no fueron muy altas y el comportamiento es muy similar entre elfas.

El comportamiento de los ratones infectados con las distintas clonas fue muy

similar y quiza se trate de una sola clona en todos los casos.
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Fig. 16 Porcentaje de sobrevivencia en ratones inoculados con el aislado

Tequesquitengo.
Teq.2 =03, Teq.4 = %, Teq.6 = A Teq.11 =M, Teq.13 = X,

En la fig. 16 se ve que el 100% de los ratones infectados con las clonas
Teq.2, Teq.6 y Teq.11 sobrevivieron, no asi en el caso de la clona Teq.4 en la que se
muere el 66% de los ratones, o bien la Teq.13 que matd al 33%. Al observar las curvas
de parasitemia se ve que en la Teq.4 se presentaron las parasitemias mas altas
respecto a las demas por lo que ambos resultados nos permiten pensar en que ésta

pueda ser una clona distinta a las otras.
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Determinacién del comportamiento in vifro de las clonas.

La curva de crecimiento se determind con base a las caracteristicas de las fases
de adaptacién, exponencial y estacionaria que presentaron las diferentes colonias
desarrolladas en medio LIT. Las colonias empleadas fueron las mismas que las
empleadas en la determinacion del comportamiento in vivo. Las figuras 17, 18, 19y 20

muestran los resultados obtenidos.

Las curvas de crecimiento de las clonas del aislado Querétaro se muesiran en la
fig. 17. Las cinco colonias presentan un comportamiento similar, aunque in vivo hay

diferencias significativas por lo menos en dos de ellas.

T 1

0_:
01367 81013141516202123 31

No. de parasitos x 105/mL
=]

Dias

Fig. 17 Curva de cremmlento de clonas obtenidas del aislado Queretaro Promedio de
las tres botellas de 25 cm? sembradas con un inoculd de 1x10% parasitos / mL, en
volumen final de 5 ml. de medto LIT.

Qro.7=¢ Qro.8 =, Qro.11 A Qro.17 =X, Qro.18 =%,
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En la fig. 18. se ve que las cinco colonias de Purisima se comportan igual y que

seguramente se trata de una sola ¢lona, congruente con los resultados in vivo para

este

aislaso.

No. de parasitos x 105/mL

0 2 5 7 9 12 14 16 19 22 26 3

Dias

Fig. 18 Curva de crecimiento de clonas obtenidas del aislado Purisima. Promedio de
fas tres hotellas de 25 cm? se les colocd un inoculd de 1x1 0% parasites / ml, en

volumen final de 5 mi de medio LIT.
Pur.l =4, Pur5=% Pur1Z BPuri4 = A, Pur.20 = X.
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Las colonias provenientes del aislado Oaxtepec (fig. 19) presentan curvas de
crecimiento similar a pesar de los puntos que se observan para la clona Oax.8 a los
nueve dias y que la curva de Oax.10 es mayor que para el resto de las colonias, sin

embargo de modo no significativo.

No. de parasitos x 105/mL

0 1 3 6 7 8 10 13 14 15 16 20 21 23 31
Dias

Fig. 19 Curva de crecimiento de clonas obtenidas del aislado Oaxtepec. Promedio de
las tres botellas de 25 cm? se les colocd un inoculd de 1x10% parasitos / ml, en

volumen final de 5 ml de medio LIT,
Oax.5= 4, Oax.6 = W, Oax.7 AOax.8 = ¥ Qax.10 = %
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En ia fig. 20 en la que se muestran los resultados del aislado Tequesquitengo,
se observa que el comportamiento de la colonia Teq.4 es mayor que las demas,
probablemente se trate de una colonia distinta a2 Teq.2, Teq.6 Teq.11 y Teq.13 por o
que se puede pensar que éste aislado esta compuesto por al menos dos clonas
distintas. Fl resultado correlaciona con el de parasitemia y sobrevivencia en ratones ya

que es ia Unica colonia con comportamignto distinto a las demas.

asitos x 106/ml.,

No. de par.

0 2 5 7 9 12 14 16 19 22 26 31

Dias

Fig. 20 Curva de crecimiento de clonas obtenidas del aislado Tequesquitengo.
Promedio de las tres botellas de 25 cm? , sembradas con cada clona.
Teq.2 =&, Teq.4 = A, Teq6ATeq 11=®Teq. 13 =%
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DISCUSION

El comportamiento de una poblacidn de T. cruzi es caracteristico y depende del
medio o microambiente donde se encuentre. Las cinco clonas de cada aislado
permitieron demostrar que su comportamiento esta en funcidén del ambiente donde se
desarrollan y que los medios empleados no permitieron para algunas clonas identificar

diferencias entre ellas.

En este trabajo se demostré que fas clonas obtenidas de los aislados de Morelos
(Tequesquitengo y Oaxtepec), fueron mas virulentas que las obtenidas a partir de los
aislados de Querétaro (Querétaro y Purisima) al medio. Sin embarge la mortalidad que
producen;, las clonas de éstos Ultimos son mas infectivas que las de Morelos ya que
produjeron mayor parasitemia. Desde e! punto de vista de parasitemia provocada en
ratones, el aislado de Querétaro esta formado por al menos dos clonas, o cual se
detecta por las parasitemias que producen ( clonas Qro.11 y GQro.7), pero éstas
presentan un comportamiento parecido a los tres restantes del mismo aislado cuando

se desarrollan en medio de cultivo.

Igualmente para el aislado de Oxtepec, por la mortalidad que ccasionan en
ratones, hay al menos tres diferentes clonas: las que matan al 100% de los ratones, las
que lo hacen en el 33% y las que no los matan. Sin embarge, las parasitemias que
producen son relativamente bajas y sus comportamientos en medio de cultivo son

similares.

Para ias clonas obtenidas del aislado Tequesquitengo también se puede
observar la presencia de distintas clonas debido a la mortalidad que ocasionan, pero al

igual que Qaxtepec, sus curvas de parasitemia son parecidas.
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.o anterior indica que los aislados Oaxtepec y Tequesquitengo estén formados
por al menos dos cionas, las cuales sdlo se detectan con la medicién de varios
parametros in vivo: mediante curvas de parasitemia y mortalidad, e in vitro por sus
curvas de crecimiento. En el caso de Querétaro sdlo se detectd la presencia de una
clona mediante la determinacion de la parasitemia y la mortalidad, pero no por su curva

de crecimiento en medio de cultivo.

En el caso de Qaxtepec notoriamente se detectan varias clonas al determinar la
mortalidad que producen, no asi en cultivo hi al medir sus curvas de parasitemia.
Igualmente, sélo al medir la mortalidad se detectd [a presencia de varias clonas para

Tequesquitengo.

Para el aistado de Purisima se observé que esta formado por sélo una clona,
aunque no se descarta la presencia de varias clonas puesto que tal vez los tres
parametros de deteccion empleados no fueron suficientes; otros, como seria la
descripcion de su comportamiento en un nimero mayor de medios de cuitivo o bien la
infeccion en diferentes lineas celulares, y la medicion de su histotropismo en animales
de experimentacion, hubieran permitido detectarios o confirmar de manera mas clara la

presencia de una sola ciona.

En este estudio se demuestra que la caracterizacion biolégica in vivo e in vitro no
son herramientas suficientes para identificar clonas en el mismo aislado, sin embargo
es un primer paso para identificarias. Es probable gue esto mismo haya ocurrido con
las subpoblaciones clonadas de Purisima: los tres sistemas de medicién no fueron
suficientes para demostrar fa presencia de diferentes clonas. Para este caso seria
recomendable el andlisis molecular mediante esquizodemos, isoenzimas, cariotipos,
etc. para asegurar gue €l aislado completo estd formado realmente por una o varias

clonas, o bien probar con mas colonias aisladas.
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E! aislado de Oaxtepec frecuentemente no produce mortalidad mayor al 20% y
las parasitemias ne rebasan a 2x10° tripomastigotes/mL. Algunas de las clonas que se
obtuvieron produjeron hasta el 100% de muerte, esto indica que en conjunto, como
aislado, su comportamiento se ve enmascarado por el de toda la poblacion; pero en las
clonas separadas, el comportamiento es variable. Esto mismo fue observade por Lima
y cols.'® con la cepa CL Ia cual es altamente miotrépica e infectiva, pero la clona CL-14
derivada de aquella cepa mostrd nula infectividad. Esta es una de las razones por la
que la gente infectada por poblaciones de la misma regién presentan sintomatologia
tan variada, quizas las clonas mas virulentas gue forman parte del aislado causan la
muerte de habitantes que se encuentran en zonas parasitadas por poblaciones
aparentemente poco virulentas, por ejemplo, Morelos. Similarmente, lo anterior es
observado con las clonas de Tequesquitengo, en la que se presenta poca infectividad
pero virulencia variada. Para el caso del aislado Querétaro, se presentd mayor

virulencia pero poca infectividad.
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CONCLUSIONES

. La clonacion en fase semisolida permitid obtener clonas de fres de los aislados

estudiados : Querétaro, Qaxtepec, Tequesguitengo.

. La determinacion de la curva de crecimiento no permitid identificar clonas de ninguno

de los cuatro aislados.

. Los aislados de Querétaro y Tequesquitengo estan compuestos por al menos dos

clonas, Oaxtepec por tres, mientras que en el aislado Purisima se identifico s6lo una.
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APENDICE

s Medio de cultivo LIT *

NaCl 409

KCl 049
NaHPO, 8.0g
Glucosa 509
Triptosa 50¢g
Caldo infusion de higado 509
Hemina 25.0mg
Suero fetal bovino (FCS) 10% 100.0 mL

Antibidticos penicilinalestreptomicina 10,000 unidades / g / Litro

Agua bidestilada 1000.0 mL

Se prepara disolviendo en agua bidestilada los primeros seis componentes del
medio, se ajusta el pH a 7.2 y se esteriliza en autoclave a 121°C por 20 minutos, ya frio
se complementa adicionando en condiciones de esterilidad hemina, previamente
preparada, el suero fetal bovino de manera que gquede al 10% y la mezcla de

antibiéticos (penicilinafestreptomicina) Guardar en refrigeracion.
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* Solucién Stock de Hemina *

Hemina {Sigma) 50.0 mg
NaQOH (0.1N) 10.0 mk.

Disolver la hemina en el hidréxido de sodio (0.1N), filtrar a través de membrana

de 0.22um en condiciones estériles, guardar en recipiente obscuro y bajo refrigeracion.
+ Suero Fetal Bovino (FCS}*

Descomplementar incubando 30 minutos en un bafio maria a 56°C, se guarda a
-20°C (Gibco BRL)

¢ Heparina 1000 L.U (stock 100X) *

Heparina 10,000 1.U {53.5 mg)

PBS pH 7.2 estéril 10.0mL
Esterilizar por filtracién a través de membrana de 0.22um. Guardar a -20°C
s Ficoll - Histopaque *

1077-1 Sigma densidad 1.077 g/mL
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« DPBS*

NaCl 8.0g
KCI 02g
Na;HPO,.*2H,0 1.15g
KH.PO, 02g¢g

HoO bid. estéril 1000.0 mL
pH 7.2

Disolver en agua bidestilada las sales, ajustar el pH a 7.2, esterilizar en

autoclave a 121°C por 20 min. Guardar en refrigeracion.

o DPBS - BSA (4%) *

DPBSpH 7.2 100.0 mL
Alblmina Sérica Bovina (BSA) 4.0g

Disolver la albimina en el DPBS, esterilizar por filtracion a través de membrana

de 0.22um. Guardar en refrigeracion.

o LIT Agar(1.5%)*

Se prepara con los mismos componentes del medio LIT, pero adicionando 1.5 g

de agar por cada 100.0 mL de medio.
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medio.

o LIT Agar (0.75%) *

Se prepara el medio LIT, y se adiciona 0.75 g de agar por cada 100.0 mL de

» Solucién para lisis de eritrocitos *
NH,CI (0.87%) 08g
H.0 bidestilada 100.0 mL

Disolver y guardar en refrigeracion.

* Solucion de Congelacién *

Suero fetal bovino , 9mL

Dimetil Sulféxido (DMSO) 1mL

Se mezcla y se filtra a través de membrana de 0.22u. Se conserva a -20°C.
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