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I.- INTRODUCCION 

a) Antecedentes 

En 1908, Carlos Chagas, médico brasileño, al estar estu­

diando la transmisión del paludismo en Minas Gerais, Brasil, en­

contró que una gran parte de las casas de barro del pueblo esta­

ban infestadas de barbeiros ó chinches voladoras, grandes insec­

tos que succionan sangre de diversos vertebrados. Además, obser­

vó que el intestino de estos insectos contenía organismos flage­

lados, los cuales fueron caracterizados posteriormente como tri­

panosomas. Se indujo a que los insectos infectados picaran a un 

mono y después se encontraron tripanosomas en éste, reproducien­

do la enfermedad. Este es el único padecimiento, denominado tiem 

po después enfermedad de Chagas, en el cual el parásito que lo -

provoca y el insecto vector fueron descubiertos antes de que el 

padecimiento mismo fuese diferenciado. Posteriormenteren 1909, -

Chagas encontró el mismo tripanosoma en la sangre de un niño que 

presentaba fiebre, anemia y linfadenopatía, comprobando que se -

trataba de una entidad nosológica común en algunas partes de Br~ 

sil. Sin embargo, este importante descubrimiento de Chagas fue -

violentamente combatido y hasta rechazado por sus contemporáneos, 

principalmente por Kraus (1915) quien no pudo encontrar ningún -



caso humano de enfermedad de Chagas en el norte de Argentina, -

aunque encontró una gran cantidad de insectos infectados en los 

domicilios de los habitantes. 

?. 

En 1934 Mazza reportó varios casos agudos de la enferm~ 

dad de Chagas en el norte de Argentina, exactamente en donde 

Kraus no fue capaz de encontrar. ningún caso humano. Al igual que 

Chagas, Mazza fué criticado por descubrir nuevas enfermedades en 

vez de tratar las ya existentes, pero él y sus colegas persistí~ 

ron en sus investigaciones y llegaron a registrar más de 1000 e~ 

sos agudos antes de 1944¡ además señalaron la importancia de es­

ta enfermedad como un problema de salud pública. Desde entonces 

se ha observado que este hemoflagelado parasita a muchos mamífe­

ros inferiores y que es común en los insectos de la sub-familia 

de los triatomíneos,desde Argentina hasta los Estados Unidos. La 

infección humana es menos frecuente pero ocurre con distribución 

desigual desde México hasta el sur de Argentina, destacando Bra­

sil como el país más severamente afectado. 

En un principio,Chagas nombró al parásito Trypanosoma­

cruzi. Posteriormente, creyendo erróneamente que se reproducía -

por esquizogonia en una etapa de su ciclo de vida, le di6 el nom 

bre de Schizotrypanum cruzi, nombre que aún se utiliza en muchas 
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partes del mundo. 

La familia de los tripanosomátidos pertenece al orden -

Cinetoplastida y está dividida en varios géneros que forman una 

interesante, pero aún no completamente entendida, secuencia evo 

lutiva, que comprende desde parásitos protozoarios de inverte­

brados (monogenéticos) tales como Cri·thidia, Leptomonas, Blasto­

crithidia y Herpetomonas (2), hasta protozoarios que parasitan 

tanto a vertebrados como a invertebrados. Dentro de estos últi­

mos, se encuentra el género Trypanosoma. 

La forma de los tripanosomas puede ser fusiforme y pun­

tiaguda en uno o ambos lados terminales o redonda, según el esta 

dío de diferenciación en que se encuentre. La primera tiene un -

flagelo que emerge de un gránulo basal localizdo ya sea enfrente 

o detrás del núcleo y muy próximo a otro gránulo, el cual se ha 

denominado de varias maneras: bleroplasto, cinetonúcleo, cineto­

plasto, etc. Esta estructura, contenida en la única mitocondria 

de este parásito, está formada de ácido desoxirribonucleíco (ADN). 

La división celular, aún poco entendida, ocurre por fi­

sión longitudinal e involucra la división del cinetoplasto, del 

cuerpo basal y del núcleo. También pueden sufrir fisión múltiple 



separándose después de varias divisiones nucleares en un número 

variable de descendientes ordenados en forma de roseta. 

Las especies de tripanosoma que infectan mamíferos, re­

presentan por sí mismas una interesante materia de estudio des­

de el punto de vista evolutivo, en términos de su método de -

transmisión y su correlación con la localización del ciclo de -

desarrollo en el insecto vector. Estas especies están comprend~ 

das dentro de los subgéneros Estercoraria y Salivaría. Supuest~ 

mente las especies más primitivas son los estercorarios (p. ej. 

!_. theileri, !_. lewisi, !· conorhini y!_. cruzi), que se desa­

rrollan en el intestino posterior del insecto vector y son trans 

mitidos al huésped vertebrado a través de las heces, y las espe­

cies más recientes son los salivarías (p. ej. !_. vivax, !· congo­

lense y !_. brucei), que se desarrollan en el intestino y/o en -

las glándulas salivales del insecto vector y son inoculados direc 

tamente al torrente sanguíneo del huésped mientras se alimentan. 

b} Caracterización de subespecies de T. cruzi. 

Desde el punto de vista morfológico, los tripanosomas 

provenientes de diversos mamíferos y vectores son idénticos, y el 

cuadro clínico que presentan los humanos sobrevivientes a la fase 
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aguda está definida en términos generales como: alteraciones ele~ 

trocardiográficas, cardiomiopatía crónica, cardiomegalía, megaco­

lon y megaesófago. Esto ha ocasionado que !· cruzi haya sido tra­

tado como una única entidad patogénica al hombre. Sin embargo, -

existen una serie de evidencias tales como: las divergentes res­

puestas a drogas tripanocidas (3}; los diferentes grados de infec 

tividad tanto a huéspedes animales, como a humanos (4}; diferen­

cias geográficas de síndromes chagásicos (5), y discordancias te­

rapéuticas notables (6), variables de región a región, que hacen 

sospechar la heterogeneidad del parásito causante. 

Todos los factores antes mencionados aunados a que la tax~ 

manía del género Trypanosoma ha estado basada principalmente en -

la historia de su vida y de su morfología (7), y que las denomina­

das cepas (que deberían ser llamadas con más propiedad aislados), 

son normalmente denotadas sólo por el territorio de aislamiento -

inicial y caracterizadas por el grado de infectividad y virulen­

cia, han conducido a la búsqueda de métodos bioquímicos de identi­

ficación más objetivos. Entre éstos, cabe mencionar el trabajo de 

caracterización hecho por Newton (8), basado en las diferencias de 

densidad de flotación delADN, tanto del núcleo, como del cineto­

plasto, en gradientes de densidad; el de Mattei (9} que muestra di 

ferencias en el patrón electroforético de los productos de diges-
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tión con enzimas de restricción del ADN del cinetoplasto y el mé 

todo que hasta ahora ha sido más utilizado con fines taxonómicos, 

principalmente en protozoarios que consiste en determinar la con 

ducta electroforética de isoenzimas. 

e) Propiedades de isoenzimas 

En los últimos años ha habido una evidencia creciente de 

la existencia de enzimas con formas moleculares múltiples, (10) 

y este hecho es ahora reconocido como un aspecto general de la -

enzimologia y del metabolismo celular. 

Antes de que este concepto fuese reconocido ya se habia 

notado la heterogeneidad molecular en preparaciones enzimáticas, 

pero era atribuida usualmente a contaminantes o a enzimas par­

cialmente desnaturalizadas o degradadas. Durante la década de -

1950 surgieron indicios ocasionales de que esta heterogeneidad 

podria no ser artificial sino un reflejo de lo que ocurría en -

realidad dentro de la célula (11), (12), (13). Ya que estos in­

vestigadores usaron métodos que no permitian resolver las múlti 

ples formas de enzimas, sus comunicaciones no tuvieron impacto 

hasta que se desarrolló un método que determinó la heterogenei­

dad enzimática. Acoplando la técnica de electroforesis en gel -



de almidón, de Smithies (14), con métodos histoquímicos de tin­

ción para identificar enzimas separadas, Hunter y Markert (15) 

desarrollaron la técnica llamada de electroforesis horizontal 

en gel de almidón, que se caracteriza por su gran poder de res~ 

lución para la identificación de las diferentes formas molecula 

res de las enzimas. 

7 

Las isoenzimas son numerosas y características de mu­

chas células, ·tejidos y órganos. En un tiempo se creía que un -

gene codificaba para una enzima y que era totalmente responsable 

de una reacción bioquímica. Esta simple ecuación molecular: 

un gene-una enzima-una reacción catalítica, fue una generaliza­

ción útil en los inicios de la genética bioquímica, pero ahora 

se sabe que para catalizar la misma reacción, son necesarias mú! 

tiples variedades de una enzima,ya sea bajo diferentes condicio­

nes metabólicas, o en diferentes sitios en la misma célula o en 

diferentes células o en la misma célula en diferentes estadías -

de diferenciación. Aparentemente, las isoenzimas han sido confec 

cionadas por presiones evolutivas (16), para ajustar los sofisti 

cados requerimientos de la maquinaria metabólica celular. 

En la actualidad, se acepta en general que las diferen­

cias entre distintas especies de un género son el resultado de -
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variaciones hereditarias desarrolladas durante el curso de la evo 

lución en las estructuras de las proteínas de tales especies. Por 

ejemplo, aunque organismos de muy diversos tipos poseen citocromo 

e, éste difiere en estructura de un organismo a otro, en una med~ 

da relacionada con el tiempo transcurriqo desde la divergencia de 

un ancestro común. Las diferencias dentro de la misma especie son 

las manifestaciones de modificaciones menos profundas que afectan 

únicamente a unas cuantas proteínas. Resulta claro pues, que si -

las proteínas análogas provenientes de diferentes cepas de una e~ 

pecie pueden ser caracterizadas de alguna manera, que muestre di­

ferencias estructurales, la identificación bioquímica de las dife 

rentes cepas es factible. 

d} Métodos de separación de isoenzimas 

De los métodos que existen para separar isoenzimas,_dos de 

los más usados son la electroforesis y la cromatografía de inter­

cambio iónico. Ambos dependen básica~ente de la naturaleza y mag­

nitud de la carga resultante de la proteína en la·solución amorti 

guadora que se use. Las técnicas electroforéticas han sido emple~ 

das principalmente con propósitos analíticos y los métodos croma­

tográficos, en escala preparativa. 

Los procedimientos cromatográficos más comúnes son la ero 
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matograffa en columna de celulosas intercambiadoras de iones e~ 

mo la carboximetil-celulosa (CM-celulosa) y la dietilaminop·etil­

celulosa (DEAE-celulosa), asf como la cromatograffa de filtra­

ción en geles hidrofílicos por ejemplo del tipo Sephadex. 

Los m€todos electroforéticos han sido los más estudiados. 

En un principio, la electroforesis en papel fué ampliamente usa 

da en bioquímica clínica para el estudio de anormalidades de pr~ 

teínas de suero, siendo esta técnica una de las primeras en ser 

aplicadas en la separación de isoenzimas. Posteriormente fueron 

introducidos algunos métodos alternativos que empleaban diferen­

tes medios de soporte como acetato de celulosa, gel de agar, gel 

de pdiacrilamida y gel de almidón. 

La velocidad de migración de una proteína en un campo -

eléctrico depende, como ya se explicó anteriormente, sobre todo 

de su carga eléctrica neta, ya que €sta puede ser variada dentro 

de amplios límites, cambiando el pH del medio, es posible que -

una proteína dada se desplace hacia el electrodo correspondiente. 

Aunque la carga eléctrica neta es el factor más importa~ 

te para la separación de las proteínas durante la electroforesis, 

su efecto puede sér modificado considerablemente por otros facto 



10 

res tales como el tamaño y la forma de la molécula de la protef 

na y las propiedades fisicoquímicas de la solución amortiguado­

ra. Todos los factores que afectan la separación electroforéti­

ca de proteínas se aplican igualmente para las enzimas, pero se 

debe tener mucho cuidado para evitar su inactivación. 

i) Electroforesis en gel de almidón. 

Desde su introducción por Smithies (14), la electrofor~ 

sis en gel de almidón ha sido usada más que cualquier otra técni 

ca para la separación de isoenzimas. 

El almidón, como se usa en electroforesis, es un gel más 

que un líquido viscoso, porque las cadenas de los carbohidratos 

se ramifican y entrelazan entre sí lo suficiente para formar un 

sólido semirrígido. La estructura resultante es un tamíz en don­

de la capacidad de las moléculas para pasar a través de éste de­

pende del tamaño y de la forma de los poros del gel, del tamaño 

y de la forma de las moléculas, y de las interacciones que pue­

dan ocurrir entre las moléculas y la matríz del gel, como son la 

adsorción y el intercambio de iones. 



11 

ii) Detección de isoenzirnas in situ. 

Se han descrito varios métodos para la detección de iso­

enzimas separadas por electroforesis sin recurrir a su elución, 

de tal manera que la detección y/o determinación de éstas se rea 

liza "in situ" después de la electroforesis. 

Los principales métodos existentes para detectar la act! 

vidad de las enzimas y de las isoenzimas son los espectrofotorné­

tricos, los cuales comprenden: 

iia) Los que miden la absorción de uno de los compuestos 

reaccionantes en la región ultravioleta (U.V.) del espectro, y 

iib) Los que se basan en la formación de un compuesto co 

lorido que puede ser detectado en la región visible del espectro. 

iia) Un gran número de las técnicas de detección de 

enzimas conocidas corno técnicas "UV", acoplan reaccione3 enzirná­

ticas de deshidrogenasas que requieren corno coenzirnas cualquiera 

de los dos nucleótidos de piridina, el dinucleótido de nicotina­

mida-adenina (NAD) ó el dinucleótido de nicotinarnida-(2'-fosfato) 

adenina (NADP), ya seffen sus formas oxidadas (NAD+ y NADP+) ó en 

sus formas reducidas (NADH y NADPH). La reacción general para'es­

tas deshidrogenasas es: 



Substrato reducido+ NAD+ (6 NADP+l~====~ 

Substrato oxidado + NADH (6 NADPH)+ H+ 

Algunos ejemplos específicos son: 

Lactato deshidrogenasa (LDH) 

~. + Lactato + NAD,..-P1ruvato + NADH + H 

Enzima "Málica" (ME) 

..¡.---.!~. . + Malato + NADP ~ P1ruvato + C02 + NADPH + H 

Glucosa -6- fosfato deshidrogenasa (G6PD) 

~ + Glucosa -6- fosfato+ NADP~6- fosfogluconato + NADPH + H 

12 

En estas reacciones enzimáticas las coenzimas NAD -

6 NADP están unidas débilmente a la deshidrogenasa y cuando se -

oxida un substrato, por ejemplo lactato a piruvato, ellas actúan 

como aceptares de electrones, de tal manera que un átomo de hi-

dr6geno se transfiere como un ión hidruro a la porción nicotina­

mida de la forma oxidada de NAD+ (ó NADP+) para producir la for-

ma reducida (NADH ó NADPH), el otro átomo de hidrógeno del sus-

trato se libera como protón, como se ilustra en la siguiente - -

reacción. 
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La mayoría de estas reacciones son reversibles aun-

que las enzimas muestran frecuentemente una mavor actividad sola 

mente en una dirección, además hay que considerar que in vivo -

existen muchos factores que pueden influir en la velocidad y di-

rección de una reacción. Debido a esta acción reversible es pos~ 

ble realizar el ensayo de deshidrogenasas en ambas direcciones y 

usar métodos alternativos de tinción de bandas en electroforesis 

de gel de almidón. 

Muchas enzimas que no utilizan directamente NAD ó -

NADP pueden ser ensayadas convenientemente acoplando sus reaccio 

nes con las deshidrogenasas ligadas a NAD ó NADP como se muestra 

en el siguiente ejemplo. 

Alanina aminotransferasa (ALAT). 

ALAT . Alanina + 2-oxoglutarato~Plruvato- glutamato 

Acoplada con lactato deshidrogenasa (LDH); 

Piruvato + NADH + H+ ~Lactato+ NAD+ 

En algunos casos se requiere una segunda enzima aco 

pladora que requiera la coenzima y así poder detectarla en U.V., 

tal es el caso de la enolasa: 



2- Fosfo-D-glicerato Enolasa,fosfoenolpiruvato + H
2

0 

acoplada con Piruvato cinasa (PC) y LDH 

f 1 PC . Fos oeno piruvato + ADP~p1ruvato + ATP 

Piruvato + NADH + H+~lactato + NAD+ 

14 

iib) Las técnicas más utilizadas para la detección 

de las enzimas y las isoenzimas en electroforesis en gel, son -

las de tinción con sales de tetrazolio debido a la facilidad que 

estas sal~s poseen para reducirse a compuestos poco solubles e -

intensamente coloridos llamados formazanos. 

+ Agente 
N N-C 6H5 Transportador N N-C

6
H

5 / l NADH (PMS) / 
C6H5\ Cl + NAD + C6H5 

N - N-C6H5 

2de hidrógenos 
"'N - N-C6H5 

H 

Cloruro de 2,3,5 - trifeniltetrazolio Trifenilformazano 

Las sales de tetrazolio no reaccionan directamente -

con la coenzima, sino que para que esto ocurra se requiere como i~ 

termediario un agente transportador de electrones como el metilsul 

fato de tetrazolio, que es el que más comunmente se usa, para cata 

lizar la reacción. Se han sintetizado derivados más sensibles y de 

éstos, el bromuro de 2,5-difenil -3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-tetra-

zolio (MTT) ha sido aplicado con éxito en la detección directa de 

+ HCl 
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isoenzirnas. Este compuesto tiene ventajas sobre otros del mismo 

tipo, ya que los formazanos correspondientes son más intensame~ 

te coloridos y presentan un menor grado de difusión en el gel. 

Las reacciones que catalizan las isoenzirnas que se estu 

diaron en este trabajo, así corno el método de detección usado, 

se describen a continuación. 

1.- E.C. 2.6.1.1* Glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT) 

conocida también corno: Aspartato arninotransferasa (ASAT). 

ASAT L-Aspartato + 2-oxoglutarato ~oxaloacetato + L-glutarnato. 

Acoplada con malato deshidrogenasa (MOH) 

MOH, 
Oxaloacetato ~Malato 

~ 
NAOH NAO 

2.- E.C. 2.6.1.2 Glutamato piruvato transarninasa (GPT) 

conocida también corno: Alanina arninotransferasa (ALAT) 

ALAT . L-alanina + 2-oxoglutarato ~p1ruvato + L-glutarnato. 

Acoplada con lactato deshidrogenasa (LOH) 

. t LOH,l t t p1ruva ~e a o 

NAOH NAO 

* Según nomenclatura aprobada por la IUPAC y la IUB. 



3.- E.C. 5.3.1.9 Glucosa fosfato isornerasa (GPI) 

También conocida corno: fosfohexosa isornerasa; fosfoglucosa 

isornerasa. 

GPI Glucosa -6- fosfato · 'fructosa -6- fosfato 

Acoplada con glucosa -6- fosfato deshidrogenasa (G6PO) 

G6PD.. glucosa -6- fosfato~6-fosfogluconato 

~ 
NAOP NAOPH 

"-PMS/ 

MT~orrnazano 

4.- E.C. 2.7.5.1. Fosfoglucornutasa (PGM) 

PGM. 01. eJ... -0- glucosa -1- fosfato~ -O-glucosa -6- fosfato 

OC. -O-glucosa G6PO 
-6-fosfato~-fosfogluconato 

NA~P NAtPH 

\PMS/ 

~ 
MTT Forrnazano 

5.- E.C. 1.1.1.49 Glucosa -6- fosfato deshidrogenasa (G6PO) 

16 

o- Glucosa -6- fosfato+ NAOP G6P0 '6- fosfogluconato + NAOP 
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Glucosa -6- fosfato 

3
NADP \ CFormazano 

G6PD PMS 

6- fosfogluconato NADPH ~ t1TT 

6.- E.C. 1.1.1.40 L-Malato: NADP oxidorreductasa (oxaloacetato 

descarboxilante). Conocido también como enzima málica (ME) 

L-malato + NADP~piruvato + C02 + NADPH 

L- Malato 

3
(NADP \ 

ME PMS 

piruvato NADPH ~ C
Formazano 

MTT 

e) Caracterización de tripanosomas por electroforesis de isoen-

zimas. 

La determinación del patrón electroforético de isoenzimas, 

ha sido ampliamente usado como método taxonómico para varios grupos 

de protozoarios tales como Entamoeba (17), Paramecium (18) y Plas-

modium (19). En Trypanosoma los primeros estudios fueron hechos, e~ 

si simultáneamente por Godfrey (20), con dos enzimas: aspartato-am~ 

notransferasa (ASAT) y alanina-aminotransferasa (ALAT) y por Parr 

(21) con glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD), enzima málica (ME) 

y glucosa-fosfato-isomerasa (GPI) . Ambos autores encontraron diferen 
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cias entre especies en lo que se refiere a número de isoenzimas, 

y solamente en dos casos observaron diferencias entre cepas que 

mostraron distintas velocidades de migración. Trabajos posterio­

res llevados a cabo en Leishmania (22), (23), T. brucei (24) y 

!· vivax (25) pusieron en evidencia la utilidad del uso de las -

_propiedades electroforéticas de las isoenzimas para distinguir 

estas especies, no obstante que solamente estudiaron ALAT y ASAT. 

En 1979 Miles (26) inició la caracterización de !· cruzi 

a través de este parámetro, eligiendo a Brasil como sede de la -

investigación. En este trabajo se estudiaron dos grupos de cepas 

correspondientes a aislados que, de acuerdo con su origen fueron 

llamados selváticos y domésticos. Se determinó su patrón de iso­

enzimas, llamado así porque utilizaron 6 enzimas; ASAT, ALAT, ME, 

G6PD, GPI y fosfoglucomutasa (PGM) para cada aislado, originando 

un perfil de movilidad electroforética más completo. En un traba­

jo posterior (27) se encontraron 3 tipos de patrones electroforé­

ticos debido a las diferentes velocidades de migración de ASAT, 

PGM y GPI: el I correspondiente a aislados selváticos; el II co­

rrespondiente a aislados dométicos, y un patrón también de origen 

selvático, diferente a los anteriores, al que se denominó tipo -

III. 



f) Objetivos 

Hasta la fecha, se han reportado 119 casos humanos de 

infección por T. cruzi (28) en 15 estados de la República Me­

xicana. Además se han encontrado 20 especies de transmisores 

infectados en forma natural, y varias especies pertenecientes 
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a 3 géneros de roedores, los cuales son considerados como re­

servorios. Esto revela que la tripanosomiasis americana existe 

actualmente en nuestro país como enzootia y que existen las con 

diciones necesarias para su transmisión al hombre. 

El objetivo de este estudio es el de caracterizar aisl~ 

dos mexicanos de T. cruzi provenientes de distintas regiones -

de México por medio del comportamiento electroforético de seis 

enzimas presentes en el parásito (ASAT, ALAT, ME, G6PD, PGM y 

GPI). Dicha caracterización puede tener una proyección relevan­

te dentro de los estudios epidemiológicos preliminares que ac­

tualmente se realizan a través del Centro de Investigaciones -

Ecológicas del Sureste (CIES) y otras instituciones que inten­

tan abordar desde un punto de vista integral todos los aspectos 

que conforman el problema, como son: seroepidemiología, clínica, 

transmisores, reservorios, etc. para lograr una mayor compren­

sión de la enfermedad de Chagas en México. 
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El otro punto de interés que ofrece este trabajo, se en 

cuentra en el aspecto taxonómico, esto es, la comparación con -

cepas de T. cruzi procedentes de otro país, específicamente de 

Brasil. 
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II.- lJ!ATERIALES Y METODOS 

a) Cultivo de los tripanosomas. 

El crecimiento de todas las cepas de tripanosomas que -

se estudiaron, se llevó a cabo en matraces Erlenmeyer de 125 rol 

con tapón de rosca conteniendo 5 rol de medio de cultivo LIT (29) 

y se incuban a 28°C (tabla 1). 

La composición del medio LIT es la siguiente: Caldo de -

Schaedler (liver infusion broth) 20g; triptosa, 5.0g; fosfato di 

básico de sodio, 5.0g; cloruro de sodio, 4.0g; cloruro de pota-

sio, 0.4g y dextrosa 2.0g por 1000 rol de agua. Se ajusta el pH -

de la solución a 7.4 con ácido clorhídrico concentrado y se este 

riliza en el autoclave a 20 lb/pul
2 

durante 15 minutos. Los sub­

cultivos se hacen cada 7 días con una concentración inicial de -

5-10 x 10 6 células/rol. El número de tripanosomas se determinó en 

un contador de células (Coulter Counter modelo F) usando una so­

lución de cloruro de sodio al 0.85% y formaldehído al 0.07%. 



Tabla 1. Origen de los aislados mexicanos de T. cruzi 

Aislado 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

lO 

a) Especie no clasificada 

Procedencia geográfica 

Zacoalco, Jalisco 

Briseño, Jalisco 

La Cruz, Jalisco 

Guaymas, Sonora 

Cocula, Jalisco 

Tepechitlan, Zacatecas 

León Brindis, Chiapas 

Zacoalco, Jalisco 

Miahuatlán, Oaxaca 

Yucatán (b) 

b) Localización. geográfica no determinada 

Huésped 

Triatoma barberi 

Humano 

T:tiatoma barberi 

Triatorna<a) 

Triatorna phyllosorna 

barberi 

Triatorna phyllosoma 

pallidipenis 

Humano 

Humano 

Triatorna barberi 

Humano 

N 
N 
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b) Cosecha. 

Los tripanosomas se cosechan en la fase exponencial de -

crecimiento, esto es cuando alcanzan una concentración entre 40 

6 y 50 x 10 cel./ml. se centrifuga un total aproximado de 150 x 

10
6 

células de cada aislado a 10,000 x g durante 10 min. El pa-

quete celular se resuspende en 5 ml de solución amortiguadora de 

fosfato de sodio 0.06M, cloruro de sodio 0.043M y glucosa 0.55M 

y se centrifuga a 10,000 x g durante 10 min. El paquete celular 

se resuspende en DL-ditiotreitol 1~1, ácido epsilon amino capro~ 

co 1mM y EDTA 2mM, e inmediatamente se guarda en un ultracongel~ 

dar a -70°C. 

e) Preparación de los lisados. 

El lisado se obtiene por descongelamiento gradual, colo-

cando en hielo las suspensiones previamente guardadas a -70°C. 

Una vez descongelado (dos horas después aproximadamente) se cen-

trifuga a 12,000 x g durante 15 minutos, se recupera el sobrena-

dante y se le agrega una solución de albúmina de suero bovino, -

de tal manera que la concentración final sea de 5%. Este material 

se aplica al gel. 
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d) Electroforesis de ASAT, ALAT, ME, G6PD, PGM y GPI. 

i) Preparación de las placas para la electroforesis (30) . 

l. Se colocan 5.7g de almidón hidrolizado para electroforesis 

(Sigma Chem. Co. # 54501) en un matraz kitasato de 500 ml. 

y se agregan lentamente y agitando, de manera que no se -

formen grumos, 50 ml de la solución amortiguadora corres­

pondiente (ver tabla 2). 

2. La mezcla se calienta directamente en un mechero bunsen ag! 

tanda fuertemente hasta que la viscosidad disminuya brusca­

mente. 

3. Se coloca en la boca del matraz un tapón de hule horadado y 

se conecta a una bomba de vacío para evacuar el aire de la 

solución. Se tapa con un dedo el agujero del tapón y se ag! 

ta la solución vigorosamente hasta que hierve formando bur­

bujas grandes y queda totalmente transparente. 

4. La solución de almidón se vierte rápidamente en una placa -

de vidrio como la que muestra en la Fig. l. El almidón se -

distribuye uniformemente sobre la placa utilizando un apar~ 



0.7cm 
¡.~ 

1 
1 

1 

~ ... ~~--+'~--------------------------------------------~ ti 7r- --
11... 

o·_¡ __ _ 

23.0 cm 

Figura l. Detalles· de la placa de vidrio usada para la electroforesis 

horizontal en gel de almid6n. 

r-.J 
U"l 



to para hacer placas para cromatografía en capa fina. 

5. El gel se cubre con una charola de plástico para evitar 

cualquier daño en la superficie. Después se guarda en -

frío hasta que el gel se forme completamente. 

ii) Aplicación de las muestras. 
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En la parte central del gel se hacen incisiones de 0.8 cm 

aproximadamente, utilizando una espátula, y se marca el ánodo y 

el cátodo en los extremos del gel. Se empapan por capilaridad -

trozos de hilo de algodón de 0.6 a 0.7 cm con 5 microlitros de 

cada una de las muestras y se aplican con pinzas delgadas en -

las incisiones hechas previamente. 

Una vez aplicadas las muestras, la placa se coloca horizo~ 

talmente en una cámara de electroforesis Gelman (No. de catálogo 

51211). El gel de almidón se pone en contacto con la solución de 

la cámara por medio de tiras de papel Wathman 3: de 7.5 x 13.5 

cm. 
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iii) Desarrollo de la electroforesis 

Tabla 2. Condiciones para la separación de las isoenzimas 

por electroforesis. 

Enzima Sol. amortiguadora Dilución para el Voltaje Tiempo 
de la cámara. gel de almidón. 

ASAT 1 1:9 250v 7 hrs. 

ALAT 2 1:9 lOOv 13 hrs. 

G6PD 3 1:9 200v 9 hrs. 

ME 4 3:37 150v 13 hrs. 

GPI 5 3:37 150v 12 hrs. 

PGM 3 1:9 150v 8 hrs. 

Soluciones amortiguadoras. 

Soluciones de la cámara de electroforesis: 

l. Glicina 0.15M/NaOH: pH 9.5 

2. Tris(a) O.l5M/ácido cítrico 0.0075M; pH 9.0 

3. Tris O .1M/ácido maleico O .1M/cloruro de magnesio O. OHl/EDTA 

O.OlM; pH 7.4 

4. Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.2M; pH 7.0 

5. Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.2M; pH 7.4 

(a) Tris hidroximetilaminometano. 
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e) Detección de la actividad enzimática (revelado de geles) 

Se emplearon dos formas de revelado de geles, dependien­

do de la enzima ensayada. ASAT y ALAT se detectaron in situ, a -

través de la fluorescencia producida por la oxidación de NADH a 

NAD. 

i) Revelado de ASAT y ALAT. 

Procedimiento 

l. El substrato y la coenzima se disuelven en una solución amor­

tiguadora de fosfato de sodio O.lM pH 7.4 (ver tabla 3). 

2. A la solución anterior se le agrega la enzima acoplante (ver 

tabla 2) y se embebe en una hoja de papel filtro (13 x 22 cm.) 

Wathman # 1 distribuyéndola uniformemente. 

3. La hoja de papel filtro empapada se coloca encima del gel evi­

tando la formación de burbujas y se incuba durante 20 min a -

temperatura ambiente. 

4. Se observa con una lámpara de luz ultravioleta de onda larga -
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(366 nm) para visualizar la posición de las bandas. 

S. Se fotografía utilizando una cámara Minolta con filtro amari 

!lo, película blanco y negro ASA 32 y un tiempo de exposi­

ción de 60 segundos. 

ii) Revelado de GPI, G6PD, PGM y ME 

Estas enzimas se revelaron también in situ a través de -

la formación del formazano correspondiente. 

l. Las soluciones usadas para revelar las enzimas se preparan co 

mo se muestra en la tabla 4. 

2. A cada mezcla de soluciones se le agregan ~S rnl de agarosa di 

suelta en agua (mantenida a+ S0°C). 

3. Se añaden 2 ml de MTT (2 mg/ml)y 2 ml de PMS (1 mg/ml). 

4. Inmediatamente después, la mezcla se distribuye uniformemente 

en la placa del gel de almidón, a la cual se le había coloca­

do un molde de las dimensiones del gel y de 3 mm de profundi­

dad. De esta manera el gel de agarosa que contiene todos los 
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componentes para revelar la enzima se sobrepone al gel de al­

midón. 

S. Se retira el molde y la placa se incuba a 37°C hasta que apa­

recen las bandas de color azul localizadas donde se encuentra 

la isoenzima. 

6. El gel se fotografía colocando la placa sobre un megatoscopio 

con película al alto contraste ASA 18 y con un tiempo de exp~ 

sici6n de 1/2 segundo. 



TABLA 3. COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES USADAS PARA DETECTAR 

LAS ISOENZIMAS. 

Solución Metosulfato Enzima Enzima Arrortiguadora Coenzima Substrato Mg Cl2 MTT de Fenazina Agarosa Acoplan te p/revelar 

ASAT e NADH O. 7mM 2-oxoglutarato Malato deshidro-
lmM Acido L. genasa 
Aspártico 15 u/ml 
31.5Mm 

ALAT e NADH O. 7mM 2-oxoglutarato Lactato deshi~ 
lmM L-Alanina genasa 
0.225 M 'V 15 u/ml 

ME A NADP+ 1rnM DL-Malato O.OlM 0.15mg/ml 0.075mg/ml Brrg/ml 
3mMpH7.0 

G6PD A NADP+ 1rnM Glucosa-6-
fosfato l. 3mM O.OlM 0.15mg/ml 0.075mg/ml 8mg/ml 

GPI B NAPD+ 1rnM Fructosa-6- O.OlM 0.15mg/ml 0.075mg/ml Brrg/ml Gluoosa-6-
fosfato l. 2mM fosfato deshidr~ 

genasa 
'V 0.3 u/ml 

PGM A NADP+ 1rnM Glucosa-1- O.OlM 0.15mg/ml 0.075mg/ml Brrg/ml Glucosa-6-
fosfato con fosfato deshidr~ 
gluoosa 1.6 genasa 
difosfato 'V 0.3 u/ml 
3.5rrM 

Soluciones amortiguadoras usadas para revelar 

A. Tris/HCl 0.1M pH 7.4 

B. Tris/HCl 0.1M pH 8.0 
w 

c. Fosfato de sodio 0.1M pH 7.4 f-' 



ENZIMA H20 

G6PD 5.0 ml 

ME 7.0 ml 

GPI 7.0 ml 

PGM 6.0 ml 

TABLA 4. DETECCION COLORIMETRICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

Tris-HCl 0.6M Tris~HCl Q.6M 
.PH 7,4 J?H 8. O 

5.0 ml -

5.0 ml -

- 5.0 ml 

5.0 ml -

(A) Glucosa-6-Fosfato 

(B) Fructosa-6-Fosfato 

C 0 E N Z l M A S 
N,I\D)? A.T!? Mg Cl2 UOJUg/mll_ (.5. Smg/ml) 0.1 M 

1. O. ml 2.0 ml 2,0 ml 

1. O ml - 2.0 ml 

1.0 ml - 2.0 ml 

1.0 ml - 2.0 ml 

(C) Mezcla de Glucosa-Fosfato + Glucosa l-6-Difosfato al 1% 

Substratos 

G6P(A) 
1 Omg /ml 1. Oml 

MALATO O. 1ml 
1.0 ml 

F6P(B) 
10mg/ml l. Oml 

G-1-P~l;6-P(C) 
10mg/ml 2.0ml 

En:;!:;i.mas 
A,coplantes 

G6PD 

G6PD 

w 
N 
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III.- RESULTADOS 

Las figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E y 2F muestran las fotos 

de los zimogramas de cada una de las enzimas estudiadas: ASAT, 

ALAT, G6PD, ME y PGM en los diez aislados mexicanos de T. cru­

zi. 

En los zimogramas correspondientes a ME, G6PD, PGM y -

GPI se puede observar que ninguno de los aislados muestra di­

ferencias. Sin embargo, se puede notar una menor intensidad en 

las bandas correspondientes a los aislados 2, 5 y 10 de G6PD y 

en los aislados 2, 8 y 9 de ME. 

En el caso de ALAT, se puede notar que en los aislados 

1 y 4 no aparece la banda rápida que está presente en los demás, 

y no es porque no exista, ya que cuando se deja incubar hasta -

dos horas, sí se puede detectar, pero simultáneamente a la apa­

rici6n de esta banda, ocurre una gran difusi6n de la banda lenta 

que impide visualizar el zimograma. Se podría pensar que las ba~ 

das rápidas de los aislados 1 y 4 no aparecen (Fig. 2B) porque -

están en menor cantidad que las demás, si se toma como referen­

cia la intensidad de la banda, sin embargo, la intensidad de la 
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banda lenta del aislado 8 muestra una intensid-ad equivalente o 

al menos muy similar a la banda correspondiente de los aislados 

1 y 4 y sí es posible observar la banda rápida. Esto sugiere que 

existen diferencias ya sea en la cantidad o en la actividad de -

la isoenzima rápida entre los aislados 1 y 4 y el 8. 

En el zimograma correspondiente a ASAT se observa que -

los aislados del1 al 7 y el 10 solo tienen 2 isoenzimas, mientras 

que el 8 y el 9 muestran una tercera isoenzima más rápida, sin -

embargo, si se comparan las intensidades de las bandas más lentas 

también se puede notar que existe una mayor cantidad de muestra 

en estos aislados. Esto indica que la menor cantidad de muestra -

en los aislados no permite detectar la isoenzima más rápida en -

los aislados de 1 al 7 y en el 10. Cuando se dej6 incubar hasta -

90 min., apareció la banda más rápida. 

El análisis de los 6 zimogramas muestra que no existen d~ 

ferencias, tanto en el número como en la movilidad electroforéti­

ca, de las isoenzimas entre los 10 aislados mexicanos de T. cruzi. 
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2 A: ASAT 2 B1 ALAT 

2 D: G6PD 

lO 10 

? r. ') 6Pf 
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IV.- DISCUSION 

Es en cierta manera sorprendente el hecho de no en­

contrar diferencias significativas en los patrones isoenzimáti­

cos obtenidos de aislados mexicanos provenientes de una zona 

. geográfica tan amplia que comprende desde estados situados al 

norte del país como Sonora hasta los del sureste como Yucatán 

y además procedentes de distintos ciclos de desarrollo de !· 

cruzi, esto es, de humanos (huésped mamífero) y de triatomas 

(insecto vector}. En otros estudios, principalmente los hechos 

en Brasil y usando un número relativamente grande tanto de 

aislados provenientes de diferentes regiones como de enzimas, 

si se han encontrado diferencias entre los aislados. 

Es interesante hacer notar las diferencias que se 

observan entre los patrones de isoenzimas de aislados mexica­

nos y los de aislados brasileños, estas diferencias se mani­

fiestan tanto en número de bandas como en la velocidad de mi­

graci6n de éstas. Las figuras 3A a 3F presentan los patrones de 

isoenzimas de aislados de !· cruzi de dos regiones de Brasil; 

(Sao Felipe, Bahía y Belem, Pará, situadas a 2500 Km de distancia} 

y los de aislados mexicanos. La table 5 muestra los patrones de 

isoenzimas agrupados según su sitio de aislamiento, en ella se 

observa que todos los patrones de aislados brasileños, aún los 
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FOSFOGLUCOMUTASA 
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3D a b e d e f 

MALATO DESHIDROGENASA 
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3E a b e 
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TICOS DE AISLADOS MEXICANOS Y BRASILEÑOS 1---1 

DE I. CRUZ! 2.0cm 



Tabla S. Comparaci6n de la combinación de patrones isoenzimáticos 

entre aislados de !· cruzi de México y BrasiL 

SAO FELIPE (BRASIL) BELEM (BRASIL) MEXICO 

ISOENZIMAS SF1 SF2 SF3 SF4 SFS Bl B2 B3 B4 Ml 

ASAT e a b a b e a b e e 

GPI a a b a b b a b d e 

PGM e a b a b f a b d e 

ALAT - a b a b - a b - e 

G6PD - a b a b - a b - e 

ME - a b a b - a b - e 

w 
\D 

';.\;": 



provenientes de una misma región, muestran diferencias, en 

contraste con los patrones de aislados mexicanos que son 

idénticos entre si, pero distintos a todos los de brasileño~. 

Como se mencionó anteriormente, Miles (26,27) clasi-

ficó los aislados brasileños de !_. cruzi en tres grupos que 

'son independientes del huésped y del medio de cultivo empleado 

para mantenerlos. Dos de estos grupos causan el cuadro agudo 

de la enfermedad de Chagas y el tercero provoca tanto el 

cuadro agudo como el crónico. Los dos primeros grupos fueron 

denominados selváticos, ya que los triatomas transmisores del 

parásitQ son de hábitos selváticos y el tercero fue clasificado 

como doméstico, pués el vector responsable ·es un vector de 

hábitos domésticos. 
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Recientemente, en dos es·pecies de naegleria (.31), 

Naegleria fowleri y Naeg·leria gruberi, SE;! diferenciaron cepas 

patógenas y cepas no patógenas, mediante su patrón de isoenzi­

mas, usando 7 enzimas. Este interesante hallazgo abre una impor­

tante línea de estudio, ya que permite correlacionar el patrón 

de isoenzimas de un organismo con su patogeriicidad. 

Las consideraciones anteriores alientan a la realiza­

ción de un estudio epidemiológico para tener la historia lo más 



completa posible del aislado, que incluya la clasificación y 

la localización geográfica del vector así como sus hábitos, 

la caracterización de los síntomas, los rasgos serológicos y 

electrocardiográficos etc. Esto permitiría contar con todos los 

factores que intervienen para poder determinar si existe o no 

alguna relación entre patrones de isoenzimas y patogenicidad. 

Ya que en este estudio no se pudieron encontrar diferencias 

significativas en los aislados mexicanos, una ventaja que 

ofrece la realización de un estudio epidemiológico, sería el 

poder contar con un número mucho más_ grande de aislados, lo 

cual ampliaría las posibilidades de encontrar diferencias en 

los patrones isoenzimáticos. 

En resumen, estos datos conducen a las siguientes con­

clusiones: 

l. Que existe una gran homogeneidad entre todos los aisla_dos 

mexicanos de T. cruzi independientemente de su procedencia 

-geográfica y de su ciclo de vida. 

2. Que este conjunto de aislados mexicanos, es distinto en las 

seis enzimas estudiadas a todas las cepas brasileñas. 

3. Que no obstante de que en cepas de Nagleria se'ha visto que 

41 



las patógenas presentan un patrón isoenzimático diferente 

al de las no patógenas, a la fecha todavía no se ha podido 

observar este tipo de correlación en cepas de T. cruzi, 

aunque los resultados de los estudios de aislados brasile­

ños indican una posible asociación de los diferentes patro­

nes isoenzimáticos con el grado de patogenicidad. 
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