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RESUMEN

Se ensayo la técnica de criopreservacidén de formas sangui-

' neas 'y de medio de cultivo de Trypanosoma cruzi, basandose en

la técnica de congelacidn lenta, utilizando dimetilsulfdxido
como agente crioprotectante. Se congelardn voldimenes de 1 'ml
en viales de polipropileno mantenidos a -196°C en Nitrdgeno
ligquido. Las muestras se evaluardn a los 30, 60, 105, 190 y
210 dias mediante el recuento de las formas mdviles y por cur-
vas de crecimiento.

El mayor porcentaje de recuperacidn en las formas sangui--
neas fue del 64% en los primerocs dos meses despues fue disminu
yendo conforme pasaba el tiempo hasta los 210 dias donde se ob
tuvé un 23% de recuperacidn. Con respecto a medios de cultivo
la recuperacidén mds alta fue a los 30 dias, disminuyendo confor
me pasaba el tiempo, llegando a un 148 a los 210 dias.

La éabacidad infectante de los hemoflagelados de las formas
sanguineas se evalud por indculacidn a ratones donde se obtu-
vierdn las curvas de parasitemia en donde se presento una fa~
se de latencia y una fase de crecimiento logaritmico,lo cual
tuvo un comportamiento similar a la del grupo control.

Regpecto a medios de cultivo se evalud mediante la observa-

¢idn de la movilidad de los tripanosomas.



/.~ INTRODUCCION -

/“La’criopreservacidn es una técnica que ha demostrado te-

gran uﬁilidad para mantener lineas celulares estables

ahréﬁhe'piolbﬁgados periodos de tiempo.

Esta .técnica se ha utilizado para la conservacién de pro
* tozoarios tanto de vida libre como pardsitos y son diversos
los autores que han comunicado la conservacidn por congela-

cién de distintos tipos morfoldgicos de Trypanosoma cruzi.

Estos autores han utilizado como agentes crioprotectores --
glicerol o dimetilsulfdxido (DMSO), utilizando temperaturas

finales de -70°C o -196°C.

La evaluacidén de los resultados obtenidos despues de la
criopreservacién de Trypanosoma cruzi en liquido de Nitrdge
no se ha basado en la determinacién de la sobrevivencia ‘del
pardsito y el estudio de sus caracteristicas bioldgicas; co
mo son la movilidad y la capacidad del pardsito para multi-
plicarse en los hospederos vertebrados y/o en medios de cul

tivo.

La importancia de la criopreservacidén de Trypanosoma cru-

.zi a bajas temperaturas es:



a) Bajo una técnica estandarizada mantener las caracteristi

cas del parésiho lo mas integras a la cepa original.

b

Prevenir cambios inciertos que probablemente puedan ocu-
rrir en la poblacidén de Trypanosoma cruzi cuando son man
tenidos en animales de laboratorioc o en medios de culti-

vO.

c) Disminuir el riesgo que se presenta durante el manipuleo
de un gran nimero de cepas bajo las condiciones experimen

tales en el laboratorio.



MARCO TEORICO

La:palabra criopreservacidn deriva de la raiz etimologi-

S.can = ...frio, por lo que al proceso se le considera un --
p;ocedimiento de conservacidn y almacenamiento basado en la
utilizacidn de bajas temperaturas. Es por ello que su obje-
ti&o es la de eliminar todas las alteraciones dependientes
del tiempo que normalmente ocurre en un sistema bioldgico -
cuando son mantenidos por periodos prolongados de tiempo.

(8, 9)

Los métodos de criopreservacién se han clasificado en dos:

1.- una congelacidn lenta que depende del agente criopro-
tector el cual penetra y protege a la célula a una -
concentracidén multimolar.

2.- una congelacidn rdpida en donde el agente crioprotec
tor no penetra a la célula y su concentracidén molar

es baja.

El factor principal de riesgo en un proceso de criopreser
vacidn es la velocidad de enfriamiento, debido a esto se ha
sugerido la utilizacidén al inicio de la congelacidn, un des-
censo termico de 1-2°C/min hasta llegar a -20°C o -30°C.

(1, 5, 6)



Seqin Fltzgerald y Levxne, 1961 cxtado en (1); mencionan
que -otro factor 1mportante es la establlldad de la tempera-
tura durante el almacenamxento, en donde las fluctuaciones
»afectaban considerablemente 1la sobrevivencia de los organig
mos.

Es también importante mencionar que un descongelamiento
rdpido a 37°C durante 2 minutos en bafio maria da resultados
satisfactorios en la recuperacidn, este mecanismo evita la
formacidn de cristales que afectan la viabilidad de las cé-

lulas criopreservadas. (13)

En un proceso de criopreservacién las membranas celulares
juegan un papel muy importante, ya que su permeabilidad al
a§ua y a los agentes crioprotectantes influye en los eventos
fisicos que ocurren intracelularmente; es por ello que resul

ta ser el principal sitio de daflo. (10)

El evento que ocurre durante un proceso de congelacidn
cuando las células son sometidas a bajas temperaturas, es
que alcanzan el equilibrio dependiendc de su permeabilidad
hacia el agua. Cuando ellas son enfriadas lentamente y su
permeabilidad al aqua es alta, alcanzan el equilibrio por la
transferencia del agua intracelular hacia el hielo externo,
en otras palabras alcanzan el equilibrio por deshidratacidn.

(8, 10)



Acerca del dafic celular que puede ocurfir en.la congela-

cidn no se han hecho investigaciones, pero se tiene una hipd

tesis de "doble factor", la que nos propone que el dafio celu

lar se

1.-

Los

debe a:
alteraciones en las propiedades de las soluciones in-

tracelulares y extracelulares, refleja el hecho de -

que las células enfriadas a un menor grado dptimo de
su temperatura, provoca una muerte por exposicidn pro
longada a la solucidn quien cambia las caracteristicas
fisico-quimicas del medio extra e intracelular.

congelacidn intracelular, cuando las células son en-

friadas a un mayor grado de su teﬁperatura dptima pro
bablemente ocasiona una congelacidn intracelular, por
lo que el tiempo es Jdnsuficiente para gue el agua de
la célula difunda hacia fuera en respuesta a la dife-
rente presidn de vapor entre la congelacidn del medio
externo y la solucién congelada del medio interno.

(8, 10)

estudios que se han hecho con los crioprotectores in-

dican que la mayor sobrevivencia de las células que han sido

expuestas a un proceso de congelacidn-descongelacidn solamen

te se logra con la presencia de agentes quimicos que mejoran

la permeabilidad de la célula y/o protegen a la membrana ce-

lular.



: Segﬁn Meryman, 1971 (11); los agentes crioprotectores han

sido clasificados tradicionalmente en dos grupos:
1.~ Agentes penetrantes, los cuales a concentraciones
altas protegen la vida celular contra el dafio de una

lenta congelacidn.

2.- Agentes no penetrantes, protegen efectivamente a una

baja concentracién molar y generalmente requiere ma-"

yor rapidez de enfriamiento.

Entre los agentes crioprotectores penetrantes tenemos:
el glicerol descrito por Polge, Smith y Parkies en 1949; Lo-
velock y Bishop en 1959 demostraron un mejor efecto del dime
tilsulféxido (DMSO), entre otros compuestos penetrantes pode
mos mencionar al etilenglicol, etanol, metanol, acetato de

amonio y trimetilaminoacetato (TMAA}.

El mecanismo por el cual un agente crioprotector penetra
previniendo el dafio celular es debido a sus propiedades coli
gativas de formar puentes de hidrégeno y esto tal vez nos in
dique la capacidad del agente protector para ligar o susti-

tuir el agua. {11)



L6§ f%cfofESEQﬁé‘Se ;bman en cuentabpara'que un agente *
cfiptétebtbf‘ﬁegrcon;eniente son:
<"baja toxicidaa.
i aité solubilidad en agua y capacidad de enlace con ella.

- tener facilidad de penetracidén por las membranas celulares.

Entre los agentes crioprotectores no penetrantes tenemos
compuestos de macromoléculas como la polivinilpirrolidona,
algunos azdcares como la sacarosa, lactosa y glucosa, alco-
holes de aziicares como manitol y sorbitol,'éolimeros de al-
middn, los cuales su capacidad crioprotectora efectiva se lo

gra a bajas concentraciones, (11)

El mecanismo por el cual otorga proteccidn no ha sido es-
tablecido, pero se ha propuesto uno a nivel extracelular, la
preséncia de estos agentes altera la permeabilidad de la mem
brana, en donde una salida irreversible de solutos puede ocu
rrir bajo la presencia de un cambio osmdético. El cambio hi-
pertdnico es disminuido durante el congelamiento por la en-
trada de solutos extracelulares y la lisis hipdtonica es im-
pedida durante el descongelamiento por la salida de solutos.

(11)



FUNDAMENTACION: EN' L EL-PROBLEMA -

Los protozoarios Elagelados que viven en. la sangre y los
tejidos del hombre pertenecen a la familia Trypanosomatidae.
Sus cuerpos son tipicamente alargados mds o menos aplanados
y con un flagelo sencillo que se origina en el blefaroplasto,
cerca del cual se encuentra el cinetoplasto. El blefaroplas-
to se encuentra en la parte anterior, media o posterior del
cuerpo. Cuando el blefaroplasto se localiza en la parte pos-
terior la porcidn basal del flagelo forma el borde externo

de la membrana ondulante. (3, 15, 19)

Dentro de los géneros de interés médico se encuentra el
género Trypanosoma, el cual ocasjiona en el hombre dos tipos
de enfermedad: (1) la tripanosomiasis africana o enfermedad
del suefio cuyos agentes etioldgicos, T. gambiense y T. rho-
desiense, son transmitidos al hombre por moscas hematdfagas
del género Glossina (mosca tsé-tsé); (2) ‘la tripanosomiasis
americana o enfermedad de Chagas cuyo agente etioldgico, Try-

panosoma cruzi es transmitido al hombre por insectos redidvi-

dos de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus (chin-

che besucona). (19)

En Brasil, Venezuela, Colombia, Panamd, El Salvador, Cos-
ta Rica y Guatemala se han descrito casos humanos de una in-~
feccidn tripanosomidsica aparentemente asintomdtica, el orga

nismo causante parece que se trata de Trypanosoma rangeli,




el cual es transmitido por la picadura de la chinche reduvi
da Rhodnius prolixus y algunas otras especies r;lacionadas.
No han aparecido signos algunos de patogenicidad en volun--
tarios infectados natural o experimentalmente. El pardsito
puede ser aislado del torrente sanguineo, algunos meses des
pues de la infeccidn. Esta infeccidn se ha encontrado de for
ma natural en el perro, multiplicandose en diversos animales
de laboratorioc, asi como en animales domésticos y salvajes,

en ninguno de los cuales parece producir enfermedad. (19)

Las formas de desarrollo de Trypanosoma cruzi son:

1.~ Amastigote. Su forma es redondeada y ovalada y no posee
flagelo libre. Este estade es esencialmente
intracelular, los hemoflagelados se dividen
por fisidn binaria. {fig. 1)

2.- Promastigote. El cinetoplasto se localiza en el extremo
anterior al cuerpo. El flagelo es pequefio y
surge de la parte anterior final y no hay
membrana ondulante. (fig.2)

3.- Bpimastigote. El cinetoplasto esta situado anteriormente
al micleo, el flagelo surée de este sitio,
extendiendose libremente. La membrana ondu-
lante es mds pequefia que en el estado de tri

pomastigote. (fig. 3)



A.- Tripqﬁastigote. El ginetoplasto se ha situado al extremo
posterior del niicleo y el flagelo surge ex-—-
tendiendose libremente. El cuerpo del pardsi
to es conectado al flagelo por la membrana -
ondulante. Esta fase se puede encontrar en
la sangre de los huéspedes mamiferos donde
no se reproducen, y en el intestino posteri-
or de los triatominos como tripomastigotes -
metaciclicos. (fig. 4)

{2, 18)

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es -
una histopardsitosis de cardcter endémico que afecta tanto
al hombre como a mamiferos domésticos y silvestres estando
ubicada en la categoria de las zoonosis. La enfermedad se -~
considera exclusivamente del continente americano, la cual
afecta a muchos paises a excepcidn de Canadd, Surinam, y --

Guyana.

Las zonas endémicas mds importantes estan en Brasil, Chi
le, Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia, Ecuador, Colombia,
Venezuela, Guatemala y en los Estados de Zacatecas, Jalisco,
Michoacdn, Guerrero, Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Nayarit, Yuca
tdn, Queretaro, Puebla, Morelos, Veracruz y Sinaloa en la

Repiblica Mexicana. (fig.6) (16, 17)



De los vectores mds involucrados en la transmisidn del pa

rdsito al hombre se encuentra el género Triatoma y Rhodnius

ya que son los que tienen hdbitos intradomiciliarios.

El-cuadro clinico presentado por el huésped varia en fun

cidn de la virulencia de la cepa, cantidad del indculo, la

inmunidad, estado nutricional y edad del individuo afectado.

La enfermedad de Chagas se puede presentar en tres fases:

aguda, subaguda y crdnica. Los signos y sintomas predominan

tes en las zonas endémicas son: el de Romafa y el chagoma de

inoculacidn.

Fase aguda: A menudo se caracteriza por chagoma, fiebre y
hepatoesplenomegalia, dura dos a tres semanas
y la mayoria de las veces va acompafada de al
ta parasitemia.

Fase latente: No se observa enfermedad clinica, pero si
una parasitemia baja, al parecer debido a la
constante multiplicacidn del pardsito en va-
rios drganos.

Fase crdnica: Se caracteriza por miocarditis progresiva o
dilatacidn irreversible de visceras huecas y
es muy dificil demostrar la presencia del pa-

rdsito. (14, 17)



La enfermedad de Chagas tiene un gran impacto sobre la
salud piblica latinoamericana debide a su amplia distribuci-
6n_geogréfica, su elevada prevalencia, disminucidn de la es-
peranza de vida y particularmente sobre la calidad de ésta;
va_ que con frecuencia tal enfermedad es invalidante lo que
a su vez repercute desfavorablemente sobre la economia de

los bueblos que la sufren. (17)

Las infecciones por Trypanosoma cruzi en el hombre son di
ficiles de evaluar porque la mayoria de las infecciones ocu-
rren en zonas rurales en donde los servicios médicos y de la
boratoric son deficientes o no existen, se estima que la mor
talidad durante la fase aguda es de 2 a 10% con predominan-
cia en los nifios. Esta tripanosomiasis humana en algunas re-
giones del pais constituyen un problema en la salud piblica,
es por esto que el estudio de las caracteristicas bioldgicas,
inmunoldgicas, fisioldgicas y estructurales del Trypanosoma
cruzi en los laboratorios sea mediante el uso de medios de
cultivo o indculando animales de laborétorio, teniendo ambos
desventajas con respecto al tiempo. Es asi como el método de
criopreéervacidn sea una alternativa de mantener al pardsito
con sus caracteristicas afines a las cepas originales y brin
darnos un método de transporte adecuado para las especies -

traidas de diferentes regiones y en sus diferentes formas de



desarrollo; y gque disminuya el riesgo de infeccidn en el la
boratorio, ya que siempre presenta un peligro el manejo de
un gran nimero de especies bajo las condiciones experimenta-

les. (6, 9)
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FIG. 1 AMASTIGOTE

FIG. 2 PROMASTIGOTE



FIG. 4 TRIPOMASTIGOTE

Tomado de la referencia (21)



FIG. 6 DISTRIBUCION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO

(ESTADOS CON CASOS POSITIVOS)

Tomado de 15 referencia (17)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la importancia de la enfermedad de Chagas producida
por Trypanosoma cruzi y que se encuentra de forma endémica
en diversos estados de la Repiblica Mexicana es necesario
conocer mejores técnicas de conservacidn y almacenamiento
para mantener cepas de referencia y sirvan para la identi-
ficacidn y el estudio de las caracteristicas bioldgicas,
inmunoldgicas y bioguimicas a partir de las cepas origina--
les; ya que este pardsito se mantiene en el laboratorio por
pases en ratdén o por pases en medios de cultive difdsico lo
cual requiere de mayor precaucidn, de mayor inversidn de

tiempo y de un costo alto.

Los inconvenientes que se tienen al utilizar medios de
cultivo es que las cepas pueden ser inestables en sus carac
teristicas bioldgicas ya que la poblacidn se esta reprodu--
ciendo constantemente y por 1o mismo esta sujeta a selec-
cidn por las condiciones en las cuales se mantienen, debido
a que las caracteristicas de los medios de cultivo son dife
rentes a las del hdbitat de donde fueron aisladas, sufrien-

do cambios morfoldgicos, fisioldgicos e inmunoldgicos.



Al igual que los medios de cultivo los pases sucesivos en
ratén por un periodo largo nos dan desventajas como el poli-
morfismo que presentan, incapacidad de infectar a huéspedes

invertebrados y de crecer en medios de cultivo.

Debido a lo anterior se requiere la utilizacidn de un mé-
todo de conservacidén que nos proporcione mayores ventajas co
mo es 15 criopreservacién, la cual nos puede mantener las
caracteristicas bioldgicas originales de las cepas por perio

dos prolongados.

El objetivo principal de un proceso de criopreservacidn
es eliminar todas las alteraciones dependientes del tiempo
que normalmente ocurren en los sistemas bioldgicos, por pe-

riodos prolongados. {6)
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HIPOTESIS

Los tripanosomas con un agente crioprotector como el dime
tilsulfdéxido, congelados y almacenados en Nitrdgenc liquido
por periodos prolongados, conservaran su viabilidad y su vi-
.tulencia, por lo que al descongelarlos después de varios me-
ses se multiplicardn en medios de cultivo e infectaran a ra-

tones de laboratorio.
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OBJETIVO GENERAL

) ifrégeno liquido por periodos prolongados

‘sanguineas .y de cultivo de Trypanosoma cruzi.

'OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1. Ensayar :una técnica de criopreservacién para formas san

¥ éuineas y de cultivo de 'i‘rzganosoma cruzi.

1.2. Comprobar la viabilidad e infectividad de los tripano--
somas sanguineos despues de la criopreservacién median-
te su inoculacién en ratones blancos y su efecto en —--

ellos.

1.3. Determinar su viabilidad de las formas de cultivo crio-
preservadas en medios de cultivo difdsico de gelosa san

gre con solucidén salina.
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MATERIAL
_.'A). BEQUIPO

~-Incubadora marca MAPSA modelo EC-334

'Q_Baianza analitica marca SARTORIUS

- Baianza granataria marca OHAUS modelo Florham Park

- Tanque de Nitrdgeno marca UNION CARBIDE modelo XR-8 222-08-NO

- Microscopio dptico binocular

B) MATERIAL BASICO

Tubos de ensaye con tapdn de rosca

Portacbjetos

Cubreobjetos 22 x 22 mm del N°1

Pipeta para cuenta de gldbulos blancos

Cdmara de Neubauer

Termémetro 10°C a -50°C

- Pipeta automdtica 5 ul

Puntillas para pipeta automdtica
~ Contador manual marca TAMACO

- Viales de polipropileno 2 ml

Jeringas desechables estériles 1ml, 5ml
- Pipeéés Pasteur

Mechero bunsen
- Mechero fisher

- Matraz Erlenmeyer 250 ml



C).MEDIO DE CULTIVO
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- Base de Agar Sangre marca BIOXQNjioée

- Sahgte desfibrinada de
D} REACTIVOS

- Dimetilsulfdxido marca
- Acetona marca
- Glicerol marca
- Metanol marca
- Cloruro de sodio marca
- Hielo seco

- Agua destilada

E} MATERIAL BIOLOGICO

- Trypanosoma cruzi cepa

carnero -

BAKER ANALYZED
BAKER ANALYZED
BAKER ANALYZED
BAKER ANALYZED

BAKER ANALYZED

CID

lote
lote
lote
lote

lote

ne 04620181

141627
39860
39011
39074
39014

- Ratones blancos cepa NIH hembras de 18 a 20 gr.
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MATERIAL ¥ METODO

MATERIAL BIOLOGICO

1. Se utilizé la cepa CID de Trypanosoma cruzji aislado de un’
caso humano en el estado de Oaxaca, Oax. B
2. Se utilizardén ratones blancos, hembras de la cepa NIH de

18-20 gr.

OBTENCION DE TRIPANOSOMAS DE MEDIOS DE CULTIVO

Se sembraron tubos con gelosa sangre/solucidn salina con
Trypanosoma cruzi, se incubarén a 28°C. Después de 30 dias
— .
se observdé el crecimiento de tripanosomas, cuando fue abun-
dante y no hubo contaminacién bacteriana se considerardn po-

sitivos para la criopreservacidn.

OBTENCION DE TRIPANOSOMAS SANGUINEOS

Se inoculardn 20 ratones blancos cepa NIH, de 18-20 gr -~-

hembras, por via intraperitoneal con Trypanosoma cruzi cepa

CID al gquinto dia se revisarén mediante una gota de sangre
obtenida por puncién de la cola del ratén y se observdé al mi
croscopio a 40X, as{ se procedio cada tercer dia hasta que
se tuvierdn 10 o mds tripomastigotes sanguineos por campo a
40X, se procedid a sangrar a los ratones por puncidn cardia-

ca con una jeringa heparinizada.
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CRIOPRESERVACION DE FORMAS DE MEDIOS DE CULTIVO

Y DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS

Separadamente los tripanosomas procedentes de diferen---
tes fuentes se suspendieron con dimetilsulféxido (DMSO) rea-
lizando una dilucidn {1:10), trabajandose en condiciones --

" frias utilizando un bafio de hielo y en condiciones de este-

rilidad.

Se realizd una cuenta de los tripanosomas con solucién sa
lina en cdmara de Neubauer haciendo una dilucién 1:20 con

una pipeta para globulos blancos.

Se colocé 1.0 ml de los tripanosomas en viales de polipro

pileno con tapén de rosca estériles y se procedié a congelar.

Los viales se mantuvieron en un bafio de hielo a una tem--

peratura de 4°C.
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’Después se pasarén al sigquiente sistema: en un recipiente
grande se colocdé hielo seco con acetona; dentro de este ba-
fio. se colocd un recipiente el cual contenia glicerol, y den-
tro de este Gltimo otro recipiente el cual contenia los via-
les y el metanol, se pusé un termémetro para controlar la --
velocidad de descenso de la temperatura de 1-2°C/min hasta
llegar a -50°C, después se pasarén los viales a un congela--
dor con hielo seco para tener una temperatura de -70°C y se
dejdé minimo 2 horas. Después se almacenaron en tanques de --
Nitrdgeno liquido durante 30, 60, 105, 190 y 210 dias.
(fig.7)

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD E INFECTIVIDAD DE LOS TRIPANO-~
soMas

Se descongelardn cada vez un vial a los 30, 60,105, 190 y
210 dias después de haber realizado la criopreservacidn.

Se sacarén los viales del Nitrdgeno liquido y se paso ra-
pidamente a un bafo marfa a una temperatura de 37°C., Se rea-
1izé una cuenta de los tripanosomas viables en una cdmara de
Neubauer utilizando una solucidn salina al 0.85% realizando
una dilucidn 1:20 con una pipeta de gldébulos blancos. Se ing
cularén 6 ratones con las formas sanguineas y se observd la
infectividad de los tripanosomas realizando curvas de parasi

temia.
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Las formas de medio de cultivo se descongelarén a 37°C y
se sembraron en tubos con agar sangre/solucién salina, se -
idenéificé la viabilidad de los tripanosomas al quinto dia
de ser sembfados ohservando crecimiento y movilidad de los

tripanosomas durante dos semanas.

CURVAS DE PARASITEMIA

Se tomé una gota de sangre de la cola del ratén con la -
pipeta automdtica midiendo 5.0 ul, teniendo la precaucién -
de que no se formaran burbujas, se colocé la gota ae sangre
en el portaobjetos limpio y se pusé un cubreobjetos de 22 x
22 mm del n°1 de manera que abarcard toda la zona del mismo.
Se realizd la cuenta de tripanosomas mdviles a 40X en 100

campos con un contador manual.
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RESULTADOS

A) Porcentajes de recuperacidn.

Los resultados obtenidos se sacardén mediante un promédio,

_ya que se realizd el experimento por duplicade.

1.1,

Medios de cultivo

Se obtuvé una recuperacidén del 14 al 50%, Las tazas
de recuperacién mds alta fue a los 30 dias, disminu-
yendo esta conforme paso el tiempo, llegando a un 14%
a los 210 dias. Se tomd en cuenta aquellos tripanoso
mas que poseian buena movilidad. (Grdfica 1)

Formas sanguineas

En las formas sanguineas se obtuvd una recuperacidn
que va del 23 al 64%; siendo los primeros dos meses
el mds alto porcentaje de recuperacidn, se observa
que conforme va pasando el tiempo la recuperacién de
los tripanosomas va disminuyendo siendo a los 210

dias un porcentaje del 23%. (Grdafica 2)

B) Determinacién de_ la viabilidad e infectividad

1.1.

Viabilidad en medios de cultivo.

Se determind observando al microscopio si habia ére-
cimiento y conservaban su movilidad los tripanosomas,
al tercer dia despuéds de descongelarse se observaban
con poca movilidad, al pasar el tiempo iban cobrande
su movilidad y el nimero de tripanosomas fue aumentan

do.
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1;2. Curvas de parasitemia.

Se determindé la capacidad infectante de los tripano-
somas sanguineos congelados, indculando 100,000 t/ml

a ratones blancos. Se obtuvd una infectividad semejan-
te a los pardsitos no congelados, observandose una al-
ta parasitemia entre los 20 a 30 dias en los primeros
dos meses, despuds de los 105 dias se observa que el
nimero de tripanosomas fue disminuyendo y las curvas
fuerdén decreciendo conforme pasaron los dias.

( Grdficas 3,4,5,6,7)
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L nIscuSmn DE LOS RESULTADOS

En este trabajo se ensayo la técnica de criopreservacidn

para Trypanosoma cruzi, utilizando el método de enfriamiento

gradual utilizando como agente crioprotector el dimetilsulfd—-
xido {DMSO) al 10%. Los porcentajes que obtuvimos en la recupe
racién de formas sanguineas fueron del 23 al 64% (grdfica n°2)
de los cuales el mayor porcentaje de 64% se obtuvd a los 30 y
60 d;as despues de haber criopreservado; entre los 105 y 190
dias los porcentajes de recuperacién fueron disminuyendo, te--
niendo como resultado un 61% y 53% respectivamente, el menor
porcentaje de recuperacidén fue a los 210 dias siendo este del

33%.

Aunque el porcentaje de recuperacidn entre los 190 y 210 --
dias son bajos, menores al 50% se observd que los tripanosomas
poseian muy buena movilidad y al indcularse en los ratones --
eran viables ya que infectaban a éstos produciendoles un cua- .

dro patoldgico e incluso hasta la muerte.

El tiempo de almacenamiento que se mantuvé a los viales fue
de 210 dias (7 meses), la recuperacidn gque obtuvimos fue mayor
en los primeros dos meses y fue disminuyendo conforme pasaba
el tiempo, este podria haberse prolongado y verificar si los
tripanosomas eran viables e infectivas despues de un afio. Y

observar si sequian el mismo comportamiento.
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Losrporcentajes obtenidos comparados con otros autores que
cohgelarén formas sanguineas fueron menores, obteniendo ellos
arriba del 80%, como es el trabajo realizado por Engel, J.C y
cdlaboradores.(S) realizardn la criopreservacidén de Trypanoso-
ma éruzi, utilizando una mezcla protectora con glicerol, yema
de huevo y glucosa, teniendo una recuperacidn arriba del 80%,
esta mezcla que utilizarén pudo darle mayor proteccidn al pa--
rdsito ya que la yema de huevo es rica en proteinas y la gluco
sa es fuente de energia, esto podria ser dos factores importan
tes que se tomarian en cuenta para obtener una mayor recupera-

cién.

En un proceso de congelacidn un factor importante es la ex-
posicién al agente crioprotector, por lo que fue determinante
el mantener frio el DMSO ya que a temperatura ambiente dafa a

los tripanosomas.

Con respecto a las curvas de parasitemia (grdficas 3, 4,5,
6, 7) estas se obtuvierdn de muestras sanguineas; en donde ob-
servamos que los tripanosomas después de haberse congelado-des
congelado fueron infectivos para los ratones obteniendose un
periodo de latencia en los primeros dias (4-8 dias) y después
un pico mdximo de pardsitos en sangre pasando despuds a un des
censo en el numero de tripanosomas, donde seguramente estos

tripanosomas se establecieron en otros érganos como es e} cora
zén, higado o bazo. ESTA IES'S HQ DEBE
SR BE LA BIBLIOTECH
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Las curvas de parasitemia de los tripanosomas congelados fue
ron comparadas con una curva control de pardsitos no congelados
en donde observamos que:

a) En la gréfiéa n°3 que corresponde a la descongelacidn pasado
. .
30 dias observamos que ambas curvas de parasitemia son muy se-
mejantes, teniendo el mayor numero de tripanosomas entre los 20
y los 25 dias, siendo en ambas la cantidad muy cercana a los -
30,000 t/5 mm3, después se observa que va disminuyendo el mime
mero de tripanosomas; este comportamiento semejante nos indi-
ca que la cep; no ha sufrido alteracidén algquna por la congela-
cién.
b) En ia grdfica n°4 cuando se descongeld después de 60 dias
el cﬁmpbrtamiento de los tripanosomas congelados es semejante
a la curva ée los tripanosomas no congelados; pero se observa
que el nimero ée tripanosomas ya fue disminuyendo, siendo la
cantidad mdxima de 24,000 t/5 e
c) En la grdfica n°5 a los 105 dias despuds de descongelar el
nimero de pardsitos es mucho menor teniendo un mdximo de 16,000
triéaqosomas, pero el comportamiento es el mismo: una fase de
latencia, una f;;e de multiplicacidén y después un descenso en
donde probablemente los tripanosomas ya se encuentran en los -
érganos dei huésped.
d) En las grdficas 6 y 7, a los 190 y 210 dias se tuvieron ---
15,000 y 1?,000 t/5 mm3 respectivamente. Como se observa hay un

aumento en el nﬁmero‘de tripanosomas.
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Como se observa el comportamiento del pardsito es semejante
en todas las curva, peroc vemos que a medida que pasa el tiempo
el pimero de tripanosomas viables va disminuyendo; peroc a pe-

sar de esto si fueron capaces de infectar a los ratones.

Este comportamiento se debe probablemente a que se pudiera
afectar a nivel ultraestructural a los tripancsomas (12) en glx
complejo que se forma en la estfuctura cinetoplasto-mitocondria
ya que son organelos donde el tripanosoma contiene DNA y a la.

vez su fuente de energia.

Con respecto a medios de cultivo se han trabajado pocos
éxperimentos, nuestros resultados de recuperacidén son bajos y
fueron disminuyendo conforme pasaba el tiempo, a los 30 dias
se tuvo un 50% de recuperacidn, a los 60 dias un 38%, a los
105 dias un 24%, a los 190 dias un 22% y a los 210 dias un 14%.
Se observd que los pardsitos de medios de cultivo tardaban en
recuperar su movilidad y habia gran cantidad de tripanosomas

muertos. Grafica n°l

Comparando nuestros resultados con otros trabajos son muy
bajos ya que Brener y Galvdo (7), Ribeiro Dos Santos (13} tra
bajaron igualmente medios de cultivo y como agente crioprotec-

tor DMSO obteniendo una recuperacidén entre el 60% y 80%.
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Es importante mencionar que se ha congelado Trypanosoma

cruzi en la fase de amastigote en tejido (20) con una técni-

’ éa lenta de congelacidn utilizando glicerol al 10% conservan
do su viabilidad y patogenicidad después de 7 afios, lo que
nos hace suponer que hay fases de los tripanosomas mds resis-
tentes al enfriamiento, es por ello que en medios de cultivo
podemos encontrar las formas de epimastigote, promastigote
y tripomastigote que al ser afectados por el enfriamiento
sean los porcentajes de recuperacidn mds bajos que en las

formas sanguineas.
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CONCLUSION

En conclusidén podemos decir que la técnica que se utilizé
para criopreservar Trypanosoma cruzi es favorable, ya que se
mantuvierdn viables los pardsitos, dando como resultado un
método excelente para mantener a estos hemoflagelados en el
laboratorio por un tiempo indeterminado conservando sus ca-
racteristicas afines a las cepas originales; y de esta
manera evitar la necesidad de mantener animales de laborato
rio infectados, lo cual reduce costos y consumo de tiempo,
ademds de que puede ser establecido para el embarque de pa-
rdsitos donde las zonas endémicas se encuentran alejadas de

los laboratorios o dreas de estudio.
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ANEXOS .-

;13-,$61u:i6n'sa}}na al

“Disolver en agua destilada, etiquetar y esterilizar a 15 1b

- durante 15 minutos. Guardar en ‘refrigeracidn.

2.~ Medio de cultivo difdsico

Agar base para sangre---—---- 40 g

Ho0 destilada---mesworoeamaua 1000 ml

Se disuelve el medio base de gelosa sangre en agua destilada
se etiqueta y esteriliza a 15 1b/15 min, dejar enfriar hasta
que la temperatura la tolera el dorso de la mano, en ese mo-
mento adicionar el 15% de sangre desfibrinada de borrego, se
mezcla se adiciona una pequefia cantidad de penprocilina, se
envasa en tubos con tapdn de rosca, los cuales se colocaran
en forma inclinada y se deja solidificar. Una vez solidifica
da se agrega la solucidn salina estéril con un poéo de pen-

procilina.
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