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INTRODUCCION

El protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi es el agente

efioldgico de la Enfermedad de Chagas, una entidad clinica importante como
causa de morbilidad y mortafidad en el centro y sur de América®. Estudios
seroepidemiolégicos de 1992 realizados en América Latina, indican una
prevalencia global de 16 a 18 millones de individuos infectados con 1. cruzi, v
al menos 90 millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la

infeccion. 212434

Esta enfermedad puede ser transmitida al hombre por transfusion
sanguinea, via oral, transplacentaria, conducto de la teche materna, transplante
de drganos, inoculacién accidental en el laboratoric y, en forma natural,
mediante las deyecciones de una clase de insectos hematdfagos denominados
triatéminos.

Para su estudio, T. cruzi ha sido aislado de diferentes regiones
geograficas a partir de diferentes fuentes: humanos, reservorios vy
transmisores. Mediante diversos estudios, se ha demostrado que las cepas
obtenidas de éste pardsito, aln cuando presentan morfologia similar v el
mismo ciclo de vida, difieren en su manifestacion de virulencia vy
patogenicidad. Por otro lado, también se ha demostrado que una cepa de 1.
cruzi puede estar formada por una poblacion heterogénea de organismas, los
cuales pueden presentar un comportamiento diferente a la poblacién de la cual
fueron obtenidos en cuanto a sus caracteristicas de infectividad,
patogenicidad, morfologia, virulencia, tropismo ftisular, patrones

antigénicos y perfiles iscenzimaticos™® 23,

En México, a la fecha no se habian realizado estudios con poblaciones
clonadas de T. cruzi. Con base en las consideraciones mencionadas, surge la
idea de obtener una técnica de clonacion eficaz para aislados mexicanos, asi
como estudiar comparativamente el comportamiento biolagico in vivo de las

clonas obtenidas. Para este efecto se emplearon los aisfados mexicanos:



Acamilpa, Yucatan, y Querétaro; los cuales se obtuvieron de reservorios y

localidades diferentes.

El estudio se dividié en diez actividades principales: 1) Determinacién
del comportamiento in vivo de los aislados, 2} Obtencidn de tripomastigotes
sanguineos, 3) Técnica de clonacién por dilucion limitante a partir de
tripomastigotes sanguineos, 4} Obtencién de tripomastigotes sanguineos
purificados, 5) Técnica de clonacién por dilucion limitante a partir de
tripomastigotes sanguineos purificados, 6) Técnica de clonacion por dilucion
limitante a partir de epimastigotes, 7) Técnica de cloenacién por crecimiento y
aislamiento de colonias sobre medio sélido, 8) Técnica modificada de
clonacién por formacidn de colonias y crecimiento en agar 9) Obtencion de
clonas por la técnica de clonacién mas eficaz y, 10) Determinacion del
comportamiento clonal in vivo.

Las clonas de T. cruzi han resultado ser ttiles en su propio estudio.
Provenientes de una misma célula, representan genotipicamente una poblacion
homogénea de organismos, por lo que han demostrado representar el material
de eleccion para estudios comparativos de constitucién antigénica, genética y
el modelo ideal para la elaboracién de pruebas de farmacos antiparasitarios
para T. g[uz___L"“'—zs' 36

De varias partes del mundo se han reportado estudios variados con
poblaciones clonadas de T. cruzj. Con este estudio pretendemos establecer la
base de esiudios con clonas de aislados mexicanos posteriores de mayor
especificidad que nos conduzcan a conocer ampliamente al protozeario,
esfuerzos que conjuntamente con otras investigaciones al final nos fleven a un
mayor conocimiento del pardsito para de esta forma contribuir al objetivo
principal la preservacién de la salud y la disminucién de los indices de
mortalidad y morbilidad actuales de la Enfermedad de Chagas.
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. ANTECEDENTES

.41 IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS

La enfermedad de Chagas es una de las principales endemias del
Continente Americano, por 1o que se encuentra considerada entre 1as parasitosis
mas importantes por la Organizacién Mundial de 1a Salud (OMS). Su distribucion
geografica comprende desde el sur de los Estados Unidos de Norteamérica, hasta
la provincia de Rio Negro, en el sur de Argentina *. Estimaciones efectuadas en
1992 por la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), basadas en los
estudios seroepidemioldgicos realizados en América Latina, indican upa
prevalencia global de 16-18 millones de individuos infectados con T. cruzi, y al
menos 90 millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la

; a4
infeccién “* g o

Fig. 1. Distribucién geografica de la enfermedad de Chagas en América.

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislades mexicanos, un estudio in vive CEM
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Con base en los criterios de magnitud de la transmision, calidad y cantidad
de informacion epidemiclogica disponible, asi como la existencia o ausencia de
programas de control de la Enfermedad de Chagas, la OMS agrupa a los paises
en cuatro categorfas; México pertenece al grupo de paises con una elevada
prevalencia, determinada mediante el reporte de reacciones seroldgicas y casos
de individuos con cardiopatias y visceromegalias causadas por la infeccion de
T. cruzi 21

Los resultados de la Encuesta Sergepidemioclogica Nacional realizada en
1987, con la prueba de Hemaglutinacién indirecta, empleando como titulo de corte
1:327, sefialan con 1.2% el porcentaje de casos de infeccidn. Otros estudios
efectuados en areas rurales y zonas que presentan condiciones socicecondmicas
y ecolégicas adecuadas para la presencia de los transmisores y huéspedes
infectados con T. cruzi, demuestran una seroprevalencia que va de! 10 al 85%,
predominando algunas comunidades de los estados de Nayarit, Jalisco, Nuevo
Leon, Oaxaca, Guerrero, Veracruz, Querétaro y Zacatecas. Los resultados
sugieren que la Enfermedad Chagasica se distribuye en todo el pais, sélo que
situada en bolsones ubicados en zonas rurales de practicamente todos los
estados *_ .

CAS0S AGUDOS ENFERMEDAD DE CHAGAS -
ESTADOS UNIDOS MEXICANOS 1990

»
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=
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Fuenle, LIOraLono o parasiolegia ( % Asislamiente parasitario b
NALIRULC Nac1anal de Diagnostice y Felerencia Epigemiolégica

Fig. 2. Casos agudos de Enfermedad reportados hasta 1990.
{Tomado de Velasco, 1991)
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En México para 1990, existian alrededor de 300 casos agudos
comprobados parasitolégicamente; desde entonces, se han detectado nuevos
casos en otros estados como son: Aguascalientes, Colima, Campeche, Durango,
Guanajuato, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi y Sinaloa, donde se han
realizado estudios recientemente. En cuanto a casos con miocardiopatia cronica;
éstos se han incrementado también notablemente con el aumento de grupos de

H L
estudio ™ ¢, 5

da por saiodos delnd b0 da cakes
regiairodos an Masics havta 1991,

Fig. 3. Distribucién da Enfermeadad de Chagas en la Repiiblica Mexicana
{Tomado de Velasco, 1991)

Obtencion de clonas de T, ¢ruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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I.2 EL AGENTE ETIOLOGICO

Trypanosoma gruzi es un protozoario flagelado, polimérfico y versatil.
Presenta por lo menos tres formas bien definidas en su ciclo bioldgico:
amastigote, epimastigote y tripomastigote. Puede encontrarse tanto en cualquier
mamifero, como en insectos redlvidos hematdfagos denominados friatbminos;
puede adoptar una forma intracelular y ofras extracelulares, y se adapta a una
temperatura que incluye un rango de 21°C a 37°C, dependiendo del

microambiente donde se encuentre.

La clasificacién taxondmica de T. cruzj segln Levine, 1980 es |a siguiente:

Phylum Protozoa
Subphylum Sarcomastigosphora
Superclase Mastigosphora
Clase Zoomastigosphora
Orden kinetoplastida
Subdrden Trypanosomatinae
Familia Trypanosomatinae

Género Trypanosoma
Especie T. cruzi

1.2.1 FASES EN SU CICLO DE VIDA

El amastigote es intracelular, de forma esférica u ovoide, mide de 1.5a 4
KUm de didametro mayor, presenta un nucleo, un cinetoplasto y un axonema; se
reproduce por fisién binaria formande cimulos denominados nidos de amastigotes

#ig. 4- El promastigote es extracelular y de aspecto fusiforme, en esta fase el

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vive CEM
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cinetoplasto se encuentra en posicién anterior y presenta un flagelo libre sin

membrana ondulante y mide aproximadamente 20 pym de largo «,, 5

Axonema

Cuerpo basal

Cinetoplasto

Niiclso

Fig. 4. amastigote Fig. 5. promastigote

El epimastigote al igual que el promastigote es fusiforme y extracelutar, el
cinetoplasto esta colocado préximo ai nicleo, cerca de aquéi sale un flagelo que
da lugar a una membrana ondulante pequefia, mide aproximadamente 20 pm de
largo. Esta es una fase de reproduccidn que s€ encuentra en el intestino medio

del transmisor y en medios de cultivo 4 4.

El tripomastigote es la fase infectante para cualquier hudsped, es fusiforme
y extracelular, e! cinetoplasto se encuentra en la regién posterior, cerca de éste se
origina un flagelo que recorre todo el cuerpo formando una membrana ondulante
que sale libre pot el extremo anterior, mide aproximadamente 20 pm de longitud.
De acuerdo al huésped que éste parasita se distinguen dos tipos: "el
tripomastigote sanguineo”, que se encuentra en la sangre del huésped
vertebrado, y el "tripomastigote metaciclico” en la parte posterior del intestino de!
triatémino * 5, ;)

Obtencién de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio i vivo CEM
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N .
Nicleo

Cinetoplasto

Cinetoplasto

Cuerpo basal

Axonema

Mambrana
ondulante

Flagelo

Fig. 6.epimastigote Fig. 7. tripomastigote

I.2.2 CICLO BIOLOGICQ

Cuando los triatominos se alimentan, frecuentemente defecan sobre la
piel del hudsped. Si el insecto se encuentra infectado con T, cruzi sus heces
confienen tripomastigotes metaciclicos, los cuales penetran a través dei orificio de
la picadura por las excoriaciones producidas con el rascado de la piel, o a través
de las mucosas que son frotadas con los dedos contaminados con heces. El
momento y tiempo de defecacion durante el contacto con el huésped son de
crucial importancia en la transmision dado que a mayor volumen de deyecciones y
contacto de éstos con la piel, mayor probabilidad de infeccion.

Una vez que el parasito infecta a su huésped, (a) se intreduce en las
células que se encuentran adyacentes al sitio de la picadura, pierde rapidamente
la membrana ondulante con el flagelo y se transforma hasta la fase de amastigote
en el citoplasma de la céhila (b). En éste momento se muliplica en repetidas
ocasiones hasta que se transforman de nuevo a tripomastigotes, los cuales lisan
la célula huésped y entonces salen para infectar otras céiulas adyacentes. En los
espacios infersticiales se pueden observar formas intermedias, (promastigotes y
epimastigotes) que pueden completar su metamorfosis y llegar al torrente

sanguineo transformados a tripomastigotes (c).

Obtencién de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanas, un estudio in vivo CEM
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Cuando un triatémino no infectado se alimenta de la sangre del huésped
infectado, lleva consigo tripomastigotes sanguineos, los cuales al dirigirse al
intestino medio del insecto, se transforman en epimastigotes, y se multiplican por
fisibn binaria (d); éstos llegan al recto y se convierten en tripomastigotes
metaciclicos, los cuales representan la forma infectante de un nuevo huésped
vertebrado (d-a) ***.

El esquema det ciclo bioldgico de T. cruzi es el siguiente:

CICLO BIOLOGICO DE T. cruzi

spimastigote

RESERVORIOS

— 0@“’/ :
P ut g
L J

Obtencién de clonas de T. cruzi a partir de tres aistados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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I.3. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

1.3.1. MECANISMOS DE TRANSMISION E INFECCION DE T. CRUZI

Esta parasitosis se origina por multiples factores, los cuales involucran
diferentes mecanismos de transmision e infeccion. Es importante mencionar que
éstos dependen directa © indirectamente de las condiciones nutricionales,
inmunolégicas y genéticas del huésped; que resultan en una manifestacion de
resistencia o susceptibilidad, Otro factor del cual depende esta infeccién, le
constituye la virulencia de la poblacion de T. cruzi.

El parasito puede ser transmitido al hombre por via oral, trasplaéentaria.
transfusional, conducto de la leche materna, transplante de drganos, inoculacién
accidental en el laboratorio, y en forma natural, mediante las deyecciones de
chinches dencminadas triatdéminos; insectos hematofagos que pertenecen a la
Familia Reduvidae y Subfamilia Triatominae (¢, 5 El hébitat primario de los
triatéminos se encuentra principalmente en madrigueras y nidos de animales
homeotermos silvestres, algunos tienen preferencia por un ambiente

intradomiciliario %!

Los triatéminos miden de 2 a 5 cm. de longitud, su cuerpo es aplanado en
sentido dorsoventral, de color negro o pardo, su cabeza es larga y conica, por
detras de los ojos se localizan ios ocelos y por delante de éstos un par de antenas
muy delgadas. Poseen tres pares de patas que nacen del térax y un par de alas;
su probocide es larga y se encuentra doblada en angulo agudo hacia ia porcién
ventral del abdomen que también es alargada y utiliza para picar al huésped.
Generalmente poseen colores brillantes que van del rojo al amarillo segin la
especie, alternando con colores oscuros ? g 5.

Obtencidn de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vive C.EM
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Fig. 8. Triatémino

T. cruzi posee un amplio rango de huéspedes vertebrados que actian
como reservorios; entendiéndose por éste un organismo capaz de albergar
formas infectantes del pardsito, entre ellos se encuentran varios animales
mamiferos silvestres, asi como algunos animales domésticos, donde se ha
observado una infeccion natural o experimental con €l parasito. Puede infectar al
" ratdn, hamster, rata, conejo, conejillo de India, perro, gato, cabra, vaca, cerdo,
efc., aunque los reservorios naturales mas frecuentemente encontrados son el
tlacuache, armadillo, ratones de campo, mono, efc.

En general, los Unicos animales que no son reservorios de T. cruzi son las
aves vy los reptiles. Se ha demostrado la presencia de una sustancia en el suero
del pollo que lisa al epimastigote, pero no a los tripomastigotes sanguineos; esto
no ha sido totalmente clarificado °.

Obtencion de clonas de T. cruZi a partir de tres aistados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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1.3.2. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE T. CRUZI

Los mecanismos de patogenicidad que han sido propuestos en Ia
Enfermedad de Chagas consisten en:

a) Lesion directa de las células parasitadas debida a la multiplicacion
intracelular del parasito. T. cruzi invade cualquier tipo de células, pero 1as mas
frecuentemente invadidas son las que forman parte del musculo cardiaco, liso v
esquelético; en algunos casos, también se ha demostrado su presencia en células
del sistema nervioso central, piel, génadas, mucosa intestinal, médula 6sea y
placenta.

En pacientes que se encuentran en fase aguda y son sometidos a
tratamiento inmunosupresor, se ha demostrado que la penetracidn y proliferacién
del pardsito se incrementa notablemente, lo cual permite inferir que en la fase
aguda de la enfermedad los dafios tisulares se deben a un efecto citopético de
éste.

b) Lesion producida por toxinas liberadas por el parasito. Se propuso
la hipttesis de la existencia de una toxina chagasica para explicar los fenémenos
de miocitélisis que acompafian a la ruptura del seudoquiste; sin embargo,

estudios postericres demostraron su ausencia comg mecanismo de dafio.

c) Alteraciones del Sistema Nervioso Auténomo. Se ha sugerido gue la
enfermedad podria ser el resultado de una denervacion y destruccion de neuronas
y fibras nerviosas de manera difusa en distintas partes del organismo. Esta
hipotesis sustentada mediante amplios estudios experimentales postula que la
causa de dafio de células no parasitadas seria la existencia de una neurotoxina
que se hallaria dentro de las formas de amastigote como endotoxina o enzima,

capaces de dafiar cualquier tipo de célula, pero en especial las nerviosas,

Obtencién de clonas de T. cruzf a partir de tres aislados mexicanes, un estudio in vive CEM
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Esto explicaria el hallazgo de megavisceras y cardiopatia tanto en
humanos, como en modelos experimentales que surgen al ocurrir una
denervacion en éstos drganos y por consiguiente falta de contraccibn muscular,

estasis sanguinea y fendbmenos isquémicos inmunes y autoinmunes.

d) Lesién inducida por la respuesta autoinmune del huésped. Se
postuld como un mecanismo alérgico en la patogénesis de la miocardiopatia
chagdsica crénica; la reaccion alérgica estd dirigida a células del huésped que
presentan antigenos del parasito.

La infeccién con T. cruzi en el hombre y bajo condiciones experimentales
en animales induce la respuesta inmune humoral y celular '. Los anticuerpos
contra el parasito, son la expresidon de la respuesta humoral especifica que
aparecen siempre a las pocas semanas de fa infeccion y se mantienen durante
toda la vida ain en individuos asintomaticos; experimentalmente se ha

demostrado que [a participacién de anticuerpos |gG1 e 1gG3 dirigidos contra un

antigeno de T. Cruzi, se incrementan en el curso de la infeccién generando dos

poblaciones de anticuerpos una monorreactiva y otra polirreactiva.

Por otra parte, la participacion de la respuesta inmune celular ha sido
estudiada describiendo que los linfocitos T aislados de ratones infectados
crénicamente, lisan células musculares y neuronas en ausencia del antigeno del
pardsito. En ofros estudios al respecto, se ha descrito que las células
mononucleares esplénicas dafian a los cardiocitos murinos en presencia de

suero de raton con infeccion crénica .

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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1.3.3. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Clinicamente, la enfermedad se caracteriza por tres fases: 1) aguda, 2)
indeterminada, y 3) cronica g 4.

CURSO DE LA ENFERMEDAD

CONVALESCENCIA

0
=]
=
{77]
<
o
d
o
w
o

a
=

o
:

L3
*wcumacion  FasE ’;won FASE CROMICA TIEMPO

Fig. 9. Fases de la Enfermedad de Chagas

1} Fase aguda. Se presenta posteriormente a un periodo de incubacion
variable que es de 4 a 10 dias, dependiendo de la edad de! individuo, sexo,
namero de exposiciones, constitucion genética y cantidad de inéculc. Se presenta
fiebre que oscila entre 38°C y 40°C en el 98% de los casos con sintomatologia ®.
Asimismo, puede presentarse un patron de comportamiento irregular acompafiado
de cefalea, vomito, diarrea, signos bronquiales, linfadenitis local o franca
poliadenopatia, astenia, mialgias, hiporexia, artralgias, miocarditis con o sin
parasitemia y hepatoesplenomegalia. Adicionaimente, si el sitio de entrada del

pardsito ocurre por conjuntiva, se produce el Signo de Romaha, que puede

Obtencién de clonas de T. cruzi a partir de ires aisiados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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definirse como la aparicion de un edema eritematoso, violaceo indurado e indoloro
que permanece durante 2 a 4 semanas.

La mayor parte de los casos en esta fase son sintomaticos en nifios
menores de dos afios, siendo la meningoencefalitis una de las complicaciones
mas severas la cual se presenta con una mortalidad alta **. La duracién de Ia fase
aguda es de 2 a 4 meses; y al parecer, esta relacionada con la presencia de
formas circulantes del parasito en sangre asi como la division de éste dentro de
las células miocardicas, macréfagos, fibroblastos y células del Sistema Nervioso

Autdnomo. El cuadro agudo puede remitir espontaneamente.

2) Fase indeterminada. Se verifica en la mayoria de los casos de 30 a 90
dias posteriores a su instalacién, en esta fase desaparece la sintomatologia; sin
embargo, la serologia es positiva y con estudios ecocardio y electrocardiograficos
es posible demostrar alteraciones cardiacas. En algunos casos empleando

xenadiagnastico y/o hemocultivo, se puede identificar al parasito.

Posterior a esta etapa se pueden llegar a observar de nuevo una diversidad
de manifestaciones clinicas; alrededor del 30 % de los infectados manifiestan
sintomatologia por daiio cardiaco, en el que se presenta disnea de esfuerzo,
palpitaciones, dolor precordial e incluso insuficiencia cardiaca. En ofros individuos
se presenta cardiomegalia o tromboembolismo. Los megavisceras aparecen
sélo en el 10 %, y la muerte repentina ocurre en el 60-70% de los pacientes
infectados, la cual generalmente estd asociada a dafios del corazén por

denervacion.

Obtencién de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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3) La fase cronica. Esta fase manifiesta en el 30% de las personas
infectadas en un lapso de 10 a 30 afios después del contacto inicial con el agente
causal. En esta fase se desarrolla ia Cardiopatia Chagdasica Crénica,
considerada como la forma clinica mas trascendental de la Enfermedad de
Chagas que puede avanzar insidiosamente hacia insuficiencia cardiaca y en las
areas endémicas hasta la muerte subita .

Ofras formas clinicas que se presentan durante la infeccion, son las
visceromegalias como megaesdfago y megacdlon, frecuentes en algunas
regiones del Brasii y regiones endémicas de México tales como Chiapas, Oaxaca,
Guerrero y Tabasco. Los érganos cominmente afectados pueden ser duodeno,
estémago, intestino deigado, higado, vias biliares extrahepaticas, pancreas,
bronquios, pulmén, y tracto urinaric, ademas de la posibilidad de llegar a generar
alteraciones secretoras a nivel de glandulas salivales y sudoriparas *,

1.3.4. VARIABILIDAD CLINICA

La infeccion con T. cruzi no necesariamente cursa con manifestaciones
clinicas generalizadas en sus tres fases; mas aun, en una fase existente pueden
presentarse sintomas de otra o ausencia de manifestaciones de ésta. Es una de
las particularidades de la infeccion %, la ausencia de manifestaciones clinicas de
la enfermedad en las fases indeterminada y crénica se ha reportado en
aproximadamente 70% de los casos; lo que resulta en una subestimacion de la

prevalencia e incidencia de la Enfermedad de Chagas.

{a variabilidad clinica depende basicamente de la interrelacién huésped-
parasito y 1a respuesta inmune tiene un papel preponderante en el control de la
infeccion y el balance que conduce a cronicidad. Por un lado, la infeccion con T.

cruzi induce en el huésped mamifero una eficiente respuesta de defensa

Obtencion de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio jn vivo CEM
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especifica que depende del estado nutricional e inmunoldgico de éste; mientras
que por otro Jado, el paréasito contribuye con factores propios relacionados con
caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

No todos los individuos llegan a morir por causa de la infeccion; en algunos
casos se ha reportado inmunosupresién en fase aguda, pero en la mayoria no es
asi. Existe una fase aguda asociada con parasitemia gue en los sobrevivientes es
paulatinamente controlada cuando emerge la respuesta inmune; fuego se
establece una infeccién cronica, donde es dificil la deteccion de parasitos en
circulacién, aungue nunca son totalmente eliminados de! organismo. El huésped
desarrolla asi una inmunidad concomitante al parasito; es decir, que es capaz de
resistic la reinfeccion pero no de eliminar totalmente a la nueva ni a la antigua

poblacién de T. cruzi.

Obtencion de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in viva CEM
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I.4. HETEROGENEIDAD BIOLOGICA DE T, cruzi.

Las poblaciones de T. cruzi reciben diferentes denominaciones
dependiendo de las condiciones en que se hayan manejado a partir de su
obtencion: a) aislado, b) cepa, c) stock, y d) clona. Todas ellas con diferencias

significativas.

a) Un aislado es una poblacidn de organismos cobtenida a partir de un
huésped, ya sea el vertebrado o el transmisor; la cual es reproducida en su
totalidad en un modelo experimental in vifro o in vive.

b) Cepa es la denominacién utilizada cuando el conjunto de organismos
obtenidos posee una ascendencia conocida, es decir que posee una
combinacidn de caracteristicas biologicas y/o genecticas bien definidas
experimentaimente *'; lo que no ocurre en el caso de un stock.

c) El stock es una poblacion la cual ain cuando se ha mantenido
expetimentalmente por largos periodos no se encuentra totaimente bien
definida su caracterizacion o bien se conoce parcialmente.

d) Una clona es una poblacion proveniente de una sola célula; esta posee la
misma constitucion genética que la primera y sus caracteristicas son
transferibles a su descendencia. Excepto cuando ocurre mutacion entre
ellas.

Estas denominaciones permiten simultaneamente especificar el origen y
conocimiento actual de la poblacién; sin embargo estas por mas especificas que
puedan resultar, excluyen una caracteristica determinante para la especie T. cruzi:
heterogeneidad biolégica interpoblacional. Es un hecho que las poblaciones
T. cruzi pueden presentar variabilidad en sus caracteristicas tante genotipicas
como fenotipicas con respecto a otras diferentes; principalmente manifestadas por
la infectividad, virulencia, morfologia, tropismo tisular, perfiles isoenzimaticas y

constitucién antigénica correspondientes 7% 238
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Adicionalmente, dependiende de la poblacion en estudio incluso puede
manifestarse intrapoblacionalmente esta caracteristica de heterogeneidad
biolégica® especificamente existen reportados algunos adiculos que
demuestran lo anteriormente expuesto bajo diferentes condiciones, a continuacién

se mencionan algunos ejemplos;

La cepa CL ha sido ufilizada ampliamente en varios estudios, se encuentra
caracterizada como miotrdpica y altamente infectiva y constituye una poblacién
heterogénea de paréasitos, el estudio de varias clonas obtenidas a partir de esta
cepa demostrd claramente un comportamiento heterogéneo intrapoblacional®. E
evento también se observd en otro experimento realizado con clonas obtenidas a
partir de un perro infectado con la cepa CA-1de T. S. Cruzi *.

Un estudio realizado con dos clonas obtenidas del stock SylvioX 10 permitio
demostrar heterogeneidad intrapoblacional mediante diferencias de infectividad.
La clona SylvioX10/4 mostré un comportamiento diferente a la clona SylvioX10/7
cuando se indujo la infeccién en ratdn. Por un lado SylvioX10/4 produjo infeccidn
cronica y SylioX10/7 infeccidn letai aguda bajo idénticas condiciones
experimentales %,

Analogamente, un experimento realizado con once clonas obtenidas con
parasitos provenientes de un huésped en fase cronica mediante la infeccién a
Triatoma infestans demostrd mediante un anilisis de esquizodemos que
solamente dos fueron infectantes, con lo cual confirma que ocurre mezcla de
clonas en una infeccion humana .

QObtencién de clonas de T. cruzi a partir de tres aislades mexicanes, un estudio in vivo CEM
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i.4.1. CARACTERIZACION DE 7. CRUZI

El conocimiento de heterogeneidad biologica intrapoblacional e
interpoblacionalmente para T. cruzi, ha traido consigo de alguna manera la
necesidad de una caracterizacion del parasito mas especifica; misma que a su
vez sefiale perfectamente las diferencias entre una poblacion de otra. Asi para su
establecimiento inicialmente se utilizaron una serie de ensayoes biolégicos, mismos
que actualmente forman parte integral de la caracterizacion fenotipica a la cual
paulatinamente con el desarrolio de la biologia molecular se introdujeron técnicas

de investigacion para tal efecto; es decir, para su caracterizacién genotipica.

CARACTERIZACION FENOTIPICA. Se realiza mediante biodemos, los cuales
se definen como estudios de poblaciones biologicas y su correlacién patdgena en
modelos experimentales, donde el modelo murino es el mas ampliamente
utilizado. El biodemo establece tres tipos de comportamiento de acuerdo a
criterios de evolucién de la enfermedad.

En el biodemo 1 los parasitos presentan una multiplicacion rapida,

parasitemia alta entre 7 y 12 dias postinfeccion, predominio de formas defgadas y
macrofagotropismo. En el biodemo Il los parasitos presentan una multiplicacién
media de pico de parasitemia entre los 12 y 20 dias, con predominio de formas
gruesas y miotropismo especialmente a tejido cardiaco. E! biodemo HI incluye
parasitos que presentan una multiplicacion lenta, con picos de parasitemia entre
20 y 30 dias, predominic de formas gruesas y miotropismo; especialmente a
musculo esquelético. Los reportes de los estudios de las cepas obtenidas en
diferentes regiones del pais muestran que de acuerdo a estos criterios la mayoria
de éstas pertenecen al biodemo I 2.

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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El estudio de la evolucién de la enfermedad o curso de la infeccidn se
establece mediante |la determinacion del comportamiento biologico de la poblacion
de T. cruzi, mismo que se realiza mediante ensayos in vivo e in vitro.

ENSAYOS N VIVO. Los ensayos in vivo para la caracterizacién fenotipica
del parasito consisten basicamente en: a) Obtencion de la curva de parasitemia
{con la que se establecen correlacionadamente parametros importantes tales
como el pico de parasitemia y el porciento de mortalidad acumulada durante Ia
infeccion) b) Observacion de la morfologia de los tripomastigotes
sanguineos, ¢) Determinacién del histotropismo de la poblacién en estudio,
d) Determinacién de la histopatologia de la misma,

a) Obtencién de la curva de parasitemia. La curva de parasitemia es
especifica para cada poblacidn, lo cual indica que las caracteristicas de
infectividad y virulencia son inherentes a la poblacién de T, cruzi en estudio”
. Sin embargo, se ha demostrado que para la determinacion de ésta existen
también factores independientes al parasito; tales como la cantidad, frecuencia
del inoulo®, asi como la susceptibilidad genética del huésped , ,, Es por ello
que se ha propuesto esta estrategia para relacionar el comportamiento patégeno
del pardsito con su procedencia geografica.
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Fig. 10. Curvas de parasitemia obtenidas para cuatro cepas diferentes de T. cruzi
en un modelo murino (Tomado de Melo y Brener, 1978)
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Fig. 11. Variacién de la parasitemia ocurrida por cinco cepas diferentes de T. cruzi con
diferentes indculos para cinco cepas diferentes en un modelo murino.
(Tomado de Tay y cols.,1973)

Adicionalmente se ha observado también que la curva de parasitemia varia
en funcién del tiempo de mantenimiento in vivo de la poblacién de T. cruzi %

{Fig. 12)
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Fig. 12 Variacién de la parasitemia producida por cinco cepas diferentes
de T. cruzi después de mantenerlas in vivo durante diez meses.
(Tomado de Tay y cols., 1973)

El curso de la infeccion se monitorea paulatinamente mediante la
cuantificacién de parasitos circulantes expresados por mililitro de sangre. Al cabo
de un periodo preestablecido de infeccién experimental se registra el porcentaje
de mortalidad ocasionada por una poblacion de T. cruzi en un nimero limitado de
ratones inoculados y se analiza el dia donde se encuentra el maximo de parasitos

circulantes, llamado “pico de parasitemia®. También puede determinarse la dosis

Obtencién de clonas de T. ¢ruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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letal 50 (DL ) cuando se trabaja con un lote de 100 ratones, lo cual no es usual ni
recomendable, ya que los resultados no difieren significativamente empleando un

lote menar.

b} Observacion de la morfologia de tripomastigotes sanguineos. Es
poco funcional actualmente, ya que no es una caracteristica poblacional
determinante que permita discernir entre una poblacion y otra. Existen diferencias
en la morfologia de los tripomastigotes sanguineos incluso intrapoblacionalmente;
por lo que se ha utilizado para describir cualitativamente la generalidad de una
poblacién.

Para explicar la heterogeneidad morfoldgica intrapoblacional, Romafia y
otros autores, han propuesto que en el vertebrado parasitade ocurre de una
manera simultanea un ciclo vital de progresion fusiforme que termina en
tripomastigote delgado, y ofro de progresion orbicular que origina tripomastigotes
anchos. Se explica que ambas formas son simplemente el resultado del
polimorfismo del género Trypanosoma, pero que difieren en su capacidad de
penefrar a las células del vertebrado en la resistencia a la inmunidad del

huésped, y especialmente en la eficiencia para infectar al insecto transmisor.

Asi, las formas delgadas penetran con rapidez en las células del huésped,
son facilmente destruidas por el sistema inmunitario del huésped, y es dificil que
parasiten un invertebrado cuando éste las ingiere; sucede todo lo contrario con los
tripomastigotes anchos, que al parecer son los Unicos capaces de infectar a los

triatéminos *.

¢) Determinacion del histotropismo de la poblacién. La existencia de
cepas de T. cruzi con determinada afinidad o preferencia para la invasién y
acumulacion de parasitos en determinados 6rganos o tejidos para prevenir el

reconocimiento por algun tipo de celulas, ha sido reportada por varios autores ¥,

Obtencién de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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Algunas cepas sélo causan infecciones subclinicas, pero existen otras con
diferente tropismo g, 1, @si por ejemplo, la virulencia sera mayor en las cepas

neurotrépicas y cardiotropicas, que en las que poseen tropismo tisular .

FUENTE DE AISLAMIENTO

LOCALIDAD SUSTRATO VISCEROTROPISMO
PREFERENTE
Tatitldn, Guerero Triatoma phyllosoma mazzotti Heces Cardiotropica
Estanzuela, Zacatecas Trigtoma phyllosoma intermedia Heces Cardiotrépica
Las Higueras Mcrelos Triatoma phyllosoma Heces Miotropica
pallidipennis
La Mesa, Michoacén Triatoma barberi Heces Cardio y mictrépica
El Capulin, Michoacén Triatorna barberi Heces Miotrpica
Jojutla, Moralos Sangre hurmanai Cultivo Miotropica
Cocula, Jalisco Triatoma barberi Heces Cardiotrbpiéa
Santa Catarina, Jalisco Triatoma barberi Heces Cardiptropica
La Cruz, Jalisco Triatoma barberi Heces Miotrépica
Zacoalco, Jalisco Triatona barberi Heces Miotrapica
Santa Catarina, Sinalca Sangre humana Xenodiagnéstico Cardiotrépica
La Cueva, Ctusrbtaro Triatoma barberi Xenodiagnostico Cardio v viscerotropica

Tabla 1. Fuente de aislamiento, sustrato e histotropismo de algunas cepas de T. cruzi
{Tomado de tay y cols.,1980)

) Determinacién de la histopatofogia de la poblacion. La histopatologia
puede definirse como el grado de severidad de las manifestaciones clinicas y
lesiones a diferentes Grganos debidas a la infeccién; depende directamente de la
virufencia de 1a poblacion que infecta al huésped y se ha demostrado que se

manifiesta en diferente grado.

Bice y Zeledon compararon la infectividad y carga parasitaria de cinco
cepas costarricenses miotropicas de T. cruzi en ratones C3H; observaron que el
grado de invasién vari¢ para cada uno de los érganos revisados . Del mismo
modo, otro estudio realizado con ratones infectados con cuatro cepas diferentes

demostré diferencias significativas en el grado de invasién a diferentes érganos™

{Fig. 13).
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Fig. 13. Histopatologia debida a ia infeccién por cuatro cepas diferentes de T. cruzi
{Tomado de Lima y cols., 1990)

ENSAYOS IN MITRO. Se realizan cominmente mediante a)
Doterminacién de la cinética de crecimiento en medios de cultivo, y b)

Infeccién de parasitos a lineas celulares.

a) Determinacion de la cinética de crecimiento en maedios de cultivo.
Al igual que la curva de parasitemia, la cinética de crecimiento es especifica para
cada poblacién, por lo tanto caracteristica determinante. T. cruzi es un parasito
de accesible manejo y mantenimiento in vitro; crece rapidamente en la mayoria de
medios utilizados para éste propdsito. Los hay bifasicos y liquidos y para su
enriquecimiento, generalmente se emplean componentes y sustancias séricas;
usualmente también se consideran factores externos como la temperatura,
humedad y agitacion que permiten un ambiente natural favorecedor que imita la

interrelacion huésped-parésito ocurrida durante el ciclo biotagico.

Se ha reportado que el medio LIT (Infusion de Triptosa-Higado) se

encuentra entre los mejores para obtener un crecimiento rapido y dptimo para la

Obtencion de clonas de T. cruzi a partr de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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determinacion de la cinética de crecimiento en comparacion con el obtenido con

otros medios de cultivo ¥ 2.

b} Infeccion a lineas celulares. Se utilizan basicamente en este sentido
para investigar la virulencia de la poblacién en estudio, se registra a su vez la
rapidez de infeccidn, fa reproduccién intracelular, asi como la lisis celular en
términos de coeficiente de infeccion, porcentaje de células infectadas y relacién
de parasitos asociados a las células.

Existe un factor muy importante que se debe considerar respecto al

mantenimiento in vifro de I. cruzi, Se ha demostrado experimentaimente que

cuando se mantiene al parasito en el laboratorio por largos periodos de tiempo, la
infectividad puede cambiar dando lugar a la atenuacién . Este hecho se puede
explicar mediante la teoria de que en este caso el parasifo se encuentra en un
medio enriquecido y favorecedor que le permite la reproduccion. La ausencia de
una respuesta inmune en el medio, ocasiona que no utilice mecanismos de
evasion, por lo que su capacidad infectiva se pierde mediante la delecién de las
clonas mas virulentas, las cuales se presume que son las mas susceptibles a la
adaptacién in vitro.

Ejemplificando lo anterior, ia literatura reporta un estudio donde se
demuestra una marcada diferencia en infectividad y virulencia de una cepa que
se mantuvo simultineamente en un insecto transmisor y un cultivo axénico de
tripomastigotes metaciclicos. El resultado muestra que la cepa mantenida en el
redivido conservd sus caracteristicas de infectividad y virulencia;, mientras que

la cepa mantenida en medio de cultive perdié parcialmente estas caracteristicas®.

Otro experimento en donde se utilizaron clonas obtenidas a partir de fa
cepa CA-1 mosird que existen diferencias significativas en la velocidad de

crecimiento in vitro tanto en medios de cultivo como en lineas celulares a través
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del tiempo de mantenimiento del parasito con respecto al comportamiento general
de la cepa .

CARACTERIZACION GENOTIPICA. Las técnicas empleadas se aplican para el
andlisis de a) Acido desoxiribonucleico del cinetoplasto, (ADN.) llamado
esquizodemo, b) perfiles isocenzimaticos (zimodemos), <¢) proteinas

{peptinodemos } y d} patrones antigénicos *',

a) Esquizodemos. Las poblaciones de T. cruzi pueden ser agrupadas en
subpoblaciones con similitud en patrones de restriccion dados por endonucleasas
en minicirculos de DNA del cinetoplasto del parasito ®. Se reconoce que no
ocurre recambio genético entre T. cruzi, por lo que el analisis de los patrones de
restriccidn del ADN nuclear y los esquizodemos ofrecen una herramienta Gtil y
confiable por su estabilidad para estudios taxondmicos y determinacién de
distancias evolutivas entre genes especificos. El ADN, de T. cruzi esta compuesto
de 95-98% de minicirculos y 2.5% de maxicirculos concatenados. Existen
formando una red, aproximadamente 5x10° a 20%10° minicirculos de 0.9 a 2.5
kilobases (Kb) cada uno, y de 20 a 50 maxicirculos de 20-30 Kb.

Los maxicirculos, representan el ADN mitocondrial y poseen frecuencias
nucleotidicas homogéneas, los minicirculos son heterogéneos y se desconoce su
funcidn. Recientemente se ha encontradc que al parecer, codifican para una
molécula de ARN que sirve como guia en el proceso de edicion de los genes
codificados en maxicirculos. E analisis de las secuencias de minicirculos también
ha sido empleada para identificar cepas de laboratorio y aislados de T cruzi,
agrupandolos ademas en cuatro regiones geograficas especificas, que permiten
correlacionar el analisis genético con los estudios ispenzimaticos.
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En México, Zavala y cols. realizaron un estudio con la finalidad de conocer
la heterogeneidad a nivel molecular que presentan aislados mexicanos de
diferentes zonas geogréficas a través de los espaciadores no transcritos del ADN
ribosomal y de fos maxicirculos del ADN,. Encontraron que con esta metodologia,
es posible agrupar aislados de diferentes areas geogrificas a través de los

fragmentos de restriccién de las endonucleasas Hind-| #'.

b) Zimodemos. En éste caso se investiga si en las diferentes poblaciones
del parasito se encuentran molécutas que realizan la misma funciéon que una
enzima que difieran estructuralmente y por consiguiente en peso molecular; al
correr electroforéticamente (zimograma), una vez que se coloca el sustrato
correspondiente para su revelado se observa un patron de bandeo caracteristico

que permite discernir si las poblaciones son distintas entre si.

c) Peptinodemos. Bajo el mismo principio de los zimodemos, en este caso
se determina la presencia de proteinas comunes para determinar diferencias o
similitudes entre poblacicnes.

d) Patrones antigénicos. La diversidad en constitucion antigénica ha sido
demostrada para T. cruzi. De hecho, existe heterogeneidad antigenica en una
poblacién; los estudios para llevar a cabo esta tarea permiten determinar la
existencia de antigenos especificos, ya sean de productos subcelulares o bien de
glicoproteinas de superficie®. Usualmente se determinan por medio de

inmunoelectroforesis.
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I.5. TEORIA CLONAL DE T. cruzi

Tibayrene, es uno de los investigadores que mayormente ha contribuido a
proponer que T. cruzi se comporta de manera clonal. El analisis cromosdmico
muestra que las poblaciones del parasito no realizan meiosis; lo que nos lleva a
inferir que la reproduccién de éste es por fision binaria, y aun cuando existen
diferentes cariotipos en las cepas, existe estabilidad.

Clonalmente la informacion genética es constante. La pregunta que se
sugiere por si misma ;Porqué existen entonces en la naturaleza poblaciones de
T. cruzi con diferentes caracteristicas genotipicas?. Charles Darwin establecid
que “ Las poblaciones mutan por causas naturales a través de la evolucion y que

la informacidn genética no varia por recambio genético entre las poblaciones”.

Evolutivamente, T. cruzi debid haber sufrido mutaciones que le permitieron
adaptarse a distintas condiciones ambientales; aquellas que no mutaban y por o
tanto no eran capaces de soportar tales cambios en el ambiente, desaparecian
ocasionanda la seleccion de las mas adaptables, que actualmente existen en la
naturaleza. Por otro lado, &l hecho de que actualmente las poblaciones exhiban
cierto grado de “ homogeneidad “ y caracteristicas distintivas esta relacionado
posiblemente con faciores selectivos del huésped, tales como variaciones en
inmunidad racial, clima, flora, altura; asi como la patogenicidad de las diferentes

cepas y especies de los transmisores *.

Sin embargo, existe un punto importante adicional para T. cruzi; algunas
poblaciones probablemente deben su heterogeneidad a pases naturales
progresivos del pardsito en diferentes huéspedes, que incluso pueden haber
estado infectados con otra poblacion diferente anteriormente 5.
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1.5.1 IMPORTANCIA DE LAS POBLACIONES CLONADAS

Como se ha mencionado, fa Enfermedad de Chagas tiene gran impacto en
América Latina, y en caso especial en México. Dentro de nuestro pais se realizan
estudios cada vez mas especializados a fin de obtener la mayor informacion que
nos lleve a conocer ampliamente al parasito, asi como la forma mas eficaz para

disminuir los indices de mortalidad y morbilidad de la enfermedad.

A lo larga del presente trabajo, se han expuesto los diferentes factores que
muestran la naturaleza heterogénea de T. cruzi, lo que nos hace pensar en
primera instancia en la conveniencia de trabajar con una poblacién homogénea

del parédsito en estudios de mayor especificidad.

En este sentido, las clonas de! parasito han demostrado estabilidad en
diferentes campos: cinética de crecimiento y composicién del DNA total del
microorganismo, estudios para manifestacién de virulencia y patogenicidad en
animales de experimentacién, asi como en anélisis de perfiles isoenzimaticos y de

restriccién por endonucleasas *.

De esta manera, las clonas de T. cruzi representan material de eleccion
para estudios de constitucibn genética y antigénica (actualmente se buscan
vacunas con base en antigenos especificos); ademas constituyen el modelo
pablacional ideal para la evaluacion de farmacos anti- T. cruzi. Sin embargo la
caracteristica mas importante que brinda el trabajo con clonas es la de asegurar
que al no existir heterogeneidad intrapoblacional, los resultados sean

reproducibles experimentalmente hablando ' 19253
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Il. OBJETIVOS

> Estandarizar una técnica de clonacion de T. cruzi para aislados,

stocks y cepas mexicanas.

v

» Obtener clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos.

» Evaluar el comportamiento in vivo de las clonas obtenidas con

respecto al aislado correspondiente y los deméas en estudio.
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lll. HIPOTESIS

o La estandarizaciéon de una técnica de clonacion para
aislados mexicanos de 7. cruzi, permitira determinar la

existencia de heterogeneidad intrapoblacional en éstos

mediante el estudio del comportamiento biolégico in vivo de

las clonas obtenidas.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién del proyecto se llevaron a cabo las siguientes actividades
generales:

1) Determinacion del comportamiento in vivo de los aislados.
2) Obtencion de tripomastigotes sanguineos.

3) Técnica de clonacién por dilucion limitante a partir de tripomastigotes
sanguineos (DILUCION LIMITANTE 1).

4) Purificacion de tripomastigotes sanguineos.

5) Técnica de clonacidn por dilucion limitante a partir de tripomastigotes
sanguineos purificados (DILUCION LIMITANTE 2).

6) Técnica de clonacidn por dilucidn limitante a partir de epimastigotes
(DILUCION LIMITANTE 3).

7) Técnica de clonacién por crecimientio de colonias aisladas sobre medio
sdlido.

8) Técnica modificada de clonacion por fermacién de colonias y crecimiento

en agar.
9} Obtencion de clonas por la técnica mas eficaz.

10) Determinacion clonal in viveo.
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ESQUEMA DE TRABAJO DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

OBTENCION DE CLONAS DE T. cruzi A PARTIR DE TRES AISLADOS
MEXICANOS, UNESTUDIO IN VIVO

ISLADO 2

! QUERETARO X
| ACAMILPA | YUCATAN

INFECCION A RATONES CD1

v

OBTENCION DE TRIPOMASTIGOTES

{ SANGUINEQS

CLONACION l

POR
DILUCION
LIMITANTE 1

PURIFICACION DE TRIPOMASTIGOTES

SANGUINECS 41

l CLONACION

POR
DILUCION
LIMITANTE 2

OBTENCION DE EPIMASTIGOTES

CLONACION CLONACION POR
POR CLONACION MODIFICADA POR CRECIMIENTO DE

DILUCION FORMACION DE COLONIAS Y COLCONIAS
LIMITANTE 3 CRECIMIENTG EN AGAR AISLADAS SOBRE
l MEDIO SOLIDO

OBTENCION DE CLONAS I

I

DETERMINACION DEL
COMPORTAMIENTO CLONAL
N VIVO
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IV.1. DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO IN VIVO DE LOS
AISLADOS :

. ORIGEN

Se utilizaron tres diferentes aislados mexicanos en el estudio: Acamilpa,
Querétaro y Yucatan; obtenidos de distintos reservorios y regiones del pais, se
eligieron con el fin de contar con poblaciones representativas. Los aislados se
han mantenido experimentalmente en la fase de tripomastigote sanguineo

mediante pases progresivos a ratones que pertenecen a la cepa CD-1,

5 Aﬁh@ A S Lﬂw%mgmn .M”‘. Pt ©

Acamilpa Morelos Edo Mex — vca'mno

hembra
Querétaro | Villa Corregidora (La Cueva), perteneciente al municipio | Triatoma
de villa del pueblito, Qro., Edo. Méx. barberi
Yucatan Yucatan, Edo. Meéx. cerdo

Tabla 2. Lugar de origen y fuente de los aislados utilizados en el estudio

. MANTENIMIENTO

Durante el desarrollo del estudio, los aislados se mantuvieron en la fase de
tripomastigote sanguineo mediante la infeccion a ratones CD-1 hembras de 8-8
semanas de edad. La dosis administrada fue 1x10° tripomastigotes por cada
ratén en un volumen de indculo ne mayor a 0.4 mL.

. DETERMINACION DE LA CURVA DE PARASITEMIA

La parasitemia en infecciones con T. cruzi, puedé ser determinada por
diferentes técnicas. En este caso, la cuantificacion se realizé con hemocitdémetro
en la misma forma que las concentraciones celulares sanguineas; sin embargo,
éste método es aplicable solamente en parasitemias mayores a 1X10° organismos

por cada mL de sangre. Es por ello, que basado en métodos reportados en la
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literatura ¥, se propuso el establecimiento de la estandarizacion de una técnica
para la cuantificacion de tripanosomas en parasitemias bajas que se presentan en
los primeros dias de la infeccion y que no pueden ser cuantificadas con

hemocitémetro.,

La cuantificacién de parésitos con hemccitometro se realiza obteniendo
gotas de sangre a partir dei raton infectado, cortando la punta de la cola. Para
concentraciones mayores a 1X10° organismos por cada mL. de sangre, las gotas
se colocan sobre un portaobjeto y se toman 10ul de sangre y 90 pL de solucion
salina de fosfatos pH 7.2 (PBS), homogeneizando hasta obtener una dilucion
1:10. Enseguida se toma una alicuota de 10 uL y se coloca en un hemocitdmetro
para cuanfificar la concentracién de organismos existentes en la zona central de la
cuadricula; el resultado se calcula considerando el nlimero de organismos y el
factor de dilucién correspondiente y se expresa como numero de parasitos por

cada mL. de sangre.

En el caso de infeccidn temprana, se colocan 10 microlitros de sangre
sobre un porfacbjeto se coloca el cubreobjeto y se cuentan los organismos
existentes en el area total para calcular el numere de parasitos por cada mililitro
de sangre. Los resultados obtenidos por cualquier técnica se grafican en funcién
del tiempo (dias postinfeccion).

. INFECCION A RATONES CD-1

El experimento se realizd por triplicado para cada aislado; se manejaron
lotes de 10 ratones hembras CD-1 de 6-8 semanas de edad y se considerd para
cada lote un ratén sin infeccidn como control. La dosis utilizada fue de 1X10°
tripomastigotes por cada ratén en un volumen de 200 ulL de indculo. El curso de
la infeccion se siguid mediante el conteo de tripomastigotes sanguineos cada
tercer dia durante 45 dias postinfeccion.
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IV.2. OBTENCION DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS

Se extrajeron diferentes volumenes de sangre mediante puncion cardiaca a
partit de ratones CD-1 infectados con T. cruzi que se encontraban en la
concentracion maxima de pardsitos circulantes.

IV.3 CLONACION POR DILUCION LIMITANTE A PARTIR DE
TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS (DILUCION LIMITANTE 1)

Se utilizaron placas para cultivo de celulas y medio DMEMc (Dulbeco’s
Modified Eagle Medium suplementado con SFB (Suero Fetal Bovina) al 10%
inactivado, aminoacidos no esenciales y antibidtico). El indculo fue ajustado a 0.1
células/ pozo con una probabilidad de clonacion de! 95%. Se realizaron
observaciones para cada pozo cen el fin de verificar la existencia de un
tripomastigote; posteriormente se incubaron las placas a 28°C en ausencia de
humedad hasta observar crecimiento. La iecnica se realizdé con tripomastigotes
sanguineos recién extraidos.

IV.4. PURIFICACION DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS

Se ha observado que existe cierta interferencia por células sanguineas
para el crecimiento in vitro de T. cruzi cuando la fuente de aislamiento es a partir
de sangre total. Por tal motive, se realizaron dos técnicas de purificacién y
concentfracién para su evaluacién 1) Cromatografia por columna de intercambio
aniénico con DEAE-celulosa (dietilaminoetil-celulosa) vy, 2) Gradiente de
separacion con Ficol-Hypaque. Ambas técnicas se analizaron con el fin de
obtener el mejor rendimienfo en viabilidad y ndmero de parasitos y fueron

modificadas de las reportadas en la literatura para satisfacer algunas condiciones.
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. CROMATOGRAFIA DE COLUMNA POR INTERCAMBIO ANIONICO CON
DEAE-CELULOSA (T... Mercado and K. Katusha)

Con esta técnica los tripomastigotes sanguineos son rapidamente
separados mediante la elucidon de una muestra a través de una columna de
intercambio aniénico con DEAE-celulosa como fase estacionaria. La separacién
en este caso depende fundamentalmente de las diferencias en la carga superficial
de las céluias; sin embargo adn cuando la carga de T. cruzi difiere entre especies,
es lo suficientemente menor a de las células sanguineas como para lograr una
optima separacién del pardsito. €| DEAE-celulosa adsorbe mayormente los
componentes celulares con carga negativa de la sangre; mientras que los
pardsitos que poseen menor carga negativa son eluidos en un tiempo no mayor a
30 minutos ™ "%,

El estudio llevd implicito una separacion previa de gldébulos rojos vy
plaquetas de la muestra mediante un gradiente de separacion con Ficoll-
Histopaque (400 X g, 15 min., 20°C); mientras que la separacién de plaquetas y
gléhulos blancos, se realizé mediante la columna de intercambio anidnico.

Los tripomastigotes fueron eluidos con PBS-albamina pH 7.2, PSG
{solucién salina de fosfatos glucosada) pH B y solucidn de glucosa como fase
mévil. Las alicuotas fueron tomadas con periodos iniciales de 5.0 minutos v
finales de 2.0 minutos hasta la elucién de los parasitos; después de éstos, se
consideraron tomas de alicuotas con tiempos de 0.30 minutos hasta la
desaparicion de T. cruzi. Posteriormente el volumen eluido con tripomastigotes se
sometio a centrifugacién (2, 000 X g, 15 min., 20°C). Los parasitos obtenidos se
lavaron varias veces con PBS-albumina al 4% y se resuspendieron en 10 mL de
medio de cultivo RPMIc para su incubacién a 28°C en ausencia de humedad hasta

observar crecimiento.
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. GRADIENTE DE SEPARACION DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS
CON FICOLL-HYPAQUE {Delia B. Budzko and F. Kierszenbaum)

El gradiente de separacion se basa fundamentalmente en la caracteristica
fisica de densidad. Las formas de tripomastigote de T. cruzi poseen una
densidad menor a 1.075 g/mL y |a sangre una mayor a 1.077 g/mL; por lo que los
tripanosomas pueden separarse facilmente de las demas células sanguineas
después de adicionar Ficoll-Hypaque (& 1.077 g/mL) a la muestra heparinizada (5-
10 wmL) y centrifugar a 400x g durante 40 min. en rotor horizontal a 20°C ©.

Después del procedimiento mencionado, se distingue la formacién de
cuatro capas claramente. La capa que contiene los parasitos es donde se
encuentran 10s linfocitos, la cual es separada y lavada inmediatamente para
eliminar el exceso de sustancias que podrian resultar toxicas para T. cruzi g, 44

Sengreinfedach

icol- Histoparye

1 2

Fig. 14. Separacién por gradiente de Ficoll-Hypaque

Cuando los parasitos obtenidos del gradiente son lavados utilizando sélo
PBS, se ha observado, que el 80-100% de éstos son lisados inmediatamente
después del segundo lavado; repercutiendo en la incorporacién y viabitidad del
parésito. T. cruzi es susceptible a elevadas concentraciones salinas; por lo que
mantenerlo en un ambiente parecido a su fase infectante (rico en proteinas

séricas) favorece la integridad de éste. Es por ello que para la realizacion del
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estudio, los parasitos obtenidos se lavaron con solucién de PBS suplementado

con albiimina sérica bovina al 4% 5,

IV.5 CLONACION POR DILUCION LIMITANTE A PARTIR DE
TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS PURIFICADOS
(DILUCION LIMITANTE 2}

Se utilizaron placas para cultivo de células y medio DMEMc (Dulbeco’s
Modified Eagle Medium suplementado con SFB al 10% inactivado, amincéacidos
no esenciales y antibidtico). El inéculo fue ajustado a 0.1 células/pozo con una
probabilidad de clonacién del 95%; se realizaron observaciones iniciales para
cada pozo con el fin de verificar la existencia de un tripomastigote v
posteriormente se incubaron [as placas a 28°C en ausencia de humedad hasta
observar crecimiento. Cabe mencionar que la téchica se realizd con
tripomastigotes sanguineos recién extraidos.

IV.6 CLONACION POR DILUCION LIMITANTE A PARTIR DE
EPIMASTIGOTES (DILUCION LIMITANTE 3)

Se utilizaron placas para cultivo de células y LiTc ( medio de de cultivo de
Infusibn de Higado-Triptosa suplementado con SFB al 10% inactivado,
aminoacidos no esenciales y -antibidtico). El indculo fue ajustado a 0.1
células/pozo con una probabilidad de clonacién del 95%; después se realizaron
las observaciones iniciales para cada pozo con el fin de verificar la existencia de
un epimastigote y se incubaron fas placas a 28°C en ausencia de humedad hasta

observar crecimiento. La técnica se realizé con cultivos frescos también.
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OBTENCION DE EPIMASTIGOTES

. MEDIO DE CULTIVO.

Ei medio de cultivo de eleccion fue LITc; un medio liquido monofasico en el
que el paréasito ha demostrado una mayor adaptacién para sus requerimientos
nutricionales, que se refleja en un ambiente propicio y un periodo menor para

alcanzar la fase de crecimiento con respecto a otros medios de cultivo * 12,

. MANTENIMIENTO Y ADAPTACION DE LOS AISLADOS /N VITRO

Se efectuaron pases sucesivos de los cullivos obtenidos de los tres
aislados para su mantenimiento. Para este efecto, en el estudio se utilizaron tubos
de ensaye de 15 mL de capacidad, con un indculo de 1x10° epimastigotes por
cada mL. para obtener un volumen final de 10 mlL. de LiTc por tubo.
Posteriormente, se incubaron a 28°C en atmésfera de CO, hasta la observacion
de crecimiento masivo y se mantuvieron bajo este procedimiento durante el

tiempo que se llevé a cabo el estudio.

. CONFIRMACION DE LA CAPACIDAD INFECTANTE DE LOS AISLADOS
INVITRO.

Simultaneamente al manienimiento de cada uno de los aislados in vitro, se
realizé un experimento para verificar la permanencia de ia capacidad infectante
para cada cuitivo después de su manipulacion. De esta manera, se inocularon
por triplicado ratones hembras CD-1 de 6-8 semanas de edad y se manejard
respectivamente un ratén control sin inoculacion por aisfado. La dosis utilizada
fue de 2X10° epimastigotes por cada ratdn en un volumen no mayor a 0.3 mL.
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A los 20 dias postinfeccion se realizd {a observacion directa de una muestra
sanguinea para cada unoc de los ratones para ila determinacion de formas
circulantes del pardsito.

IV.7 CLONACION EN PLACA A PARTIR DE EPIMASTIGOTES

Las técnicas consideradas fueron: 1) Clonacion por crecimiento de
colonias aisiadas sobre medio sélido y 2} Clonacion por formacién de
colonias y crecimiento en agar.

. CLONACION POR CRECIMIENTO Y AISLAMIENTO DE COLONIAS
AISLADAS SOBRE MEDIO SOLIDO (8.S. Golberg and E.Chiari.)

Esta técnica ha reportado el uso de dos tipos de medio para la preparacién
de las placas: agar sangre {67) y LITc-agar; en el estudio se utilizd LITc-agar con
unha concentracion de agar al 1.5%. E! procedimiento consiste en verter los
parasitos ajustades a un tamafio de indculo de 100 organismos previamente
resuspendidos en un volumen de 0.1 mL. de LITc para su incorporacién a una
placa con 20 mL de LITc-agar.

Posteriommente, las placas son incubadas en forma invertida a 28°C por un
periocdo de 20 a 30 dias hasta la aparicidn de colonias aisladas visibles; el
crecimiento se verifica por fa formacion de colonias que se observan como
manchas esféricas, regulares, lisas y traslicidas, las cuales a medida que van
creciendo adquieren color amarillo. Finalmente, las colonias son separadas del
agar con palillos de dientes estériles e inoculadas en LITe, donde han mostrado
alta viabilidad y adaptacion *.
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En el estudio se realizaron otras diluciones diferentes a las reportadas en la
literatura como indculo; considerando asi para cada cultivo la preparacién de
placas con 100, 250, 500 y 1000 epimastigotes, y una placa control de medio de
cultivo.

. CLONACION POR FORMACION DE COLONIAS Y CRECIMIENTO EN
AGAR (Wittner y cols.)

Es una modificacion realizada a la técnica de Goldberg y Chiari reportada
en 1990 que consiste basicamente en la formacion de dos capas de agar en la
placa, y no una como en la mencionada. Las dos capas la constituyen una base
de LlTc-agar al 1.4 % con una capa superior que se incorpora a la base
previamente gelificada; la capa superior en este caso, es una suspension
constituida por LiTc, Ia adicién del indculo deseado, y un volumen constante de
LITc-agar al 1.4 % el cual se equilibra previamente a 45°C " *.

El resultado del homogeneizado de la capa superior proporciona una
concentracién final al 0.75% de agar, la cual totaimente gelificada permite la
movilidad suficiente para el desarrollo de T. cruzi, y a retencién necesaria para
asegurar que no exista desplazamiento del pardsito, y por o tanto; que el
desarrollo de 1a colonia resultante provenga a partir de una sola célula.

Un andlisis previo del indcule de epimastigotes para el establecimiento de
un rendimiento dptimo de la clonacién mostréd cuatro diluciones finales de 500,
1000, 2500 y 5000 epimastigotes para cada placa como las mas adecuadas; el
experimento se llevo a cabo para cada aislado, con |a consideracion de una placa
control respectivamente. Posteriomente las placas se incubaron de forma invertida
a 28°C bajo condiciones de humedad v 5% de CQ, hasta la observacion de
colonias aisladas visibles.
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IV.8 OBTENCION DE CLONAS POR LA TECNICA DE CLONACION
MAS EFICAZ

. AISLAMIENTO DE CLONAS Y MANTENIMIENTO

Una vez obtenidas las colonias, se procedid al reconocimiento de éstas,
mediante las observaciones macroscopicas (forma, color, tamafio, y nimero) y un
analisis microscopico. Las colonias se separaron del agar mediante la extraccion
con palilios de dientes estériles y fueron colocadas en botellas de cultivo de 25
cm® de area con 5 mb de LITc para su incubacion a 28°C en atmdsfera de 5% de
CO, hasta observar desarrollo.

. ADAPTACION CLONAL IN VITRQO

Del total de las clonas obtenidas, se eligieron al azar cinco para cada
aislado y se mantuvieron en fase de crecimiento en botellas de cultivo de 25 cm?
de 4rea con 5 mL de LITc bajo condiciones de humedad a 28°C; e! experimento
se llevd a cabo por triplicado para cada clona, sin dejar de considerar un control
de medio de cultivo. La cuantificacion de epimastigotes se registrd diariamente
hasta el decremento de epimastigotes en el medio de cultivo y se realizaron los
“pases” o reinoculaciones necesarias para el mantenimientc de los cultivos

durante el desarrollo del estudio.

. CRIOPRESERVACION DE CLONAS

La seleccibn de cinco clonas para los estudios del comportamienio
biclégico in vivo, hizo necesaria la implementacion de una técnica de preservacion
y mantenimiento de las clonas restantes para estudios posteriores. La
criopreservacion satisfizo estas necesidades; por lo que se incluyé como técnica

de eleccion para este fin.

Obtencidn de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vive CEM
42




UNAM FACULTAD DE QUIMICA

El in6culo empleado fue de 1X10° epimastigotes resuspendidos en un
volumen de 0.75 mL de una mezcla formada por SFB y DMSO (dimetilsulfoxido)
en proporcion de 1:9 empleando glicerina como sellador. Finalmente, el indculo
se vertid en un criovial y se colocd en un recipiente con paredes térmicas a una
temperatura de -10°C durante 24 horas. Pasado éste periodo los crioviales se
cambiaron a una temperatura de -70°C y se mantienen bajo estas condiciones

hasta su uso.

IV.9 DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO CLONAL IN VIVO

N CURVA DE PARASITEMIA

Se ha demostrado, que la susceptibilidad a la infeccién con T. gruzi en
ratén es influenciada directamente por la informacion genética de éstos . Los
ratones de cepas consanguineas son genéficamente mas homogéneos;
consecuentemente, la variabilidad de la respuesta a la infeccion en un raton de
cepa congénica puede deberse a cambios en la infectividad yio virulencia de la
cepa del parésito. Es por ello, que la cepa de raton BALB-C fue la de eleccion
para la evaluacidn de las curvas de parasitemia de las clonas obtenidas a partir de
los tres aislados.

. INFECCION A RATONES BALB-C

La dosis empleada para la infeccién a ratones BALB-C se establecio en
2x10 ¢ epimastigotes por ratén en un volumen no mayor a 0.3 mL para cada una
de las cinco clonas seleccionadas obtenidas a partir de cada aislado. La
infeccién experimental se siguié mediante la cuantificacién de tripomastigotes
sanguineos con hemocitometro durante un periodo de 45 dias postinfeccién, con

determinaciones cada tercer dia. El experimento se realizd por triplicado para
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cada clona y se consideraron un control de manipulacion y otro de medio de
cultive para cada lote.
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RESULTADOS

V.1. COMPORTAMIENTO /N VIVO DE LOS AISLADOS

» AISLADO ACAMILPA

El resultado de la determinacién del comportamiento ﬂ vivo del aisfado
Acamilpa llevado a cabo experimentalmente mediante “a infeccion de
tripomastigotes sanguineos a ratones CD-1 se presenta en la siguiente grafica de
concentracion de parasitos circulantes en funcion del tiempo.

CURYA DE PARASITEMA PROMEDIC ORTENIDA PARA EL AISLADO ACANHLPA

Ratones: CD-1 Hembras 6-8 semanas de edad
Indculo: 1.0x10° tripomastigotes/ mi de sangre
Dosis: 200 micrclitros
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Las curvas de parasitemia mostradas en la grafica, indican en general una
parasitemia considerablemente alta comprendida entre 5.0x10° y 1.0x107
tripomastigotes/ mL de sangre. El inicio de la observacion de formas circulantes
se verificd entre los § y 10 dias postinfeccion y la terminacién de las mismas
alrededor del dia 26-29.
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. AISLADO QUERETARO
Las curvas de parasitemia obtenidas para cada uno de los tres lotes,
determinadas mediante la evaluacién de la infeccibn experimental de T. cruzi

inducida en ratones CD-1 con el aislado Querétaro; se observan en la siguiente

grafica de concentracién de tripomastigotes sanguineos en funcion del tiempo.

Ratones: CD-1 Hembras 6-8 semanas de edad
inéculo: 1.0x10* tripomastigotes/ mL de sangre
Dosis; 200 microlitros

Se puede analizar, que el comienzo de las formas circulantes se presentd
entre los 10 y 20 dias postinfeccion con un rango de concentracion de parasitos
que entre 9x10® y 1.5x10 tripomastigotes/mbL de sangre; por lo que respecta al

témino de la parasitemia, se observa entre los 25 y 35 dias postinfeccion.,
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Adicionalmente, es importante sefialar que la patogenicidad del aislado
Querétaro se manifestd claramente elevada en los ratones inoculados desde ia
aparicion de formas circulantes; los cuales presentaron para todos los cascs
paralizacion de los miembros inferiores, edematizacién y fatiga durante el curso de

la infeccion.
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e AISLADO YUCATAN

La grafica de las curvas de parasitemia obtenida por medio de la infeccidn
experimental a ratones CD-1 con el aisfado Yucatan en funcion del tiempo se
presenta a continuacidn.

CURYA DE FARASITEMIA PROMEDID OBTENIDA PARA EL AISLADO YUCATAN

Ratones: CD-1 Hembras 6-8 semanas de edad
indculo: 1.0x10° ripomastigotes/ mL de sangre
Dosis: 200 microlitros

Se observa un méaximo de parasitemia de 5x1(Q7 tripomastigotes/mL de
sangre, obtenido comc promedio de las concentraciones de tripomastigotes
sangufneos para los tres lotes estudiados; dado que el porciento de mortalidad
acumulada para este aisfado fue de! 100% antes de verificarse el descenso de la
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infeccién. Cabe mencionar ademas, que la parasitemia obtenida para el aislado
Yucatan fue 1a mas alta de las tres poblaciones estudiadas en el proyecto.

V.2. DILUCION LIMITANTE 1 ‘

La técnica de clonacion para T. cruzj por dilucion limitante a partir de
tripomastigotes sanguineos no proporciond un resultado satisfactorio. Se
analizaron las placas inmediaiamente después de la clonacién, y se observé una
gran cantidad de células sanguineas en los pozos; hecho que de alguna manera
dificultd la visibilidad para la realizacion de las lecturas iniciales, y con ello el
aseguramiento de la existencia de un tripomastigote sanguineo por pozo.
Después de 60 dias de incubacion de la placa, los pozos inoculados tendieron a
desecarse, dado que no se incubaron en condiciones de humedad; ademas, las
células sanguineas tendieron a sedimentar. Finalmente se paro el experimento
sin observar ningun crecimiento.

Para explicar este resultado, se puede mencionar adicionalmente que el
medio de cultivo DMEMc, pudo no haber sido dptimo para el desarrolio del
parasito.

V.3. PURIFICACION DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS

[ CROMATOGRAFIA DE COLUMNA DE INTERCAMBIO ANIONICO CON
DEAE CELULOSA

La técnica de purificacion de tripomastigotes sanguineos llevada a cabo

mediante cromatografia de columna por intercambio anidnico con DEAE-celulosa

se verificd con un rendimiento pobre; por lo que no se considerd como la de

eleccion para la purificacion y concentracién de parasitos previa a ta técnica de

clonacién a estandarizar.
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Mercado y Katusha reportaron un rendimiento de la técnica que
consideraba la viabilidad del 45 al 58% de parasitos con respecto a la
concentracidn inicial de fripomastigotes en la muestra sanguinea, con un maximo
de elucién de formas circulantes aproximadamente a fos 30 minutos de iniciar el
corrimiento de {a columna®. Sin embargo, los resultados obtenidos
experimentalmente en el estudio mostraron que el rendimiento de la técnica al
parecer se encuentra influido por factores adicionales; tales como el volumen de

sangre de la muestra inicial, y la concentracion de parasitos correspondiente.

Seria importante afiadir, que ia técnica de purificacion de parasitos por
cromatografia de intercambio anionico pudiera llevarse a cabo con mejor
rendimiento si se contara con concentraciones iniciales mayores de parasitos; que
puede ser el caso de ofros aislados diferentes a los empleados en este estudio, ya
que durante el procedimiento y los lavados se pierde gran cantidad de
tripomastigotes sanguineos, sin dejar de mencionar que durante la etépa de

adaptacion al medio de cultivo esto ocurre también.

Es importante mencionar también, que el experimento se realizd a una
escala menor a la reportada en la literatura; lo gue pudo también haber influido
directamente en el tiempo de elucidén de las formas circulantes, el cual ocurrid
inicialmente a los 48 minutos aproximadamente, presentando un maximo a los 51
minutos y un término a los 57 minutos. De esta manera, los resultados del
rendimiento de la técnica en sus diferentes fases se observan en la siguiente

tabla.
Acamilpa Querétaro Yucatan
Procedimiento Conc. % Cone. % Conc. %
Extraccién directa 7.5x10°] 100 [12x107| 100 [7.0x10° 100
Gradiente con Hystopaque 5.0x10°| 66.6 |[7.0x10°| 583 [4.0x10° 57.14
Después de los lavados 1.0x10%§ 133 [20x10°| 1666 [1.0x10° 1428
Tabla 4. Rendimiento de la técnica de purificacion y concentracién de tripomastigotes

sanguineos por columna de intercambio aniénico con DEAEc
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El rendimiento de la tecnica, se calculé cuantificando la concentracion de
organismos viables al final de los lavados, con respecto a la concentracidon de
parasitos obtenidos después de realizar el gradiente con Hystopagque vy la
concentracién de tripomastigotes sanguineos inicial.

. GRADIENTE DE SEPARACION CON FICOLL-HYPAQUE

El gradiente de separacion de tripomastigotes sanguineos llevado a cabo
con Ficoli-Hypaque funciond satisfactoriamente; por consiguiente, se utilizé como
de primera eleccién para la purificacién y concentracidn de tripomastigotes
sanguineos previa a la técnica de clonacién. El rendimiento mediante esta
técnica se muestra en la siguiente tabla.

Alslado Rendimignto
Conc. Inicial % Conc. final Y%
Acamilpa . 6.4x10° 100 5.0¢10° 81
Yucatan 6.0x10° 100 4.0x10° 79
Querétaro 8.0x10° 100 7.0x108 87

Tabla 5. Rendimiento de la técnica de purificacién y concentracion de tripomastigotes
sanguineos por gradiente de separacidn con Ficoll-Hypaque.

V.4. DILUCION LIMITANTE 2

La técnica de clonacion por dilucion limitante realizada a partir de
tripomastigotes sanguineos purificados, no proporciond resultados satisfactorios.
Aln cuando se constatd la presencia de un tripomastigote iniciaimente en cada
uno de los pozos inoculados, parece que el medio de cultivo empleado RPMIc no
fue el 6ptimo para el desarrcllo de los parasitos. Cabe mencionar ademas, que la
placa se incubd en condiciones de humedad; por lo que la desecacién de los
pozos no se llevd a cabo, y por lo tanto no constituye un factor determinante para
la falta de crecimiento de organismos. A los 45 dias postinoculacion se detuvo el

experimento sin obtener resultados ninglin desarrollo.
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De esta forma se presume que la teéchnica de clonaciéon por dilucion
limitante a partir de tripomastigotes sanguineos purificados bajo las condiciones
experimentales mencionadas, no es la técnica de eleccion para efectos de

clonacién de T, cruzi.

V.5. DILUCION LIMITANTE 3

La técnica de clonacion por dilucion limitante realizada a partir de
epimastigotes, practicamente funcioné en cuanto a desarrclio de parasitos, pero
se rechazé debido a que durante la realizacidén de la misma, la probabilidad de

obtener un solo epimastigote para la inoculacion de los pozos fue casi nuia.

El mantenimiento in vilro del pardsito implica por si mismo la formacion de
rosetas y otras entidades pluricelulares; dado lo anterior, el desarrollo mediante

estas condiciones no resultaria confiable para fines de clonacion.

. VERIFICACION DE LA CAPACIDAD INFECTANTE DE LOS CULTIVOS
OBTENIDOS A PARTIR DE LOS AISLADOS
Derivado del conocimiento de que el mantenimiento jn vitro del paréasito
por largos periodos en el laboratorio implica la posibilidad de la modificacion de la
capacidad infectante de la poblacién en estudio; se llevé a cabo un experimento
que pusiera en evidencia la permanencia de esta caracteristica para los cultivos
de T. cruzi obtenidos de los aislados empleados en el estudio.

El experimento se realizd mediante la inoculacién a ratones CD-1 con los
cultivos obtenidos a partir de los aislados Acamilpa, Yucatan, y Querétaro; mismos
que después de un periodo establecido, se les practicd un analisis microscopico
para la observacién de tripomastigotes sanguineos. Al términc de las

observaciones se sacrificaron los animales empleados en el experimento.
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-

Los resultados obtenidos del experimento de verificacion de la capacidad

infectante, se muestran en la siguiente tabla.

Stock dosis Volumen | parasitemla a los 20 dias postinfeccién
(epimastigotes/mL) | (mlL)

raton1 | ratdn2 | ratén3 | control
Acamiipa 2X108 03 positiva | positiva | positiva | negativa
Yucatén 2X108 0.3 | positiva | positiva | positiva | negativa
Querétaro 2X10° 0.3 positiva | positiva | positiva | negativa

Tabla 6. Reauftados de la verificacion de la capacidad infectante de los cultivos de los
aislados, Acamilpa, Yucatin y Querétaro. Rat6n: CD-1 Hembras 6-8 semanas de edad

Se pudo analizar con base en los resultados obtenidos microscopicamente,
que la parasitemia se present6 para todos los ratones; en el caso de los controles
utilizados, se puede mencionar que na mostraron ningin tipo de alteracién
durante el tiempo de seguimiento del experimento, por lo que se considera como
satisfactorio el resultado y la permanencia de la capacidad infectante de los
cultives. Es decir, que no se medificd la infectividad de los aislados con la
manipulacién experimental del pardsito hasta su adaptacidn in vitro g 15 ¥
durante ef desarrollo del estudio.

Fig. 15. Cultivos de T. cruzi
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V.6. CLONACION POR CRECIMIENTO Y AISLAMIENTO DE
COLONIAS SOBRE MEDIO SOLIDO

La técnica de elonacién por crecimiento y aislamiento de colonias sobre
medio sdlido, se comprobd sblo para aisfado Yucatan mediante ia observacion de
crecimiento visible a los 63 dias posterior a la incubacidn de las placas. Las
colonias obtenidas presentaron un color amarillo oscuro con un tamafo
aproximado de 1.5 — 2.0 mm de diametro. Cabe sefialar ademas, que las colonias
se depositaron al fondo de las placas y en las placas inoculadas con las
concentraciones respectivas a 500 y 1000 epimastigotes; posteriormente se
procedi6 a aislarlas para su adaptacién en LITc, sin obtener ningln crecimiento de

|las mismas.

Varios factores influyeron probablemente para explicar los resultados
obtenidos mediante esta técnica de clonacién. Por un lado, la concentracion del
agar, y por otro el indculo empleado. La concentracién del agar empleada para la
técnica se establecié en 1.5% en LiTc; dada esta concentracion, se cbservd que
conforme transcurrid el tiempo de incubacion, el medio LITc-agar de las placas se
fue deshidratando poco a poco. Adicionalmente a este hecho, se observd que la
dureza del agar dada la concentracion pudo haber disminuido también la

movilidad necesaria para el desarrollo de T, cruzi.

Por lo que respecta al indculo, se puede inferir que el inoculo fug muy bajo
en concentracion de parasitos para la obtencion de un rendimiento 6ptimo; ya que
solo se observé crecimiento de coionias en las placas inoculadas con una

concentracion mayor a 500 epimastigotes.
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V.7. TECNICA DE CLONACION MODIFICADA POR FORMACION
DE COLONIAS Y CRECIMIENTO EN AGAR

La técnica modificada de clonacién por formacion de colonias y
crecimiento en agar se llev$ a cabo eficazmente para los tres aislados empleados.
Es por ello, que se consideré como la de primera eleccién con fines de clonacién
para T. cruzi. Derivado de los resultados obtenidos a continuacion se presenta

una breve explicacion del desarrollo de la técnica.

Inicialmente, a partir de los cuitivos de T. cruzi obtenidos para los tres
aislados se realizé la cuantificacion de parasitos viables, los resultados se ilustran

en la siguiente tabla:

Alslido Epimastigotes/ mL difucién Concentracién final
{epimastigotes/mL)
Querétaro 6.8 X 10 1: 1000 6.8 X10*
Acamilpa 2.4 X105 1: 100 2.4 X104
Yucatén 6.7X10° 1: 100 6.7 X10*

Tabla 7. Concentraclén inicial de los cultivos de 1. cruzi obtenidos a partir de fos aislados
Acamlipa, Yucatén y Querétaro para la técnica modificada de clonacién por formacién de
colonias y crecimiento en agar

Con base en-estas concentraciones; se realizaron las diluciones necesarias
para la obtencion de los indculos comrespondientes a las placas hasta obtener
500, 1000, 2500, y 5000 epimastigotes por cada 10 ml de LITc por aisfado. Los
indculos empleados se muestran a continuacién.
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Placa Aislado Conc. uk. de dilucién final + ¢.b.p SmL LIT
+ 5 mL de medio de agar- LIT 0.75%)
1 Querétaro 500 7.25
2 Querétaro 1000 145
3 Querétaro 2500 36.28
4 Querétarc 5000 7256
5 Contro! ninguna
6 Yucatan 500 7.5
7 Yucatan 1000 14.92
8 Yucatén 2500 37.31
9 Yucatan 5000 74,62
10 Control ninguna
11 Acamilpa 500 20.80
12 Acamilpa 1000 41.60
13 Acamilpa 2500 104.1
14 Acamilpa 5000 208.3
15 Control ninguna

Tabla 8. In6culos de T. cruzi de los aislados Acamilpa, Yucatdn y Querétaro para la

preparacién de placas para la técnica modificada de clonacién por formacién
de colonias y crecimiento en agar.

Posteriormente; tras un periode de incubacién a los 24 dias de incubacion,

se observaron las primeras colonias en las placas inoculadas con los aislados

Yucatan y Acamilpa.

Para los 27 dias de incubacidén las colonias tenian un

didmetro de 1mm aproximadamente, y a los 40 dias eran francamente visibles con

un diametro de 2mm; las colon_ias presentaron forma esférica consistencia lisa con

color amarillo-heige 5, 1)
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Fig. 14 Aspecto de las colonias de T. cruzi a los 40 dias de incubacién.

A los 60 dias de incubacién se realizé el aistamiento de las colonias para su
adaptacion y mantenimiento en LITc , « Es importante mencionar, que para el
caso de las placas inoculadas con los cultivos obtenidos a partir del aislado
Querétaro, el crecimiento y la aparicién de colonias fue mas lento que para los
otros dos casos; por lo que a los 60 dias de incubacién solamente se habia
observado la aparicion de 5 colonias aisladas de 1 mm de didmetro
aproximadamente.

Fig. 15. Aspecto de las colonias de T, cruzi obtenidas a partir del aislado Acamilpa
mediante 1a técnica modificada de formacién de colonias y crecimiento a los 60 dias de
incubacidn.
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Las observaciones al microscopio invertido de algunas de las colonias a los
60 dias de incubacion son las siguientes;

Fig. 16. Observacién de una colonia de T. cruz/ obtenida a partir de la inoculacién del aislado
Yucatéin mediante a técnica modificada de clonacién por formacién de colonias y
cracimiento{20X)

Yucatin mediante la técnica modificada de clonacién por formacién de colonias y
crecimiento en agar ( 40X )
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V.7. OBTENCION DE CLONAS POR LA TECNICA MAS EFICAZ

De acuerdo con los resultados obtenidos, se establecid que la técnica de
clonacién para aislados mexicanos de T. cruzi mas eficaz de las estudiadas fue
la t&écnica modificada de formacién de colonias y crecimiento en agar. Mediante
esta técnica, se obtuvieron un total de 5 clonas a partir del aisfado Querétaro de
sus tres respectivas placas; 93 a partir del aislado Yucatan, y 84 para el caso del
aislado Acamilpa. El rendimiento obtenido por placa para cada aislado se
muesira en la siguiente tabla,

Alslado | Placa | Conc. | NUm. de colonias | Num. de colonias | Numeracién asignada a
observadas seleccionadas las colonias
seleccionadas
Querétaro | 1 500 0 0
Querétaro 2 1000 0 0
Querétarc 3 2500 1 1 1
Querétaro [ 4 5000 4 4 2,345
Yucatin { 6 | 500 6 2 8,10
Yucatan 7 1000 18 7 1,2,3,4,511,12
Yucatén 8 | 2500 15 4 6,78 13
Yucatan 8 | 5000 54 0
Acamilpa 11 500 1 0
Acamilpa 12 1000 10 8 56,7,8,9 10,12, 13
Acamilpa | 13 | 2500 7 4 1,234
Acamilpa |. 14 5000 58 1 11

Tabla 9. rendimiento obtenido a partir de la técnica de clonacién por crecimiento ¢clonal en
madio semisélido modificada.

Se puede mencionar con base en estos resultados, que el rendimiento
cbtenido muestra relacién directa con la pobtacion en estudio, y proporcidon con
respecto a la concentracién de epimastigotes inoculados en la placa. Dado el
numerc de clonas obtenidas, se realizd la seleccion de algunas para la
determinacién del comportamiento clonat in vivo, previa adaptacion vy

mantenimiento de las mismas en LITc. Por otra parte, las clonas no
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seleccionadas para este efecto se procedié a identificarlas, numerarlas, adaptarias

in vitro para posteriormente criopreservarlas.

El procedimiento de aislamiento, adaptacién y mantenimiento en LITc de
las clonas obtenidas, se llevd a cabo en tres fases principales que se ilustran a

continuacion:

Fase 1. Observacion y registro de las colonias obtenidas
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Fase 3. Incorporacidn a LITc para su adaptacion y mantenimiento

V.8. COMPORTAMIENTO CLONAL IN VIVO
El comportamiento in vivo de las clonas obtenidas a partir de los aislados
Acamilpa y Yucatan se realizd mediante la infeccion experimental de cinco clonas

seleccionadas para este fin. A continuacién se listan en la siguiente tabla.

Aislado Clona proveniente | Nam. de colonia | Clave asignadaala
de la placa nimero asignado clona
Acamilpa 4 1l A
Acamilpa 2 12 AZ
Acamilpa 2 9 A3
Acamilpa 2 6 Ad
Acamiipa 1 3 AS
Yucatan 3 4 Y.1
Yucatan 3 5 Y2
Yucatan 3 7 Y.3
Yucatan 2 9 Y.4
Yucatan 1 11 Y.5

Tabla 10, Clonas obtenidas a partir de los aislados Acamilpa y Yucatén seleccionadas
para la determinacién de | comportamienic in vivo.
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Por lo que respecta al caso de ias 5 clonas obtenidas a partir del aislado
Querétaro; cabe sefialar, que a! parecer estas no lograron adaptarse a! LITc, por
consiguiente para efecto de mantenimiento y determinacion del comportamiento in

vivo, no se obtuvieron resultados.

De esta manera, se formaron asi entonces dos lotes con un total de 15
ratones cada uno para la determinacién del comportamiento jn vivo. El esquema

de inoculacién se muestra a continuacién:

Alslado inoculado Clona inoculada volumen inoculado (ml)
{por triplicado)
Yucatan Y4 0.3
Yucatan Y.2 0.3
Yucatan Y3 0.3
Yucatan Y4 0.3
Yucatan Y.5 03
Acamilpa A1 0.3
Acamilpa A2 0.220
Acamilpa Al 0.320
Acamilpa Ad 0.260
Acamilpa AS 0.3
Control de medio de Ninguna 0.3
cultivo
Control sin ninguno
maniputacién
Control sin ninguno
manipulacion

Tabla 3. Esquema de inoculacién para la determinacidon del comportamignto
clonal jn vitro
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. COMPORTAMIENTO /N VIVO DE LAS CLONAS OBTENIDAS A PARTIR
DEL AISLADO ACAMILPA

El resultado de la evaluacion del comportamiento jn vive de las clonas

obtenidas a partir del alslade Acamilpa, llevado a cabo mediante la inoculacién a

ratones Balb-C con las clonas correspondientes en funcién de tiempo, se muestra

en la siguiente gréfica.

CURVA DE PARABITEIMA PROMEDI) PARA LAS CLONAS OBTENIDAS A PARTIR DEL AISLADO ACAMILPA

Ratones. BALB-C Hembras 3-6 semanas de edad
Inéeulo: 2.0x10° epimastigotes/ mL de sangre
Dosis: 300 microlitros

Las curvas de parasitemia mostraron un comportamiento heterogénec en
general para las clonas estudiadas; el cual podria explicarse mas detalladamente
si formamos 2 grupos independientes para su andlisis. El grupo 1 formado por la

clona A.2 y A3 y el grupo 2 constituido por las clonas A.1, Ad y AS.
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Las clonas perdenecientes al grupe 1, presentaron parasitemias
comprendidas entre los 1X107 y 1.5X10” tripomastigotes por mililitro de sangre;
mientras que para el casc de las clonas pertenecientes al grupo 2, se
manifestaron ¢on un rango entre 1X10°% y 3X40® tripomastigotes por mililitro de
sangre.

Los maximos de parasitemia también mostraron diferencias significativas;
considerando que para las clonas del grupo 1 el maximo se presentd a los 35 dias
postinfeccion aproximadamente, y para las clonas pertenecientes al grupo 2 un
rango mas amplio comprendido entre los 25 y 35 dias postinfeccién. Cabe
mencionar ademds, que para el caso de las c¢lonas A2 v A3, los resultados
obtenidos podrian explicarse con hase en el origen de las mismas; ya que
provienen de la misma placa, lo que de alguna manera justificaria el
comportamiento in vivo similar obtenido para estas clonas. Sin embargo, para el
caso de las clonas A.1, A4 y A5 no se justificarfa mediante este hecho, ya que
provienen de diferentes placas y no se observan diferencias significativas en el

curso de las parasitemia.

El comportamiento in vivo de las clonas en estudio, refieja un resultado
interesante que se podria explicar en términos de heterogeneidad
intrapoblacional; resumiendo que existe un comportamiento similar entre las
clonas A.2 y A.3, y otro diferente para las clonas A.1, A4 y A5 Lo que nos lleva
a pensar en la posibilidad de la existencia de por lo menos dos clonas diferentes
en el aisfado Acamilpa.

Los resultados obtenidos también sugieren por si mismos la repeticién del
experimento, el analisis a nivel molecular de las clonas y la determinacion del
comportamiento de las clonas restantes que fueron criopreservadas, a fin de
compararlos con los obtenidos.
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) COMPORTAMIENTO N VIVO DE LAS CLONAS OBTENIDAS A PARTIR
DEL AISLADO YUCATAN .

E! resuitado derivado de la infeccién a ratones Balb-C con los cultivos
obtenidos a partir del aisfado Yucatan, con el fin de obtener el comportamiento in
viva del mismo; permitid obtener la siguiente grafica de concentracion de
tripomastigotes sanguineos en funcion del tiempo.

CURYAS DE PARASITEMIA PARA LAS CLONAS OBTENIDAS A PARTIR DEL AISLADO YUCATAN

Ratones: BALB-C Hembras 3-6 semanas de edad
Indeulo: 2.0x10° epimastigotes/ mL de sangre
Dosis: 300 microlitros
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La grafica en general muestra tres comportamientos diferentes entre las
clonas estudiadas. El maximo de parasitemia se encontrd en 2.25x107
tripomastigotes por mililitro de sangre para el caso de la clona Y.5., 1.25X107 para
la clona Y.2., y 4X10° para las clonas restantes. El comienzo de la parasitemia
se verifico entre los 5 y los 15 dias postinfeccién para todos los casos, con un

maximo de parasitemia ocurrido entre los 25 y 30 dias postinfeccion.

Mediante esta grafica se pudo observar ademas, que la clona Y.1 tuvo un
100 porciento de maortalidad acumulada al llegar a los 20 dias postinfeccion
aproximadamente; lo que nos limita en cierto modo para poder realizar un analisis

del comportamiento de esta clona, con respecto a las clonas Y.3. y Y 4.

Nuevamente, para este casc podemos sugerir una explicacion del
comportamiento clonal jn vivo obtenido a través de la manifestacion de la
caracteristica de heterogeneidad intrapoblacional. El comportamiento de la clona
Y.5 nos sugiere pensar que quiza se trate de una clona diferente ala clonaY.2, y
otra diferente a las clonas Y.3 y Y.4.; excluyendo a Y.1. por falta de puntos para
un analisis completo. De cualquier manera, aun cuando las caracteristicas de
desarrollo de la infeccién con las diferentes clonas parecen ser muy similares; las
curvas de parasitemia obtenidas se observan claramente diferenciadas en tres

ocasiones.

Este comportamiento nos lieva a pensar en la existencia de por lo menos
tres diferentes clonas en el aislado Yucatan; por lo que tal como se sugiere para
el caso del analisis de resultados de los estudios realizados con e! aislado
Acamilpa, se propone la repeticion del experimento y el analisis molecular

completo de las clonas.
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VI. DISCUSION

Cepas virulentas de T. cruzi han sido clonadas mediante diversas técnicas,
tales como la inoculacién experimental de tripomastigotes sanguineos a un ratén,
la dilucién serial en medio liquido, o bien mediante el plagueo de diferentes
diluciones de suspensiones de parasitos en medio sdlido con la subsecuente
seleccién de las colonias aisladas. Cabe sefalar ademas, que de las técnicas
mengcionadas, la inoculacidén experimental de un tripomastigote sanguineo ha sido
empleada para demostrar experimentalmente que un sdlo organismo puede

establecer una infeccion en mamiferos.

Asi mismo, también se ha utilizado con este fin otra técnica diferente, la
cual involucra el cultivo in vitro de T. cruzi, que consiste en la inoculacién de
cultivos constituidos por microgotas conteniendo un sélo parasito; mismo que

previamente ha sido observado microscapicamente *.

En cuanto a las ventajas de las técnicas de clonacion por dilucion serial y
en agar se encuentran la reproducibilidad. Sin embargo, a estas técnicas también
se les atribuye poca confiabilidad; segln lo explica Miles, dado que el parasito no
es observado microscépicamente durante el proceso de clonacién. Respecto a
la técnica de clonacién en agar, adicionalmente a lo mencionado; Geldberg v
Chiari en 1980, basados en otros estudios relacionados reportaron fa técnica
como la mas confiable y reconocida internacionalmente para efectos de

clonacién a parasitos flagelados.

Los resultados obtenidos para el establecimiento del disefio de una técnica
de clonacién eficaz a través del presente estudio, nos flevan a un analisis de
factores importantes a considerar; independientemente de la técnica con fines de

clonacién para el pardsito que se aplique. Entre estos, se encuentran a grandes

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM

68




UNAM FACULTAD DE QUIMICA

rasgos la dimension, la caracleristica de flagelado, y las condiciones necesarias
para el desarrolio; lo que complica atin mas el disefio de dicha técnica.

Es conveniente recordar ademas, que la fase infectante de T. gn_gﬂr de la
que parte cualquier técnica de clonacion, requiere necesariamenie de la
conversion de tripomastigote sanguineo a epimastigote; lo que representa cierta
dificultad adicional a considerar para el establecimiento de la técnica de
clonacién eficaz, ya que la probabilidad de que s6lo un tripanosoma
experimentalmente posea la suficiente capacidad infectante para convertirse en
epimastigote es casi nula.

En este aspecto, también es importante mencionar, que el manejo en fase
de epimastigote in vitro 6 in vivo por largos pericdos, implica la posibilidad de que
exista atenuacién de la poblacién, o bien disminucidn de la capacidad infectante
de ésta; y por lo tanto, que el resultado obtenido bajo estas condiciones sea poco

confiable o limitado para efectos de clonacién.

Es este estudio, se emplearon basicamente dos técnicas para clonacién
del parédsito de las reportadas en la literatura: la dilucién serial, y el crecimiento
clonal en agar. La dilucién serial se llevé a cabo con dos modalidades, la
clonacién a pardir de tripomastigotes sanguineos extraidos directamente de la
muestra sanguinea, y la clonacion a partir de tripomastigotes sanguineos
purificados.

Por lo que respecta a la técnica de crecimiento clonal en agar, debe
mencionarse, que se realizé como- respuesta a factores que dificuttaron el
procedimiento de la técnica de clonacién por dilucion serial, mismos que fueron
observados desde la aplicacion de la misma. Pedemas explicar los resultados por
la observacion de dos factores: la interferencia de células sanguineas en el
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proceso de clonacion, y el uso de un medio de cultivo optimo que permitiera el

desarrollo del microorganismo,

La interferencia de células sanguineas se resolvid mediante la
implementacién de un procedimiento de purificacion y concentracion de parasitos
previo a la técnica de clonacion, este procedimiento permitidé obtener
tripanosomas viables libres de interferencias, los cuales incorporados al medio de
cultivo 6ptimo a su desarrollo, dieron como consécuencia la base para el
establecimiento de las condiciones necesarias para la técnica de clonacién a

estandarizar.

Por lo que concierne a los medios de cultivo DMEMc y RPMic, derivado de
los resultados obtenidos; se puede analizar que no fueron los Optimos para el
crecimiento de T, cruzi.

La implementacion del procedimiento de purificacion y concentracién de
parasitos evaluadas en el estudio consistié en la aplicacion de dos técnicas de
separacién aplicadas cominmente con fines diferentes: e! gradiente de
separacion con Ficoll-Hypaque, y la cromatografia por intercambio aniGnico con
DEAEc.

Por un lado, el gradiente de separacidn con Ficoll-Hypaque mostrd
rendimientos considerablemente elevados; comparados con la técnica de
cromatografia de columna por intercambio aniénico con DEAEc. De esta manera,
la aplicacion del gradiente, permitié obtener la concentracion inicial necesaria de
parasitos para la aplicacion de la técnica de clonacion; incluso considerando que
algunos no pudieran sobrevivir al procedimiento, ya que el procedimiento por si
mismo sugiere la incorporacion y la adaptacién de un buen ndmero de organismos
viables para su adaptacion in vifro, pero también la pérdida de gran nimero de
estos.
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Por otro lado, contrariamente a este resultado; la técnica de purificacion y
concentracion de parasitos mediante cromatografia de intercambio aniénico con
DEAE celulosa, proporciond un rendimiento pobre, laboriosoc y con un

requefimiento mayor de tiempo para su realizacion,

Posteriormente, tratando de solucionar el inconveniente de la probabilidad
de supervivencia y viabilidad de la fase de tripomastigote sanguineo a
epimastigote en ¢l desarrollo de la técnica de cfonacién par dilucién serial, surgié
la idea de implementar una variante a partir de la fase de epimastigote; sin
embargo, la observacién de rosetas y la probabilidad de obtener un epimastigote
en un solo pozo también resultd poco funcional y eficaz. Adicionalmente, el
desarrollo de ésta téenica incluyd ademas el uso de otro medio de cultivo diferente
a los empleados; el medio de cultivo de LITc, el cual permitid realizar

indirectamente un analisis de medios de cultivo empieados.

Es importante mencionar que el medio LITe, se establecid como el medio
de elecciébn para estudios posteriores; ya que comparado con los otros dos
medios de cultivo DMEMc y RPMIc, presentd el mejor rendimiento en funcién de
crecimiento y adaptacion de los parasitos.

A partir de este momento, se marcd una primera fase de trabajo, y se
definid la linea de las investigaciones posteriores con un perfil determinado de los
requerimientos a considerar para la técnica de clonacién a estandarizar. A

grandes rasgos se establecieron los siguientes:

1) Que la técnica de clonacién a estandarizar se realizara a partir de fa
fase de epimastigote
2) Que se considerara el emplec del medio de LITc como sustrato para

asegurar el desarrollo del parasito bajo condiciones optimas.
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3) Que la técnica de clonacién permitiera la observacion del parésito
desde su aplicacion, hasta fa obtencidn de clonas; con el fin de evitar
confusion tanto en lecturas iniciales del experimento, como en el
resultado.

Derivado de las condiciones mencionadas, se considerd la segunda
modalidad de las técnicas de clonacidn propuestas: fa de grecimiento clonal en
agar; la cual en primera instancia cubrié el perfil deseado. Para este efecto, se
estudiaron dos variantes a la técnica: la cfonacion por crecimiento y aislamiento
de colonias en medio sdlido, y la c¢lonaciéon por formacion de colonias y
crecimiento.

Esta ditima involucrd ciertas modificaciones a la técnica reportada por
Wittner y cols. en 1882; las cuales consistieron béasicamente en el empleo de la
concentracion de agar al medio de cultive LITc, la cantidad de indculo considerado
para !as placas, y las condiciones de incubacién de estas. La técnica resultd
posible, aunque en un periodo mayor de ingubacion al reportado en la literatura, vy
solamente para el aislado Yucatan. Como dato adicional, se puede mencionar,
que el tiempo de incubacion hasta la observacion de las primeras colonias implicé
la deshidratacién paulatina del medio de cultivo; con la consecuente probable
disminucién de la viabilidad de fos parasitos, por lo que se considerd el empleo de

una concentracion menor de agar.

Asl mismo, con la técnica de crecimiento y aislamiento de colonias en
medio sélido, se puso de manifiesto el inconveniente de la sedimentacién de
colonias al fondo de la placa, hecho por el cual no existid 1a seguridad de obtener
colonias provenientes de una sola célula; ya que el parasito pudo haberse
desplazado en la superficie interna de la placa. Sin embargo, la funcionalidad de _
ta técnica, llevé a estdiar la segunda variante: la técnica modificada de clonacién
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por formacién de colonias y crecimiento en agar basada en la técnica reportada
por Goldberg y cols., en 1880,

En esta técnica, se consideré una meodificacién a la reportada por los
autores, la cual consistid basicamente en una placa formada por una bicapa de
LITc-agar y no una capa como la mencionada; una hicapa formada con LIT¢-agar
de diferente dureza. La capa superior de [a placa, es donde se lleva a cabo el
crecimiento del pardsito, y dada la dureza del agar, permitid la movilidad
necesaria a los epimastigotes para su desarrollo y la tensién suficiente para evitar

su desplazamiento por la superficie.

Con esta modificacion, las colonias abtenidas se depositaron al fondo de
dicha capa, por lo que su aislamiento y desarrollo resultaron favorecidos. La
técnica clonacién por por formacion de colonias y crecimiento en agar demostré
experimentalmente ser la més eficaz de las dos variantes evaluadas en el estudio,
ya que ain cuando los rendimientos obtenidos se observaron en funcién del
inGculo empleado, y la poblacién en cuestion; comparada con la dilucién serial en
sus diferentes modalidades y la de crecimiento y aistamiento de colonias en medio
sélido; permitié obtener clonas para los tres aislados sin mayor problema.

Por lo que respecta al comportamiento in vivo de las clonas obtenidas, es
necesario remitirse a un anjlisis previo de! comportamiento in vivo de los aislados.
El comportamiento ip vivo de los aislados, en general puede resumirse como
“heterogéneo”.

Los resultados obtenidos experimentalmente mostraron parasitemias
considerablemente altas para los tres aislados, con similitudes en caracteristicas y
diferencias significativas para caracterizar el comportamiento particular in vivo de
cada una de las poblaciones.
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Es importante mencionar ademas, que las graficas de las curvas de
parasitemia para el comportamiento experimental in vivo de los aistados, no puede
ser comparado directamente con la grafica de las curvas del comportamiento in
vivo de las clonas seleccionadas; ya que el comportamiento jn vivo de los aislados
se llevd a cabo mediante la infeccién en un modelo murino de cepa CD-1, la cual
fue diferente a la BALB-C empleada en la determinacion del comportamiento
clonal. Sin embargo, incluso bajo estas condiciones los resultados obtenidos para
cada una de las determinaciones i vivo, sirven como base para la abservacion y
el analisis de uno y otro respectivamente.

Derivado de lo anterior, consideramos conveniente la realizacién de un
experimento adicional con un modelo murino de la cepa BALB-C para la
determinacién del comportamiento in vivo de los aislados estudiados en fase de

tripomastigote sanguinec y en [a fase de epimastigote.

Por lo que respecta al comportamiento clonal jn vivo, los resuliados nos
lleva a inferir que podria existir “heterogeneidad intrapoblacional” en los aislados
Acamilpa y Yucatan. En este aspecto, para el caso de Acamilpa se observd un
comportamiento in vive diferente de las clonas A.2 y A.3 con respecto a las clonas
A1 A4y A5, por lo que se podria suponer la existencia de por lo menos dos
clonas diferentes en el aislado. Complementariamente proponemos estudiar in
vilro y a nivel molecular e! comportamiento tanto de las clonas seleccionadas,

como las restantes para una confirmacion de los resultados.

No puede dejar de comentarse en este capitulo el caso particular de los
resultados de clonacion para el aislado Querétarg, el cual presenté e! menor
rendimiento de las tres poblaciones estudiadas. Este podria deberse a factores
inherentes del aisfado; ya que por si mismas las clonas obtenidas presentaron

desde el inicio det proyecto cierta dificuitad para adaptarse in vifro.
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Iniciaimente, el periodo para la adaptacién al medio de cultivo del aisfado
Querétaro fue mayor que para el caso de los otros dos aislados (hecho que fue
una constante durante el desarrollo del estudio); como un dato adicional, es
importante resaltar, que se ha observado experimentaimente que la histopatologfa
de! aislado Querétaro en ratones es muy elevada.

De esta manera, los resultados obtenidos con fines de clonacién,
consideramos que son la expresion de la supervivencia de las clonas resistentes y
Ia. delecidn de clonas virulentas susceptibles al manejo in vitro. No obstante que
las parasitemias producidas por Querétaro sea semejantes en maximos de
parasitemia 0 menores a las obtenidas con los otros aislados. Particutarmente
estudio se complementaria para este caso analizando el comportamiento in vivo e
in vitro de {as clonas del aisfado; proponiendo a su vez que en éste se considere
el establecimiento de un indculo mayor al empleado en el experimento, a fin de
que la probabilidad de coionias abtenidas sea mayor.

Para las clonas obtenidas a partir del aislado Yucatan, los resultados
mostraron un resultado interesante que puso de manifiesto tres comportamientos
in vivo diferentes. Por un lado, un comportamiento para la clona Y.2. diferente al
presentado por Y.5, y otro muy semejante entre las clonas Y.3. y Y 4, (excluyendo
a Y.1. por falta de datos); lo que lleva a pensar en la existencia de por lo menos
tres clonas diferentes constituidas en un mismo aislado. También sugerimos el

estudio a nivel molecular e in vitro de las clonas faltantes.

Finalmente, podemos concluir gue fos resuitados obtenidos a lo largo del
estudio conducen a pensar que los aislados mexicanos Acamilpa y Yucatéan;
biolégicamente hablando, se encuentran praobablemente formados por varias
clonas, y creemos que la virufencia para cada uno de estos se encuentra en

funcién de la virulencia de !a clona predominante. Aquellas clonas que no
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influyen en este comportamiento, pueden deletarse por inadaptacién, o bien
permanecer sin manifestacion significativa dentro de la poblacion

Adicionalmente, se podria pensar que la heterogeneidad en la
manifestacién de la variabilidad clinica podria estar influida también por el grado
de patogenicidad de las clonas que conforman el aislado °.
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VI. CONCLUSIONES

1. La técnica modificada de formacion de colonias y crecimiento clonal en
agar es una técnica estandarizada eficaz para la obtencién de clonas a
partir de aistados mexicanos de 1. cruzi.

2. Se determind la probable heterogeneidad intrapoblacional en los
aislados Acamilpa y Yucatan, mediante el establecimiento del

comportamiento in vivo de las clonas seleccionadas para este fin.

3. Los resultados obtenidos para las clonas en el presente estudio, no
pueden considerarse determinantes y generalizados para la poblacion
fotal respectiva; se proponen como la base de estudios posteriores

dirigidos.
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APENDICE A
TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

INFECCION DE_T. cruzi A UN MODELO MURINO Y
DETERMINACION DE LA CURVA
DE PARASITEMIA

1. Formar lotes de ratones para cada aislado, stock, clona o cepa
2. Determinar el indeulo con base en el conteo de tripomastigotes sanguineos

a) Tomar un ratén infectado e identificarlo

b) Tomar por la cola al raton y colocarlo en una rejilla para facilitar su manejo

c) Desinfectar la cola del ratdn con un algodén con alcohol etilico al 70%

d) Con unas tijeras de diseccidn limpias hacer un core transversal a la punta
de la cola del ratén y estimular la salida de aproximadamente 10ul de
sangre

e) Limpiar la cola del ratén con un algodén limpio, ejerciendo presién para
detener la salida de sangre

f) Tomar 10 p! de la muestra con una micropipeta y depositaria en un pozo de
una placa de ELISA que se encuentra con 90p de PBS con el fin de diluir la
muestra y facilitar el conteo de tripomastigotes. Mezclar perfectamente la
muestra y tomar una alicuota de 10 pl para depositarla en el hemocitometro

g) Reposar la muestra en el hemocitometro unos segundos para que se
asiente la preparacion

h) Observar al microscopio Optico y realizar el conteo de tripomastigotes
viables en la zona central del hemocitdmetro y registraria

Obtencién de clonas de T, cruzi a partir de {res aslados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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Zonia de conlso de tripomastigoles

3
0.1 09m X 0.1 owm X 0.1 mm = 0.4 mm

i} Calcular el nimero de tripomastigotes por mililitro de sangre a partir del
nimero de tripanosomas contados considerando el factor de dilucién y, el
volumen de la muestra dado el caso

i) Realizar las diluciones convenientes hasta obtener una concentracién final
de 1x10° tripanosomas

k) Inocular la dosis en un volimen de preferencia no mayor a 0.3 ml,
Mantener ratén control

3. Seguir el curso de la infeccién de los aislados mediante la cuantificacidén de
. tripomastigotes sanguineos por mililitro de sangre para cada uno de los ratones
del lote durante 45 dias o bien hasta la muerte ocasionada por la infeccién.

Realizar la revision cada tercer dia

4. Registrar el nimero de tripomastigotes por mililitro de sangre por raton para
cada uno de los dias de revision en una tabla y realizar una grafica de
concentracion de tripomastigotes/iml de sangre vs dias postinfeccion

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE CONTEQ PARA
PARASITEMIAS MENORES A 1X10° TRIPOMASTIGOTES/ mL
DE SANGRE

. DESARROLLO DE LA TECNICA
1) Sangrar por la cola del ratén 4,5 gotas
2) Tomar 10 L de sangre con micropipeta y pasar a un portacbjetos
3) Cubrir los 10 L de sangre fotalmente con un cubreobjeto de 22*22 mm.
4) Contar 50 campos verticaimente la siguiente forma:
10 campos orilla izquierda
10 campos entre orilla izquierda y centro
10 campos en el centro
10 campos entre orilla derecha y centro

1 mpos orilla derecha

total 50 campos

. CONTEO DEL NUMERO TOTAL DE CAMPOS EN EL CUBREOBJETO DE
22X22 mm.

Parsona | campos contados | sumatoria | Promedio de sumatorias

A 1870 6192
2018 X= 2064
m .

b 2304 6385 2096 campos
2401 x= 2128
1680
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. CALCULO PARA LA OBTENCION DE TRIPOMASTIGOTES / mL DE
SANGRE
Si se considera:
a = tripomastigotes contados en 50 campos
b= promedio de las sumatorias del numero total de campos contados
dividido entre 50

= (2096 / 50)
c¢= tripomastigotes en 10 L de sangre

entonces: axb=¢

Si ¢ es multiplicado por 100 el resultado obtenido expresa la cantidad de
tripomastigotes contenidos en 1,000 microlitros, es decir en un mililitro de sangre.

Por lo tanto; si sustituimos el resultado de ¢x100 como d, entonces la
férmula para el célculo de tripomastigotes por mililitro de sangre se expresaria de
la siguiente manera:

d=(axh)

d = (ax4192)

Donde el 4192 obtenido se considera como factor de conversion, siempre
y cuando se utilice un cubreobjeto de 22x22mm.

d = (a x factor de conversion)

sustituyendo,

tripomastigotes/ ml de sangre = tripomastigotes contados en 50 campos x
factor de conversién

Obtencidn de clonas de T, cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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. COMPARACION DE LA TECNICA  ESTANDARIZADA VS
HEMOCITOMETRO

Lecturas obtenidas en hemocitémetro;

persona tripomastigotes factor de dilucion  calculo do tripomastigotes/ ml de
contados utilizado sangre
a 20 100 20E7
b 19 100 17E7
promedio obtenido = 1.95 E7 tripomastigotes / ml de sangre

Lecturas obtenidas en cubreobjeto:

persona Tﬁpomntlgom dil. factor de conv, X tripomastigotes/ml
contados tripomastigotes contados X de sangre
dilucién
a 100 1: 100 2096 x 100 x 10 209E 7
[=5] 1100 2096x 9 x 100 1.88 E7
promedio obtenido = 1.98 E7
Comparacion;
técnica tripomastigotes/ ml error relativo
de sangre
portaobjetos 1.98 E7 (técnica en hemocitémetro-técnica en portaobjetos/

: técnica en hemocitometro) x 100y = 153 %

Hemociémetro 195E7
Nota: se empled un ratén CD1 infectado con el aistado Yucatan para el experimento.

Por lo tanto, la técnica estandarizada para el conteo de
tripomastigotes en parasitemias menores a 1x10° tripomastigotes por
mililitro de sangre a emplear es técnicamente aceptable.
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PURIFICACION DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS

1. Esterilizar campana de flujo laminar
2. Marcar 3 tubos de fondo conico estériles de 15 ml (uno para cada aislado,
cepa, stock o clona} y agregar heparina como anticoagulante y mantenerlos en
condiciones de esterilidad
3. Preparar tres tubos de fondo coénico y marcarlos. Agregar 3 ml de Ficoll-
Hypaque y mantenerlos en condiciones estériles
4. Cuantificar la concentracion de tripomastigotes por mililitro de sangre en
hemacitometro para dos ratones infectados con la poblacién en estudio que se
encuentren en parasitemia alta
5. Mediante la técnica de puncién cardiaca extraer 3 ml de sangre de los ratones
in fectados seleccionados.
a) Adormecer al raton en una camara de éter aproximadamente por 30
segundos
a) Colocar al ratébn en una base y limpiar el abddémen de éste con un
aigodén con alcohol etilico al 70%.
b) Introducir la aguja de una jeringa hipodérmica desechable estéril de 1
mL debajo de las costillas del ratén, de tal forma que se llegue al
corazén por la parte inferior y succionar el émbolo hasta ia obtencion de!
mayor volimen de sangre
d) Sacrificar al ratén por desnucamiento
c) Tapar la jeringa y mantener la muestra en condiciones de esterilidad,
trasladar la muestra a la campana e incorporarla al tubo de fondo cénico
con heparina correspondiente. Agitar suavemente para lograr la
incorporacion del anticoagulante
6. Medir el volimen total de sangre obtenida
7. Con pipeta pasteur estéril tomar cada una de las muestras y depositarlas en el
tubo conteniendo Ficoll-Hypaque correspondiente, resbalando la muestra
siempre por las paredes y cuidando no romper el gradiente

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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8. Centrifugar las muestras bajo refrigeracion en rotor horizontal a una velocidad
de 1500 rpm a 20°C durante 45 minutos sin freno

9. Sacar las muestras de la centrifuga y bajo condiciones de esterilidad obtener la
capa correspondiente a los linfocitos y resuspenderla en 1 mL de PBS-
albimina

10.Realizar por lo menos 2 lavados con PBS-albimina para evitar algunos efectos
téxicos del Ficoll-Hypaque en los parasitos

11.Resuspender el botén obtenido en 3 mL de medio de LITc e incubar en botellas
de cultivo a 28° C, sin atmésfera de CO; y condiciones de humedad

Qbtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vive CEM
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TECNICA DE CLONACION DE T. cruzi MEDIANTE FORMACION DE
DE COLONIAS Y CRECIMIENTO CLONAL EN AGAR MODIFICADA |

1. Preparacion del medio de cultivo agar-LIT. Se prepara el medio de cultivo LIT
como se menciona en el apéndice If y al momento de esterilizar adicionar la
cantidad necesaria de agar DIFCO para obtener una concentracion final de
1.4% (1.4 g en 100 mL de medio de LIT)

2. Esterilizar a 121°C, 15 lb de presion durante 15 minutos

3. Esterilizar campana de fujo laminar, preparar las placas e identificalas

4. Separar el medio LIT que se utilizara como base y complementarlo con suero

. fetal bovino y antibiéticos para incorporarlo a las placas (10 mL por placa)

5. Equilibrar el medio LIT restante a 45°C

6. Realizar las diluciones necesarias con medio de LITc liquido para obtener 500,
1000, 2500 y 5000 epimastigotes por cada 10 mL de agar-LITc

7. Complementar el medio restante para la capa superior

8. Incorporar la suspension de epimastigotes con el medio agar-LITc y
homogeneizar perfectamente la mezcla

9. Verter la mezcla a la base de agar-LITc correspondiente evitando formar
burbujas

10. Dejar solidificar el medio e incubar las placas en forma invertida a 28’ C, en

ambiente de humedad hasta la aparicion de colonias visibles.

Obtencion de clonas de T, cruzi a partir de tres alslados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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FORMACION DE COLONIAS ¥ GRECIMIENTO CLONAL EN AGAR MODIFICADA
vertir a placas 10 mL (ditucidn + agar- LIT 0.7%)
4

Smi de LIT Ilquldo [ j

Cultivo de  To.cruzi 1000 2600

capa inferior
19mL por placa epimastigotes
frok

afadir
& mL por cada tuboe

3

Medio de agar-LIT 1.4%
complerrentado con SFB 10 % y antibidticos
Esterliizacién 121 C, 15 Ib, 15 min.

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vive CEM
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AISLAMIENTO DE CLONAS

1. Esterilizar la campana de flujo laminar

2. Observar el crecimiento en las placas y escoger las colonias mas separadas a
fin de evitar la contaminacién con alguna otra colonia adyacente; marcar por la
parte inferior de la caja con un plumon la colonia seleccionada

3. Encender el mechero de Bunsen y preparar un vaso con alcohol etilico para
flamear y esterilizar el bisturi.

4. Preparar y marcar las botellas de cultive a utilizar para la propagacion y
mantenimiento de las clonas

5. Realizar un corte en cuadro de la colonia para aistamiento e incorporarla a la
botella de cultive correspondiente con 3 ml de medio de LITc liquido
equilibrado previamemente a 28°C. Realizar este mismo paso para las colonias
seleccionadas

6. Incubar a 28°C en condiciones de humedad

Obtencidn de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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CRIOPRESERVACION DE CLONAS DE 7. cruzi

1. Pasar los cultivos de T, cruzi a un tubo de 15 ml de fondo ¢énico

n

I

Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente en
centrifuga refrigerada con rotor horizontal sin freno

Retirar el sobrenadante obtenido de los tubos de fondo cénico

Enfriar los botones obtenidos en una cama de hielo durante 3 minutos

Etiquetar crioviales de 1mL con las clonas correspondientes

Resuspender los botones obtenidos para cada clona en una mezcla formada
por suero fetal bovino, DMSO y glicerina en una proporcion de 90:10:10. Vaciar
en los crioviales correspondientes hasta alcanzar un volimen no mayer a 0.7
mL para cada criovial

Acomodar los crioviales en una caja de unicel con paredes de 1cm de grueso
aproximadamente y congelar durante 24 horas a una temperatura de -70°C
Después de este periodo mantener en congelacién en nitrégeno liquido hasta
Su uso

Nota: Para su descongelamiento el proceso debe ser en sentido inverso

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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APENDICE B
MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

MEDIO DE LIT

Para 1000 mL de medio de cultivo:

Sustancia Cantidad
1. Cloruro de sodio 40g
2. Cloruro de potasio 04g
3. Fosfato disddico anhidro 80g
4. Glucosa 2049
5. Triptosa 509
6. LIB {liver infution broth) 50g
7. Hemina 25.0mg
8. FCS (fetal cow serum) 100.0 mL
9. Antibidticos penicilina-estreptomicina {opcional}

100 mil unidades y-100 mil ug por litro.

a) Después de pesadas las sustancias, se colocan en un matraz erlenmeyer,
ensegquida se agregan 895 ml de agua destilada y se agita hasta disolucion

b) La solucién asi obtenida se esteriliza durante 15 minutos a 15 libras de
presion con previo ajuste del pH a 7.2. Esta solucion puede hacerse en
* caritidades mayores y mantenerse en refrigeracion a 4°C hasta el momento
de su uso

¢} Se agregan 100 mL de FCS descomplementado, 5.0 mi de solucién de
trabajo de hemina estéril a una concentracién de 5 mg/mL vy antibioticos
penicilina-estreptomicina (para inactivar ! suero se tiene que calentar a
68°C por 60 minutos 6 a 56°C por 30 minutos)

Obtencitn de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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Recomendaciones. El medic de LIT con suero y hemina se mantiene
viable durante un mes, mientras que el medio de LIT sin complementar dura 3
meses (ambos en refrigeracion). El medio de LIT es fotosensible por lo que debe
estar almacenado en obscuridad. La solucidon de trabajo de hemina se mantiene
en refrigeracibn durante 6 meses en refrigeracion y el suero debe mantenerse
congelado preferiblemente inactivo.

Solucién de trabajo de Hemina. Se pesan 500 mg de hemina y se colocan
en un matraz aforado de 100 ml, se agregan 50 ml de trietanotamina y se aforan a
100 ml con agua destilada.

Nota: Si no se tiene trietanolamina se pueden agregar 50 mL de kOH, so
disuelve y se afora a 100 mL., se obtienen los mismos resuitados.

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivg CEM
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MEDIO DMEM

Para 1000 mL de medio de cultivo:

Sustancia Cantidad
1) Medio DMEM 1 sobre
2) Agua calidad Megapura 1L
3) Carbonato de sodio monobasico 37g

{para cultivo de células)

a) Ajustar a pH 7.2 con acido clorhidrico
b) Esterilizar por filtracion utilizando gas N de presién.
¢) Agregar aminodacido no esenciales en una concentracién 10 “M

Obtencién de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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MEDIO RPMI

Para 1000 mL de medio de cultivo:

Sustancia Cantidad
1) Medio RPMI 1 sobre
2) Agua calidad Megapura 1L

3) Carbonato de sodio monobasico 2g

E! pH obtenido al disolver los componentes no se aleja del pH neutro, por lo

que gnicamemte se filtra para su esterilizacion utitizando gas N de presion

Obtencion de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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PBS pH 7.2

SOLUCIONES MADRE
. a) Solucidn de fosfato disodico monohidrogenado {0.15M Na2 HPO4)

Sustancia Cantidad
1. NA;HPO, 21.3g
2. Agua destilada 1L

. b} Solucién de fosfato de potasic dihidrogenado (0.15M KH2FO4)

Sustancia Cantidad
2. Agua destilada 1L

. ¢} Solucién de cloruro de sodio (0.15M NaCl}

Sustancia Cantidad
1. NaCl 8.8g
2. Agua destilada 1L

A partir de las soluciones madre considerar los siguientes volumenes para su

incorporacion
a) Solucién de fosfato de sodio 76 mL
b) Solucion de fosfato de potasio 24 mL
¢) Solucién de cloruro de sodio 100 mL
Agua
Obtencién de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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Después de incorporados los ingredientes se esteriliza por autoclave durante
15 minutos a 15 libras de presién.

Nota: Para el caso de requerir PBS- albtimina se realizan los mismos pasos y
se incorpora albumina al 4%. La albumina se agrega poco a poco hasta su
disolucién total evitando la formacion de burbujas durante el proceso.

Obtencidn de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicanos, un estudio in vivo CEM
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PSG pH 8.0

Para 1000 mL de solucién

Sustancia Cantidad
1. Fosfato de sodio monohidrogenado 0.78¢g
2. Fosfato de sodic dihidrogenado 1348¢g
3. Cloruro de sodio 4259
4. Glucosa 50 g
5. Agua bidestilada 1.0L
Disolver y ajustar el pH. Aforar a 1000 mL y esterilizar por filtracion
Obtencién de clopas de T. cruzi a partir de tres sistados mexicanos, un estudio in vivo C.EM
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GLOSARIO

adenopatia Padecimiento de los gangiios linfaticos.

aislado Poblacion de organismos de T. cruzi obtenida a partir de un huésped, ya
sea el vertebrado o el transmisor; la cual es reproducida en su totalidad en un
modelo experimental in vitro o in _vivo.

artralgia Neuralgia o dolor de una articulacién.
astonia Falta 6 pérdida de fuerza.

Biodemo Estudios de poblaciones biolégicas de T. cruzi y su correlacion patégena
en modelos experimentales para su caracterizacion fenotipica.

cardiocito Células que conforman el corazén.
cardiomegalia Aumento de voliumen del corazén,

cardiopatia chagédsica crénica Enfermedad del corazén. Es la forma que hace
trascendente a la Enfermedad de Chagas; el cuadro clinico varia
considerablemente de acuerdo al grado de insuficiencia cardiaca o al tipo de
alteracién del ritmo. Los sintomas méas comunes son tas palpitaciones y la disnea,
menos frecuentes los estados vertiginosos y otros sincopales, precordalgias vy
sintomas originados por la estésis visceral particularmente hepéatica.

cefalea Dolor de cabeza, cefalalgia.
cepa conjunto de organismos obtenidos posee una ascendencia conocida, es

decir que posee una combinacion de caracteristicas biolégicas yfo genéticas bien
definidas experimentalmente,
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citopético Efecto de dafio a las células.
clona Poblacidn proveniente de una sola célula. Posee la misma constitucion
genética que la primera y sus caracteristicas son transferibles a su descendencia;

excepto cuando ocurre mutacion entre ellas,

clonacién Mecanismo mediante el cual se genera la reproduccion de una especie
a partir de un sélo organismo, incluyendo caracteristicas genéticas.

disnea Respiracion dificil.

endemia Ocurrencia habitual de una enfermedad o de un agente infeccioso
dentro de una zona geografica.

esquizodemo  Andlisis del ADN del cinetoplasto de T. cruzj para su
caracterizacién genotipica.

estasis Disminucion del flujo sanguineo.

hemaglutinacién indirecta Prueba de diagnostico inmunoquimico de tipo
indirecto basada en la reaccién antigena anticuerpo, donde se verifica la presencia
de anticuerpos de tipo I1gG, como consecuencia de |la exposicion a un antigeno ;
en este caso el antigeno es adherido a glébulos rojos de tipo “0” v se lleva a caho
una precipitacion.

Hepatoesplenomegalia Higado y bazc aumentan intensamente su volumen.

hiporexia Falta o disminucién de oxigeno.

histopatologia Padecimiento donde los agentes parasitarios se localizan en

tejidos y sangre.
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histotropismo Respuesta a un estimulo dado para moverse en una direccion
dada.

huésped Organismo capaz de albergar en su interior a un parasito, que vive a
expensas, puede ser intermediaric o definitivo. Es definitivo cuando en aquel
organismeo infectado el pardsito adquiere madurez sexual.

infactividad Capacidad de un organismo para establecer una infeccion,

isquemia Disminucidén del aporte de oxigeno que debilita las células de algin

tejido, pero no su muerte.
linfadenitis Hipertrofia, sensibilidad anormal e inflamacion.de los ganlios.

megacolén Aumento del volumen del colon causado por la destrucccion del plexo
mesentérico.

megaeséfago Aumento del volimen del esofago.

megaviscera Aumento del tamafio de una viscera.

meningoencefalitis Padecimiento con localizacion predominante en el SNC se
caracteriza por fiebre alta (en los lactantes hay hipotermia), cefalea intensa rigidez
de masculos de la nuca, vomito en proyectil, hiperreflexia y convulsion.

mialgia Dolor muscular.

miastenia Debilidad de los masculos.

miocarditis Inflarmacién del musculo cardiaco.

Obtencién de clonas de T. cruzi a partir de tres aislados mexicands. un estudio in vive C.EM
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miocitélisis Lisis celular del corazon,
morbilidad Proporcion de enfermos en lugar y tiempo determinados.

mortalidad Cantidad proporcional de defunciones correspondiente a poblacion o
tiempo determinados.

pardsito Organismo que vive a expensas de otro causandole dafio. Puede ser
facultativo obligado o accidental. '

patogénesis Origen de una enfermedad.

patogenicidad Capacidad de un organismo para infectar un organismo,
manifestar una enfermdedad y causar dafio a un huésped susceptible.

patrén antigénico Comportamiento de respuesta imnunolégica de una poblacion
de 1. cruzi determinado bdsicamente por la presencia de determinantes
antigénicos. caracteristicos de la poblacién, ya sean glicoproteinas de superficie
del parasito ¢ fracciones subcelulares.

peptinodemo Andlisis de la constitucion proteica de una poblacion de T. cruzi
para su caracterizacion a nivel molecular.

Protozoario Animal microscopico unicelular que posee una gran variedad de
formas y tamafios. Ciertos componentes internos llamados organelos son
comunes para todos ellos . Por ejemplo, el nicleo contiene el material genético y
estd limitado por una membrana nuclear. El citoplasma esta encargado de la
obtencion de los alimentos, la descarga de material de desecho, proteccion al
organismo en si y por ultimo movimiento. El endoplasma es la porcion mas interna
y condensada, ahi se encuentran las mitocondrias, et Aparato de Golgi, el Reticulo

endotelial, asi como particulas alimenticias tales como proteinas y glucogeno.
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reservorio Organismo capaz de mantener vivo a un parasito aunque no le
produzca dafio y mantiene la enfermedad en la naturaleza.

Seroprevalencia Predominio de! nimero de casos con diagnostico de presencia
de anticuerpos para un agente infeccioso o algin padecimiento.

Signo de Romaiia Complejo oftalmo ganglionar que consiste en una blefaritis
indolora, bipalpebral, unilaterla, eritemopapulosa, con edema eldstico, con
reaccién conjuntival y ganglionar satélite.

stock poblacién la cual ain cuando se ha mantenido experimentalmente por
largos periodos no se encuentra totaimente bien definida su caracterizacién o bien
se conoce parcialmente.

toxina Mecanismo de dafic especifico de un organismo patégeno que consiste en
la formacién de sustancias. Pueden clasificarse en endotoxinas y exotoxinas.

transmisor Huésped que interviene antes del huésped definitivo en el ciclo de
vida de ciertos parasitos; cominmenie artropodos. Existen aqueflos que son
mecdanicos que s6lo transportan con sus patas y bioldgicos cuando el parasito se

muitiplica o continua su ciclo biolégico.

triatémino  Insecto hematéfago (chinche} transmisor de la Enfermedad de
Chagas, se le conoce también como chinche besucona u hocicona.

tromboembolismo  Coagulacion de un vaso sanguineo no roto con la
consecuente obstruccién e interrupcion de la circulacion.

virulencia Capacidad mayor 0 menor de patogenicidad de un organismo.

visceromegalia Ver megaviscera,
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Zimodemo Estudio de la constitucion izoenzimatica de una poblacién de T, cruzi
para el establecimiento de su caracterizacion molecular.
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