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1. 1. GENERALIDADES

El parasito protozoo, Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de
la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis Americana, que afecta
alrededor de 18 millones de personas.

T. cruzi fué aislado por primera vez en el aiio 1909, por el
investigador brasilefio Carlos Chagas, a partir del contenido
intestinal de un insecto reduvido {Panstrongylus megistus).

En su honor, la tripanosomiasis americana, lleva su nombre como
enfermedad de Chagas.

1. 2. DESCRIPCION Y CICLO BIOLOGICO DE
Trypanosoma cruzi

El parasitoT. cruzi tiene un ciclo biolégico complejo, siendo un
organismo digenético con alternancia entre un hospedador
vertebrado, donde usualmente se encuentra en sangre y tejidos, y
en el tracto digestivo de un insecto vector, cambiando su morfologia

y expresidon antigénica de acuerdo a su estadio y lugar donde se
encuentra.

Estas diferencias en morfologia y estados funcionales, implican una
importante adaptacion a una variedad de condiciones medio
ambientales en el insecto vector y en las células del hospedador
mamifero.

Es de anotar por ejemplo, que las formas de tripomastigotes
sanguineos y epimastigotes de T, cruzi en el insecto vector, se
encuentran en un medio donde la concentracién de calcio es muy
elevada, y los amastigotes intracelulares en el mamifero por otra
parte, se encuentran en una concentracion muy baja.

Estos cambios drasticos de calcio libre en el medio durante el ciclo
de vida sugieren que el parasito tiene una gran capacidad de
adaptacién (Vercesi A. E., 1994),

Fl parasito presenta tres distintas morfologias funcionales de
acuerdo a donde se encuentre (Brener Z.,1973), caracterizadas
segin el nacimiento del flagelo, curso intracelular y punto donde
emerge libre, ademas se tiene en cuenta la posicion del kinetoplasto
con relacioén al nucleo celular (Braun M., y De Titto E., 1985).

Las formas ilamadas epimastigotes, las cuales se caracterizan por su
flagelo emergente desde 1a regién lateral anterior y kinetoplasto
anterior al nucleo, se encuentran en la luz del tracto intestinal del
insecto vector, donde se multiplican extracelularmente.



Luego se transforman en tripomastigotes metaciclicos, los cuales se
caracterizan por su flagelo emergente desde el extremo apical
posterior y con el kinetoplasto ubicado posterior al ntcleo,
distinguiendose una membrana ondulante caracteristica.
Estos tripomastigotes se acumulan a nivel de la ampolla rectal del
insecto y son excretados por las heces (Hoare C. A.,1972).

Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular obligatorio y por lo
tanto se multiplica dentro de las células del hospedador vertebrado.
La multiplicacién en este hospedador ocurre en su estadio de
amastigote, el cual se caracteriza por su forma redondeada y sin
flagelo aparente al microscopio optico (Zeledon R.et al.,1977; Hyde
T.P., y Dvorak J.A.,1973).

Se describe el ciclo biologico de Trypanosoma cruzi paso a paso
siguiendo el esquema adjunto, (Despommier D. y Karapelou J.W,,
1987).

la. El estadio infectivo de T. cruzi es el tripomastigote metaciclico.
Tiene una longitud aproximada de 15 um, posee un nucleo simple y
un kinetoplasto, estructura fundamentalmente compuesta de ADN,
extranuclear dispuesto en maxi y mini circulos. A lo largo del
cuerpo del parasito se observa una membrana ondulante
caracteristica la cual se continta con un fagelo que sale libre por el
extremo anterior.

1b. La transmision de T. cruzi al hospedador mamifero, incluyendo
el humano, ocurre por las deyecciones en el momento de la
picadura de un insecto hematéfago infectado.

Los géneros mas frecuentes involucrados como vectores son
Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius. 1a infeccién ocurre despues
de la toma de sangre, ya que durante el proceso de ingestion, el
insecto simultaneamente defeca sobre la piel del hospedador, muy
cerca al sitio de la picadura. En las heces del insecto se encuentran
las formas infectantes del parasito.

2. Despues de la picadura, el hospedador experimenta sensacién de
escozor y con el efecto mecanico de roce, el parasito penetra por la
piel a través de la pequeiia lesiéon dejada por la picadura o por
alguna otra herida.

Si la picadura ocurri6 en el rostro cerca de los ojos o labios, T. cruzi
puede penetrar a través de las membranas mucosas, observandose
horas después un fuerte edema.

El parasito T. cruzi tambien puede transmitirse de persona a
persona por transfusion sanguinea e infeccion transplacentaria.



3a. Los tripomastigotes entran a una amplia variedad de células,
localizadas cerca del sitio de la picadura y se transforman en
estadio de amastigotes. Esta forma del parasito mide 3-5 um de
diametro y no posee flagelo libre. Se multiplica intracelularmente
por fision binaria.

3b. El hospedador desarrolla hipersensibilidad al parasito, como
resultado de una extensa destruccién celular en el sitio de la
infeccién inicial. Se puede observar en algunos casos edema
palpebral y/o chagoma de inoculacién.

4a., Algunos amastigotes se transforman en tripomastigotes dentro
de la célula infectada. luego ocurre la lisis celular y los parasitos
salen al torrente circulatorio, por medio del cual migran a
diferentes 6rganos del cuerpo.

4b En este punto de la infeccion, cualquier tejido puede albergar
parasitos, siendo unos Oérganos mas afectados que otros, tales como
el musculo del corazdn, masculo esquelético y sistema nervioso.

4c. Los tripomastigotes sanguineos, penetran a otras células, se
diferencian nuevamente en amastigotes y se continua el proceso de
infeccién indefinidamente, hasta que la respuesta inmune del
hospedador se establece o los farmacos actaen.

5. EH vector hematofago se infecta, cuando toma sangre de un
individuo con tripomastigotes circulantes. En la mayoria de los
casos el insecto se infecta a partir de hospedadores silvestres o
domésticos que actian como reservorios.

6. Dentro del insecto vector, el tripomastigote se transforma
rapidamente en la forma epimastigote, la cual se multiplica dentro
del intestino, produciendo cientos de nuevos parasitos.

Los epimastigotes se diferencian en el intestino posterior, en
tripomastigotes metaciclicos. El proceso de transformacién del
parasito involucra una expresion génica diferencial, la cual capacita
al parasito para infectar al hospedador.

7. Todos los mamiferos son susceptibles a la infeccién v pueden
servir como reservorios silvestres y domésticos,

Algunos presentan signos de enfermedad pero otros establecen un
equilibrio de infeccién, por mecanismos desconocidos.
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En condiciones de laboratorio se ha podido obtener el ciclo completo
de Trypanosoma cruzi. Utilizando medios de cultivo apropiados, se
ha podido mantener los parasitos en su forma de epimastigotes
como su estadio de multiplicacién extracelular, tambien se pueden
obtener las formas metaciclicas infectantes y por medio de
infecciones celulares se completa el ciclo obteniendo las formas
replicativas de amastigotes intracelulares.

1.3. EL PARASITO Trypanosoma cruzi
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

La marcada heterogeneidad de T. cruzi en la naturaleza y su alta
variabilidad genética como ha sido revelada por los estudios de
esquizodemas y zimodemas (Dvorak J.A., 1984; Morel C. et al, 1986;
Miles M.A. et al., 1977; Tibayrenc M., et al.,1986), requiere y hace
posible maultiples investigaciones que permiten relacionar los
parametros funcionales y propios del parasito, con las
manifestaciones de la enfermedad en el hospedador mamifero,
dentro de areas geograficas particulares.

La teoria clonal en las poblaciones de T. cruzi tiene importantes
aplicaciones para el diagnostico y tratamiento de la tripanosomiasis
y para el desarrollo de medicamentos y vacunas contra el parasito.
Es conocido que los diferentes clones difieren en su patologia y
otras propiedades biologicas

Segun resultados recientes de los estudios del ADN, Trypanosoma
cruzi es un organismo que presenta alto polimorfismo cromosomal
con complejidad de cariotipo, por lo cual es dificil estimar el nimero
de cromosomas, sin embargo la estabilidad de las moléculas del
cariotipo se mantiene durante el tiempo de cultivo.

Ocurren rearreglos cromosomales que incluyen cambios en el
nimero de copias de genes. Existe por 1o tanto cierta correlacion
entre cariotipo y patrones isoenzimaticos.

La ploidia de T. cruzi no es muy clara, algunos estudios atribuyen a
T. cruzi la constitucion diploide otros sugieren la aneuploidia y
haploidia con varios cromosomas y/o genes duplicados (Henrikson
J., etal., 1996).

Se mantiene la hipoétesis de su reproduccién basicamente clonal, lo
cual es importante en los aspectos biolégicos y médicos.

Los zimodemas y esquizodemas descritos por Miles M.A, et al 1987
y Morel C., et al., 1980, se pueden igualar a clones naturales, como
lo revelan estudios isoenzimaticos de Tibayrenc M., et al.,1986).



Estos clones naturales se consideran como unidad taxondomica
(Tibayrenc M., et al., 1990) y parecen ser estables en amplias zonas
geograficas y por largos periodos de tiempo (Tibayrenc M., y
Breniere S. F.,1988).

Mediante técnicas electroforéticas se pueden observar diferencias
en patrones isoenzimaticos del parasito, correspondientes a
variaciones fenotipicas, que a su vez se relacionan con la
variabilidad genética de T. cruzi (Miles M.A,, et al., 1984; Romanha
A.]., et al., 1988; Breniere S.F., et al.,1991).

Se ha demostrado que la evolucion clonal en T. cruzi es muy
antigua y por lo tanto los diferentes clones naturales han ido
evolucionando de manera independiente en un largo periodo de
tiempo (Tibayrenc M., y Ayala F.].,1988; Breniere S. F,, et al., 1992).

La estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi, implica una
ausencia de reproduccion sexual en la naturaleza, ya que ni la
segregacion de alelos de un locus simple, ni la recombinacion entre
alelos de diferentes loci, estan presentes.

Los criterios que se tienen en cuenta para afirmar la teoria clonal
en las poblaciones de T. cruzi segin lo propone Tibayrenc M,, et al.,
1990, han sido:

a. Fijacién de la heterocigosidad la cual es incompatible con la
segregacion meidética.

b. Ausencia de segregacion genotipica.

c. Desviacion de las expectaciones de Hardy-Weinberg dentro de un
area geografica particular,

d. Idénticos genotipos distribuidos en grandes y diferentes zonas
geograficas.

e. Ausencia de genotipos recombinantes, ya que el nimero de
diferentes genotipos encontrados es mucho mas pequeiio de lo que
se esperaria.

f. Desequilibrio de linkage.

g. Correlacion entre marcadores genéticos no relacionados.

Los clones, no las especies, serian las unidades evolutivas a
considerarse, particularmente con fines médicos y epidemiolégicos
en el caso de T. cruzi y otros parasitos protozoos (Tibayrenc M., y
Ayala E.J., 1991).

Estudios de analisis isoenzimaticos de un gran namero de aislados
de diferentes areas geograficas, han revelado la existencia de 43
genotipos 0 cepas isoenzimaticas llamadas tambien zimodemas,



siendo posible su ubicacién filogenética por medio de calculo de
distancias genéticas de los diferentes alelos involucrados (Tibayrenc
M., y Ayala F.]J.,1988).

A estos genotipos dominantes o cepas isoenzimaticas se les ha
designado con el término clonet o clon Mayor, agrupando asi las
muestras que tienen idéntico marcador genético, refiriendose a loci
isoenzimatico (Veas F., et al., 1990; Breniere S.F., et al.,1992).

Entre el gran numero de diferentes clones naturales que han sido
aislados, algunos estan siempre presentes y se les encuentra
frecuentemente en amplias areas endémicas (Tibayrenc M., y Ayala
E.]J.,1987).

Se ha reportado el hallazgo de una regién hipervariable del ADN del
kinetoplasto de T. cruzi en el minicirculo HVRm, la cual exhibe
secuencias especificas para los clones naturales identificados por
trabajos de caracterizacion isoenzimatica.

Se puede considerar el HVRm un buen marcador clonal para los
clones Mayores 20 y 39 (Veas F. et al., 1990).

Trabajos recientes, realizados con la técnica de PCR, utilizando la
secuencia HVRm, demuestran que es posible identificar los
diferentes clones de T. cruzi que circulan tanto en vectores como en
hospedadores. Considerandose ésta, una metodologia bastante
especifica (Breniere SF. et al, 1992).

Estudios de amplificacion génica confirman un fuerte desequilibrio
de linkage, comparando aislados de diferentes zimodemas,
resultados consistentes con los estudios usando isoenzimas y de
acuerdo con lo ya conocido de ia estructura clonal de las poblaciones
de T. cruzi (Steindel M. et al., 1993).

El modelo clonal propuesto, requiere una mayor elaboracién y para
ello es muy importante un amplio estudio de estas unidades
clonales que componen las cepas o aislados naturales de T. cruzi
En la presente investigacion de tesis, se hace un estudio °
comparativo cuyos resultados aportaran al conocimiento del
comportamiento de diferentes clones, los cuales pertenecen a tres
clones Mayores, de los 43 conocidos e identificados por estudios
iscenzimaticos, siendo dos de ellos, clon Mayor 19 y 20, muy
cercanos en distancias genéticas, reveladas por el nimero de
codones diferentes entre dos poblaciones, vy por lo tanto
isoenzimaticamente son muy similares entre si, y a su vez ambos,
estan mas alejados filogenéticamente del clon Mayor 39. (Diagrama
adjunto).



1. 4. EL PARASITO Trypanosoma cruzi EN CULTIVO
DIFERENCIACION Y METABOLISMO

Durante el ciclo de vida del parasito T. cruzi ocurren cambios de
formas o estadios con caracteristicas propias.

Estos cambios involucran al parasito en una serie de eventos
fundamentales para ia supervivencia y la interacciéon con su
hospedador.

El cambio de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos, proceso
de metaciclogénesis, observado en los cultivos axénicos de T. cruzi,
merece especial interés, ya que este proceso ocurre naturalmente
dentro del insecto vector triatomino, e involucra una expresiéon
génica diferencial, lo cual capacita a esta forma para infectar al
hospedero mamifero (Golbenberg S., et al., 1984).

Se ha encontrado una estrecha relacion entre el porcentaje de
parasitos diferenciados y la resistencia a la lisis del complemento.
Experimentos realizados con T cruzi clon Dm 28c¢ cultivados en
medio TAUP, muestran que los tripomastigotes metaciclicos son
resistentes a la lisis del complemento (Contreras V.T., et al, 1985).

Se han desarrollado varios sistemas complejos de diferenciacion in
vitro para T. cruzi, con el fin de seguir el proceso de transformacion
de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos {Camargo E. P.,1964;
Castellani N., et al.,1967; Chiari E.,1975; Sullivan ].,1983; Contreras
V.T,, et al.,1985).

Tambien se han introducido cambios quimicos en las composiciones
de los medios de cultivo con el fin de proveer reproducibilidad de la
metaciclogénesis en cultivo axénico de T. cruzi (Contreras V.T.,et al.,
1985; Goldenberg S., et al, 1987).

En condiciones de cultivo y cuando la glucosa esta presente, el
catabolismo de epimastigotes en fase exponencial ocurre via
glicolitica, con produccion neta de succinato, CO2 y acetato, como
productos finales (Cazzulo J., et al.,,1985; Cannata J. B., et al.,1984).

Cuando la glucosa se consume, 1os parasitos activan el catabolismo
de los aminoacidos, con produccién neta de CO2 y NH3 y aunque los
epimastigotes contintan dividiendose atn con disminucién de
nutrientes, las células empiezan a transformarse en tripomastigotes
metaciclicos (Fernandez J.F. et al.,1969; Krassner S. M. et al., 1990;
Urbina J.A., 1994).



Estudios diversos de la metaciclogénesis de T. cruzi en cultivos
axénicos, confirman que la escasez de nutrientes inducen una
presion de "stréss fisiologico” que desencadena la transformacién
del parasito a su estadio infectivo.

Otros experimentos han revelado que la formacion de acidos
6rganicos estimulan la transformacion. Es asi como adicionando
acido acético y piravico al medio libre de glucosa, con ph
ligeramente acido, ocurre una rapida diferenciacion, lo que sugiere
la participacion del ciclo tricarboxilico en el metabolismo de la
diferenciacion en T. cruzi {Brener Z., 1973).

Al parecer la ausencia de glucosa disponible, combinada con una
actividad aumentada del ciclo del acido tricarbéxilico (TCA), es un
evento simultaneo con la transformacion de T. cruzi (Krassner S.M.
et al.,1990), ademas este autor informa como resultado de su
estudio, que azucares intermedios en el metabolismo de la glucosa,
inducen la transformacion de epimastigotes a formas metaciclicas.
Igualmente se confirma que la glucosa y la prolina inducen la
transformacioén de T. cruzi in vitro.

La metaciclogénesis en cultivo tambien puede estar condicionada
por la concentracion de aniones y cationes libres en el medio.

Algunos autores reportan la presencia de aminoacidos como factor
importante en la metaciclogénesis (Adroher E.]. et al.,1990).

Otros reportes enfatizan la importancia de la duracién del cultivo
(Chiari E., 1976), el ph del medio y la cantidad de poblacién inicial
del parasito (Castellani N,,et al.,1967),

Otro factor a tener presente en la diferenciacion es la cepa o clon
de T. cruzi que se esta estudiando, ya que existen comportamientos
diferentes entre las poblaciones del parasito (Carne M. y Dvorak
J.A,,1982).

Es conveniente asegurarse que la expresion génica diferencial
observada durante la metaciclogénesis, no se debe a la
heterogeneidad de la poblacién clonal dentro de la cepa de T. cruzi
(Deane M,P.,1984; Dvorak J.A.,1985).

Por tal razon es conveniente el uso de poblaciones homogéneas
como lo son los clones, para el estudio de diferenciacién en T. cruzi
(Contreras V.T. et al., 1988).



Como respuesta al "stréss fisiologico" sufrido por T. cruzi en cultivo
axénico, se ha encontrado que hay un incremento en la
concentracién intracelular del AMP ciclico y de los activadores de la
adenilato ciclasa, lo que conduce a la estimulacién de la
metaciclogénesis (Gonzalez-P et al.,1988).

Otros resultados confirman los estudios que revelan claramente,
que los tripomastigotes despliegan mayores niveles de AMP ciclico
que los epimastigotes (Rangel-Aldao R. et al., 1987).

Estudios posteriores indican que durante la metaciclogénesis, la
fosforilacion proteica es muy dinamica y que el AMP ciclico
efectivamente puede ser el responsable (Goldenberg S.,1990),
Igualmente se encontré que el mayor antigeno de superficie de
tripomastigotes metaciclicos esta fosforilado.

En otras investigaciones se habia descrito que el AMP ciclico
estimula la transcripcion de un gen de T. cruzi el cual presenta
homologia con el proto-oncogen C-Fos {(Heath S. et al., 1989).

Los tripomastigotes metaciclicos expresan diferentes grupos de
genes, ya que los parasitos sintetizan diferentes proteinas de

acuerdo a su origen sea de cultivo, vector o de sangre (Contreras
V.T. et al,, 1985b).

Otra de las caracteristicas de T. cruzi en la metaciclogénesis in vitro
es la necesidad de adhesion de los epimastigotes a un substrato,
antes de la diferenciacion (Bonaldo M.C., et al., 1988).

Igual estd de acuerdo con los estudios previos, en los cuales se
demuestra que el epimastigote se adhiere a la superficie del

intestino del insecto vector para que ocurra su transformacién
(Zeledon R, et al., 1984).

De los estudios realizados por Goldenberg S., 1990 y Esteves M.G., et
al., 1989, se deriva la informacién que durante la metaciciogénesis,
ocurre un cambio en la composicion de los acidos grasos, como una
de las primeras sefiales del inicio de 1a metaciclogénesis, evento que
se relaciona con los cambios en la fluidez de la membrana del
parasito consecuentemente a su interaccién con el medio ambiente,

Dado que el contenido del ADN del kinetoplasto en epimastigotes y
tripomastigotes, es esencialmente el mismo pero que las fibras
estan mas fuertemente empaquetadas en epimastigotes que en
tripomastigotes, se sugiere que esta diferencia es debida a Ia
actividad de la topoisomerasa durante el proceso de diferenciacion
(Dvorak J.A., et al., 1982).
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En estudios realizados por Goldenberg S.1990, se encuentra que la
topoisomerasa II antagonista, inhibe la replicacién y la
metaciclogénesis en T. cruzi siendo entonces una posible diana para
la quimioterapia en la enfermedad de Chagas.

Existen varias evidencias que los parasitos eucariotes, expresan
proteinas de shock térmico (HSP) en sus procesos de diferenciacion
(Rondinelli E.,1994).

Los mecanismos moleculares en la diferenciaciéon de T. cruzi a
formas metaciclicas, involucran efectivamente, la produccién de
proteinas de shock térmico (HSP), las cuales preparan al parasito
para infectar al hospedador humano (Moncayo A., 1994).

Los estudios de Nozaki T. y Dvorak J.A.,1993, demuestran que la
marcada diversidad intraespecifica que existe en T. cruzi se
extiende a la respuesta especifica que desarrolla el parasito ante el
"stress”" medio ambiental que experimenta en su ciclo de vida.

Se ha encontrado que los cambios de temperatura inducen cambios
en el ADN del parasito, sin embargo estos cambios son temporales,
implicando que representan adaptaciones mas que mutaciones.
Finalmente se demuestra que los cambios de temperatura
Unicamente, no son suficientes para desencadenar el desarrollo de
la transformacion.

Es sabido que la mayor proteinasa de cisteina responsable de la
mayor actividad proteolitica del parasito T. cruzi es la cruzipain
(Cazzulo J.J., et al.,1985). Esta proteinasa es codificada por un alto
numero de copias de genes repetidos, localizados en un ndamero
variable de cromosomas (Captella O.,et al.,1992).

Estudios posteriores revelan que inhibidores especificos de la
cruzipain proteasa en T. cruzi bloquean la diferenciacién de
epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos (Urbina J. A.,1994),

Es bien conocido que los aislados de T. cruzi tienen una notoria
capacidad para utilizar carbohidratos o aminoacidos como fuentes
de carbono y de energia (Cazzulo J.J.,1992).

Igualmente, se sabe que estos parasitos son incapaces de degradar
completamente los carbohidratos, incluso en presencia de oxigeno,
produciendo una mezcla de CO2, acidos organicos y alanina como
productos finales del metabolismo (Bowman 1. B. y Flynn I, W,
1976; Rogerson G. N. y Gutteridge W. E. 1980; Cazzulo ]J. J.,1992;
Sanchez-M M., et al.,1995).



11

La relativa proporcion de estos productos de degradacion varia
segin los aislados deT. cruzi. que se estudian (Urbina J. A.,et
al.,1993).

El consumo de la glucosa por los protozoos trypanosomatidos esta
caracterizado por la excrecion de productos reducidos tales como el
succinato, piruvato, etanol, alanina o lactato, dependiendo de las
especies, tanto en condiciones anaerébicas como aerébicas (Cazzulo
J. J., 1992).

1. 5. INFECCION CELULAR IN VITRO CON T. cruzi

El parasito Trypanosoma cruzi tiene la capacidad de invadir un
gran numero y variedad de células de mamiferos. La naturaleza de
receptores y el mecanismo de interaccion es motivo de maultiples
investigaciones.

Se ha encontrado que los macrofagos y células musculares son las
principales células diana para la invasion de T. cruzi.

Estudios ultraestructurales de este fenémeno in vitro, muestran que
la invasién ocurre por procesos de endocitosis, con unioén e
interiorizacién mediados por diferentes componentes capaces de
reconocer al parasito (Araujo-] T.C de. et al., 1992).

Estudios de infeccién con T. cruzi reportan que el parasito reconoce
residuos sialicos en la superficie de las células durante el proceso
inicial de invasion (Ming M. et al., 1993).

Otras investigaciones revelan que el balance entre acido sialico y
galactosa/N-acetil galactosamina en la superficie de los
tripomastigotes, es uno de los factores determinantes en la
capacidad de invadir las células (Araujo-J T.C.de. et al,1992).

Se ha demostrado que T. cruzi no sintetiza acido sialico pero
contiene la transialidasa capaz de transferir el acido sialico de
glicoconjugados del hospedador.

Se reconoce que este acido es necesario para la invasién celular
(Schenkman S., y Eichinger D., 1993).

La adhesion y la interiorizacidén son los dos eventos iniciales en la
asociacion entre 7. cruzi y la célula hospedadora, siendo el
parasitismo celular, el suceso que tiene un papel central en la
patogénesis (Henriquez D. et al.,1981; Andrews N. y Colli W,, 1982).
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Tanto los epimastigotes, como los tripomastigotes y formas
metaciclicas se unen a la superficie celular, no hay diferencia en
este paso (Monteon V. M. et al., 1992).

La formacién de vacuola parasitéfora durante la penetracion del
parasito T. cruzi ha sido demostrada tanto en células fagociticas
como en las no fagociticas, como fibroblastos y células musculares
(Nogueira N. y Cohn Z., 1976; Meirelles M.N., et al.,1986).

Aunque las formas epimastigotas no infectivas, y las formas
infectivas tripomastigotas, entran a las células mediante la
formacion de vacuola parasitofora, inicamente el estadio infectivo
sobrevive a la ingestién por mecanismos complejos de evasion. .

Esto puede indicar que las proteinas de la membrana plasmatica,
incorporadas dentro de la vacuola son diferentes, dependiendo del
estadio del parasito que fué interiorizado y que estas diferencias
reflejan receptores de unién selectivos (Hall B. F,, et al., 1991).

Estudios de infecciéon con T. cruzi revelan que la entrada del
parasito a la célula, estd mediada por receptores especificos,
requiere sintesis de proteinas, involucra azucares de superficie e
intervencién de nucle6tidos. A su vez puede ser inhibida por varios
factores y moléculas como la N-acetil glucosamina (Piras R. et
al.,1982; Crane M.S. y Dvorak J.A., 1982).

Ha sido documentado que el ataque inicial y la invasion de T. cruzi
a las células del hospedador, pueden ser afectados por una variedad
de perturbaciones quimicas, que involucran tanto a la célula como a
la membrana plasmatica del parasito.

Ejemplo de ello es el tratamiento con proteasas (Nogueira N., y Cohn
Z., 1976; Henriquez D.R.etal., 1981; Piras M. et al., 1985), lectinas
(Zenian A. y Kierszenbaum F., 1982; Meirelles M N. et al, 1983), y
azucares especificos (Dvorak J A.,1984; Zingales B. y Colli W.1985).

De acuerdo a resultados de estudios con microscopia electrénica, se
ha evidenciado la interaccion del parasito 7. cruzi con 1a célula de
macrofago, revelandose el papel importante que desempefia la
proteinasa de cisteina o cruzipain, presente en la superficie del
parasito (Moncayo A.,1994),

Amplios estudios, sobre las interacciones moleculares entre el
parasito T. cruzi y la célula hospedadora, se han obtenido a partir
del analisis de los determinantes moleculares en Ia superficie del
parasito, tratando de dilucidar caal de todas las moléculas juega un
papel predominante en la invasion.
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Varias moéleculas han sido candidatizadas, la glicoproteina Tc-85
(Zingales B. y Colli W., 1985), la glicoproteina 83 kilodalton
(Boschetti M., et al.,1987), y el receptor colageno-fibronectina
(Ouaissi M A. et al, 1986, Velge P., et al.,1988).

Se han encontrado altos niveles de la enzima neuraminidasa

asociada con el proceso de invasion del parasitoT. cruzi y un
progresivo incremento de la afinidad especifica por la D-galactosa

(Csete M., et al., 1985; Barbosa H.S,, et al., 1993).

La relacién entre varias glicoproteinas no esta muy clara rodavia y
no existe un consenso de cual o caales en combinacién, son mas
relevantes en el proceso de la invasion del parasito.

Sin embargo la opinion comun de los investigadores es que la
invasién de células de mamiferos por T. cruzi, depende de la
habilidad del parasito para reconocer los receptores especificos en
la membrana de la célula (Snary D.,1985; Zingales B., y Colli
W.,1985).

Informacion acerca de receptores de superficie designan a las
proteinas 32 y 34 kda. como receptores de la célula hospedadora
para antigenos del parasito T. cruzi comprometidas en la invasion y
los cuales no corresponden a las subunidades polipéptidas
receptoras de la fibronectina (Davis C. D., y Kuhn R., 1990).

El parasito T. cruzi entra a la célula hospedadora formandose la
vacuola parasitéfora que a su vez se une con el lisosoma, y
mediante mecanismos de evasion el parasito logra escaparse al
citoplasma donde se establece la infeccién.

En el escape del T. cruzi del fagosoma se cree puede estar
implicada una hemolisina capaz de perforar la membrana (Ley V.,
et al.,1990).

Otros investigaciones revelan la existencia de un antigeno
glicoconjugado de 35/42 kda. y de una glicoproteina 90 kda
presentes en la superficie de la forma metaciclica del parasito.

Investigando acerca de si la molécula 35/42 kda podria ser ligando
para receptor celular, utilizando anticuerpos monoclonales que lo
reconocen, se encontr¢ que efectivamente, este antigeno purificado
puesto en contacto con células VERO, se une a ellas, inhibiendo la
entrada de las formas metaciclicas, lo que confirma su papel de
ligando en el proceso de la invasion (Ruiz R. de C., et al., 1993).

Se conoce que T, cruzi no realiza variacion antigénica de superficie
como ocurre con 1. brucei, sin embargo cada forma del ciclo
biologico tiene diversidad de glicoproteinas y glicolipidos en su
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superficie, siendo algunas especificas de estado y varian su
estructura segun la cepa del parasito (De Souza W. et al., 1978).

Otros estudios moleculares han revelado la existencia de una
glicoproteina de aproximadamente 82 kda. en la superficie de
tripomastigotes metaciclicos, como la responsable de la entrada del
parasito en las células del hospedador a través de un ligando
receptor. Tambien se descubrié que este componente de superficie
de los tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi involucrado en la
penetracion, es una molécula que no hace parte de los
tripomastigotes sanguineos ni de aquéllos derivados de cultivo
celular (Ramirez M.I., et al., 1993).

Como se ha mencionado anteriormente, Trypanosoma cruzi se divide
intracelularmente como amastigotes y finalmente se transforma en
tripomastigotes que salen al exterior de la célula y eventualmente
pueden ser ingeridos por el insecto vector (Mortara R.A., 1991).

En la infeccion celular con T. cruzi, la vacuola parasitofora contiene
la forma metaciclica. En los primeros momentos de la entrada del
parasito ocurren procesos fisioldégicos importantes y la forma
metaciclica se transforma en amastigote.

Se confirma que los amastigotes producen proteinas hemoliticas TC-
TOX, las cuales forman poros en la membrana del fagosoma,
permitiendo el escape del parasito al citoplasma donde empieza a
diferenciarse en tripomastigotes (Rondinelli E., 1994).

Después de la penetracion del parasito en la célula, el
tripomastigote envuelto por la vacuola mantiene escasa movilidad,
luego empieza a transformarse en amastigote, proceso que puede
durar cerca de tres horas y asi permanece durante
aproximadamente cuarenta horas antes de iniciar su replicacion.
La sintesis de ARN se inicia tres horas después de la penetraciéon
(Crane M.S.T., et al., 1980).

Se han realizado numerosos estudios, con el fin de dilucidar los
mecanismos de interaccién del parasito con su célula hospedadora,
se conoce que el contacto inicial y la interiorizacion requiere energia
metabdlica, las enzimas succinato dehidrogenasa y la fumarato
reductasa son dos enzimas criticas para el metabolismo energético
(Rubbo H. et al.,1994).

Ademas ya es conocido que, componentes de la membrana
lisosomal contribuyen a la formacién de la vacuola parasitofora,

El escape del parasito de la vacuola, depende de la acidificacion y al
parecer esta mediada por la acciéon coordinada de una
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neuroaminidasa derivada del parasito y una sialidasa capaz de
desializar los constituyentes de dicha membrana con una
consecuente formacién de poros (Hall B.F.,1993).

Los amastigotes en el citoplasma celular, se van multiplicando por
fisibn binaria, mediante nueve a diez divisiones consecutivas, y
revierten de manera no sincronica, a tripomastigotes, via
epimastigotes como estadios intermedios.

Luego la célula se rompe liberando los tripomastigotes, y se
continua la infeccién (Dvorak J.A., 1976; Tafuri W.L., et al.,1983.}.

Existen lineas celulares establecidas con propiedades 6ptimas para
estudios de infeccion celular, ya que posibilitan la interiorizacion
del parasito y el posterior establecimiento de la infeccidn,
caracteristicas que permiten estudios de seguimiento de los
mecanismos y comportamiento del parasito T. cruzi en condiciones
de laboratorio.

Algunas de las células mas utilizadas en los estudios del desarrollo
intracelular de T. cruzi han sido, los cultivos celulares de embri6on
de pollo (Meyer H. y Oliveira M., 1948), lineas celulares
permanentes como células VERO (Hanson W.L. et al.,1976; Brener 7.
et al, 1976; Bertelli M.S. y Brener Z., 1980; Velasco ].R.,1989), lineas
de macréfagos (Carvalho V.T.,1983) y fibroblastos de ratén
(Tanowitz H. et al., 1975).

Se ha demostrado que la linea celular J774 es deficiente en la
produccion de metabolitos intermedios de oxigeno después de la
fagocitosis, 1o que permite la continuidad intracelular del parasito,
esta linea se comporta como macrofagos (Ralph P, et al., 1975).

Estudios de -infeccién con T. cruzi han revelado que los
tripomastigotes invaden células de mamiferos de manera polarizada
y penetran los fibroblastos en la periferia celular donde la
fibronectina y sus receptores celulares estan concentrados
(Schenkman S. et al., 1988).

La alta motilidad del tripomastigote es mas eficiente que el
amastigote para la interiorizacion en la célula hospedadora, 1o que
supone un mecanismo que involucra la participacion activa del
parasito en el proceso de entrada (Kipnis T.L., et al., 1979).

Durante el proceso de invasion celular de T. cruzi a la célula y
después de la asociacion del parasito con dicha célula, se ha
encontrado un aumento significativo en la concentraciéon de calcio
intracelular.
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Es de anotar que el calcio intracelular sirve como factor de los
segundos mensajeros con miras al control de la variabilidad
funcional de la célula (Do Campo y Moreno S.N.J.,1996).

Existen solidas evidencias que demuestran la citotoxicidad del
6xido nitrico en macréfagos en contra de parasitos y bacterias.

Se demuestra la actividad parasiticida de éste, contra Trypanosoria
cruzi (Denicola A. et al, 1993).

Son numerosos y complejos todos los mecanismos que implican la
interaccién hospedador-parasito, los cuales se han desarroliado
coevolutivamente en una fina y especial adaptacion.

1. 6. INFECCION CON T. cruzi EN MODELO EXPERIMENTAL

El parasito T. cruzi, tiene un amplio rango de hospedadores
mamiferos, en los cuales se establece la infeccion.

En experimentos controlados se utilizan diferentes modelos tales
como conejos, ratones, ratas, perros y hamsters (Pizzi T.P., 1957;
Okuma M. et al.,1966; Brener Z.,1973; Scott M.T.,y Goss-Sampson
1984; Figueiredo F. et al.,1985; De-Gaspari E. et al. 1990; De-Lana
M. et al., 1992; Ramirez L.E. et al., 1994).

El modelo murino es muy adecuado para reproducir las lesiones y
alteraciones histologicas de la enfermedad de Chagas.

Tambien ha sido utilizado para estudios de respuesta inmune,
obteniendose los mejores resultados de infeccidén experimental y es
un buen modelo en programas de prueba para drogas y posibles
vacunas (Wrightsman R., et al.,, 1982; Andrade V. et al.,1985;
Zweerink H. et al.,1985; Gonzalez -C S.M., y Mirkin G.,1994).

Es conocido que, distintas cepas de ratones difieren en la
susceptibilidad a la infeccién con T. cruzi y se ha planteado que
existe un control genético complejo de los niveles de parasitemia y
de la supervivencia de los animales infectados (Wrightsman R. et
al.,1982; Zweerink H. et al., 1985).

Algunas cepas de ratones se comportan como resistentes y otras
como susceptibles (Juri M.A., et al., 1990).

Estudios en fase aguda de infeccién con T, cruzi en diferentes cepas
de ratones, revelan que ratones cepa Swiss son medianamente
susceptibles (Mc Cabe R,, et al., 1989).
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Entre los factores genéticos importantes que determinan la
resistencia o susceptibilidad a la infeccién con el parasito 7. cruzi se
encuentran los genes ubicados en el sistema mayor de
histocompatibilidad del ratén (complejo H-2), cuyos productos estan
involucrados en la regulacion de la respuesta humoral y celular a
diversos antigenos (Wrightsman R. et al., 1982; Juri M,, et al.,1990).

La edad, sexo, constitucion genética y dosis del parasito inoculada a
los ratones, al igual que la cepa o clon de T. cruzi son factores
importantes que influyen en la evolucion de la infeccién y
enfermedad. Tambien es conocido que a bajas temperaturas
ambientales se encuentran mayores parasitemias y las deficiencias
nutricionales afectan notoriamente (Brener Z.,1973).

Los tripomastigotes infectan un gran numero de células del
hospedador mamifero, el parasito se diferencia en amastigotes
intracelulares, los cuales se multiplican y a su vez se transforman
en tripomastigotes.

Las células se rompen y los parasitos son liberados, invaden otras
células adyacentes o se diseminan por el torrente sanguineo
llegando a otros 6rganos.

Este ciclo lleva a un incremento exponencial en la poblacion del
parasito, tanto intracelularmente como en sangre (Brener Z., 1994).
Los amastigotes intracelulares se dividen de manera asincronica,
dando lugar a muchos amastigotes dentro , los cuales se evidencian
como agrupaciones del parasito llamadas pseudoquistes (Dvorak
J.A., 1975).

Han sido numerosos los estudios realizados con el parasito T. cruzi
con miras a dilucidar factores involucrados en la parasitosis y las
diferencias existentes de acuerdo a los estadios.

En investigaciones de Ouaissi M. A,, et al.,1984, se pudo identificar
un sector especifico en el tripomastigote sanguineo, que se une a
fibronectinas de las células de los mamiferos.

Por otra parte el investigador Nogueira N., 1980 y 1983, encontro
un factor antifagocitico en la superficie del tripomastigote
sanguineo, con actividad glicosidasa, y que no se encuentra en la
forma metaciclica procedente de cultivo. Lo que permite pensar
que este factor probablemente defiende al parasito del ataque
humoral, alterando el dominio Fc de las inmunoglobulinas.

Resultados de recientes estudios, confirman el papel relevante de
las lectinas especificas en trypanosomatidos, las cuales intervienen
en la interaccion del hospedador con el parasito, ya que son
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proteinas que se unen a residuos de carbohidratos especificos
(Jacobson R.L., y Doyle R.]., 1996).

Estudios llevados a cabo por Wrighsman R. et al 1982, permitieron
dilucidar los varios genes en el genoma del ratén, los cuales son
responsables del control de la respuesta a parésitos intracelulares y
en general de la respuesta a la infeccion con T. cruzi .

Por lo tanto, segun sus observaciones los autores concluyen que las
bajas parasitemias son debidas en parte, a una expresion dominante
del raton a la infeccion. Ademas anotan que, las células T estan
involucradas en los niveles de parasitemia en todas las cepas de
raton.

En ocasiones se ha planteado que los niveles de parasitemia que se
obtienen en ratones infectados experimentalmente, dependen de la
cepa del pardasito sin tener en cuenta el tamafo del inéculo
(Andrade S.G.,1974).

Sin embargo estudios recientes revelan que el numero de parasitos
de T. cruzi inoculados es un factor muy importante para la
evolucion de la infeccion, ya que modifican la prepatencia, los
niveles de parasitemia y la supervivencia de los ratones
susceptibles.

Se ha revelado, que cepas de ratones susceptibles a la infecciéon con
2.000 a 10.000 parasitos, se comportan en realidad como
resistentes, cuando se infectan con una dosis menor de parasitos
(Zuaniga C.,1995).

Probablemente la baja carga parasitaria inicial permite al animal
desarrollar una respuesta inmune adecuada para controlar la
infeccion (Marsden P.D.,1967).

Diferentes investigaciones de infeccién con modelos experimentales
de ratones, muestran de igual manera, que los niveles de
parasitemia no son indicadores de la potencial duracidén de los
animales (Kuhn R.E., y Durum S.K.,1975; Wrightsman R. et al, 1982).
Estudios realizados por DeTitto et al., 1987, revelan que
subpoblaciones de T. cruzi obtenidas de ratones previamente
infectados, pueden diferir en la capacidad de infectar células y en la
capacidad de infeccién letal en ratones.

Ratones infectados con el parasito T. cruzi muestran severa
inmunosupresion, afectandose la actividad de las células T
ayudadoras y la anormal supresion y expresion de citoquinas.

Poco se sabe acerca de los mecanismos por los cuales la
inmunosupresidén es inducida y mantenida durante la infeccién, ni
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acerca de la interacciéon celular la cual puede ser requerida por la
actividad inmunoreguladora (Cerrone M.C., y Kuhn R.,1991).

Ha sido postulado, que ratones infectados con un simple estimulo
antigénico de T. cruzi desarrollan una pequeria poblacion de células
T ayudadoras, pero la expansion clonal de los linfocitos es reducida
por un segundo grupo de macréfagos supresores en el umbral
requerido para producir una respuesta inmune detectable,

La administracion de un segundo reto antigénico en el tiempo
correcto, puede desencadenar la expansién de células T ayudadoras
en tasa superior a la de los macréfagos supresores, en el umbral
necesario para vencer la supresion e inducir la respuesta inmune
(Cerrone M.C., y Kuhn R,,1991).

Algunos agentes quimicos y fisicos se han utilizado para el estudio
del efecto de inmunosupresién en la enfermedad de chagas
experimental.

La ciclofosfamida regularmente incrementa la parasitemia y en
algunos casos la mortalidad y la severidad de la miocarditis, en la
fase aguda en ratones de experimentacion .

Todo parece indicar que la ciclofosfamida interfiere con la red de
inmunosupresion la cual aparentemente, sostiene la forma
indeterminada de la enfermedad (Brener Z.,1994).

Estudios inmunolégicos revelan la importancia de las c¢élulas T para
el control de la parasitemia y susceptibilidad a la infeccién con el
parasito T. cruzi.

Una alta parasitemia que impide la supervivencia del ratén durante
la fase aguda, puede estar relacionada con la pérdida de la sintesis
de anticuerpos especificos, o por la ausencia de citoquinas capaces
de activar los macrofagos que destruyen los parasitos
intracelulares.

Se enfatiza el papel de los linfocitos CD8 en la proteccién contra la
infeccion de T. cruzi en los hospedadores mamiferos incluyendo el
humano (Hontebeyrie M.,1994).

Otras investigaciones con ratén realizadas en fase aguda de la
infeccidon con T. cruzi, muestran que el interferon gamma activa los
macrofagos, inhibiendose la multiplicaciéon del parasito, lo que
conlleva a una disminucién de la parasitemia y de la mortalidad en
muchos casos.

En otro estudio paralelo se comprueba que no hay ningun efecto del
factor de crecimiento celular (TGF) en la disminucién de la
parasitemia ((Mc Cabe R.E. et al,,1991; Silva ].S., et al.,1991).
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Son muchos los cambios que se observan en la actividad celular del
hospedador en las infecciones con T. cruzi.

Los tripomastigotes pueden ser destruidos por los macrofagos
activados y los mecanismos independientes de oxigeno tambien
tienen gran importancia (Mc Cabe R.E. y Mullins B.T., 1990).

Posteriormente con otros estudios, se ha demostrado la actividad
parasiticida del 6xido nitrico (NO), producido por los macrofagos
activados en contra del parasito (Denicola A., et al, 1993).

Estudios en macroéfagos de ratones infectados con 7. cruzi, revelan
transferencia de fragmentos de ADN entre el parasito y la célula del
hospedador. El ADN del kinetoplasto de T. cruzi se integra en el
genoma del macrofago, alterandose la regulacién de la expresién
génica en el hospedador (Texeira A.R., et al., 1994).

Trabajos en el campo de la biologia molecular, han reportado que
un péptido sintético de T. cruzi, de 19 aminoacidos (SP4), muestra
actividad de protecciéon cuando se administra a ratones, ya que se
observa que induce las respuestas humoral y celular, por semejanza
conformacional del antigeno del parasito (Bua J. et al., 1991).

1.7 TRIPANOSOMIASIS AMERICANA
O ENFERMEDAD DE CHAGAS

Las infecciones humanas con el parasito T. cruzi, pueden ocasionar
serios problemas de morbilidad y mortalidad en poblaciones de
paises endémicos de América.

Se estima que 16 a 18 millones de personas estan infectadas y cerca
de 90 millones estan en riesgo de adquirir la infeccién (Moncayo A.
1994).

La tripanosomiasis américana o enfermedad de Chagas es
fundamentalmente una zoonosis, donde el humano es un
hospedador accidental.

El parasito T. cruzi es un protozoo hemoflagelado el cual es
transmitido a los hospedadores vertebrados mediante las
deyecciones infectadas de un insecto hematéfago, en el momento
de la ingestion de sangre.

1.7.1. Transmisién del parasito: Existen tres ciclos de
transmision de T. cruzi en los cuales el vector participa (Schmunis
GA.,1994).
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1.7.1.1 El ciclo doméstico, responsable de la infecciéon en
humanos, ocurre en viviendas rurales y periurbanas, cuyas paredes
de las casas son construidas con bareque y techo de paja.

Los animales domésticos que viven estrechamente con el humano,
son los reservorios del parasito. El insecto vector vive y se
multiplica en las hendiduras de las paredes, debajo de los muebles
y en rincones oscuros de las habitaciones.

1.7.1.2 El ciclo peridoméstico, en el cual animales domésticos
se mueven libremente fuere de la habitaciéon humana y pueden ser
picados por insectos selvaticos infectados.

1.7.1.3 El ciclo selvatico, involucra vectores netamente
selvaticos que se infectan de animales silvestres y a su vez los
infectan, tales como diferentes especies de roedores y marsupiales.
El humano tambien se puede infectar ocasionalmente cuando
incurre a este habitat.

Las infecciones humanas por transmisién involucrando al vector,
suelen ocurrir en poblaciones endémicas socioeconomicamente
deprimidas.

Existen otras infecciones por T. cruzi que son de importancia y en
las que no interviene el vector directamente, son las adquiridas por
transfusiones sanguineas (Zuna H., et al., 1985; Martelli CM.T., et al,,
1992), transmisiéon transplacentaria encontradas en recién nacidos
entre 1-10% y algunas pocas infecciones por accidentes en
laboratorio (Azogue E. et al.,1985; Brener 7.,1984; Zuna H., et al.,
1985; Martelli C.M.T., et al.,1992; .Kirchhoff L.V.,1993).

En los ultimos afios debido a la problematica del SIDA se ha
incrementado el conocimiento de la poblacién infectada con T. cruzi
por la necesidad del andalisis serologico, 1o que ha evitado en alto
grado la transmisién transfusional de la enfermedad de Chagas
(Schmunis G. 1994).

1.7.2. FASES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En la tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas pueden
distinguirsen tres fases o formas clinicas:

1.7.2.1 Enfermedad aguda: Se presenta en el 5% de los
individuos infectados. Comprende la primoinfeccién y la
observacion del parasito en su estadio de tripomastigote sanguineo,
en la cual se puede evaluar las parasitemias, que estaran de
acuerdo con las caracteristicas del hospedador y la virulencia del
parasito.
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Las manifestaciones del Chagas agudo aparecen después de un
periodo de incubacion de 3 a 12 dias. La evidencia de entrada del
parasito o chagoma de inoculacién es notable en los casos agudos,
cerca del 80% al 100% presentan la manifestacion cutanea o el signo
de Romaiia caracterizado por el edema palpebral, constituyendo un
elemento de alto nivel diagnoéstico.

La sintomatologia incluye hipertemia con intensidad y duracion
variables, irritabilidad, cefaleas y mialgias, astenia, anorexia, y en
ocasiones somnolencia, dolores osteoarticulares, adenopatias
satélites o generalizadas, hepato y esplenomegalia y ocasionalmente
vomitos (Basso G. et al, 1978).

En alto porcentaje ocurre compromiso cardiaco con miocarditis
aguda, y en menor grado compromiso neurologico que puede llegar
a la meningoencefalitis. En los nifios lactantes se presentan las
mayores complicaciones y su severidad guarda estrecha relacion
con el pronoéstico (Bocca T. C.,1972).

La fase aguda de la enfermedad suele pasar inadvertida en muchos
€asos.

Aproximadamente entre uno y dos meses después de la
primoinfeccion, la parasitemia cesa por la respuesta inmune y se
establece la fase crénica. Se han reportado casos de reagudizacion
en pacientes cronicos inmunosuprimidos.

1.7.2. 2 Fase latente: lLa mayoria de los pacientes se recuperan
de la fase aguda y permanecen aparentemente asintomaticos por
largos periodos de tiempo, incluso toda la vida, considerandose ésta,
la forma "indeterminada” de la enfermedad de Chagas (Brener Z.,
1994).

Los individuos infectados pero sin ninguna sintomatologia inicial,
sufren una evolucion lenta de la infeccidn, la cual dara paso a una
sintomatologia, sin resolver la infeccién como suele ocurrir algunas
veces en otras parasitemias. Por lo tanto tambien se les debe
considerar como individuos enfermos (Braun M. y De-Titto E. 1985).

1.7.2.3 Enfermedad crénica: Se caracteriza por la desapariciéon
de parasitos en sangre. Entre el 60-80% de los individuos infectados
la padecen (Hontebeyrie-] M., 1993),

El Chagas cronico afecta con un grado variable de compromiso, los
diferentes organos del individuo infectado. Los 6rganos mas
frecuentemente afectados son el corazon, tubo digestivo y
musculatura en general.
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No se tiene muy claro todavia si las formas cronicas son secuelas de
la enfermedad aguda o© son manifestaciones tardias o
independientes de la primoinfeccién (Braun M. y De-Titto E.,1985).

Cabe sefialar que la mayor prevalencia de patologia en la fase
crénica se presenta en pacientes que tuvieron alguna manifestacion
clinica durante la fase aguda y que al parecer existe una correlaciéon
significativa entre las formas clinicas y el area geografica, lo que
lleva a pensar que puede haber una relacion importante con la
variabilidad de los parasitos, con los hospedadores y sus
condiciones ambientales y de nutricién (Pinto-D. J.C.,1982).

El compromiso cardiaco es la manifestacion mas frecuente de la
enfermedad cronica, se expresa varios afios despues de adquirida la
infeccién, con evolucién lenta e irreversible.

Clinicamente la cardiopatia chagasica, puede presentarse con
sintomas de trastornos del ritmo cardiaco y/o de insuficiencia
miocardica. Por imagenes radiologicas se observa que el tamario del
corazén aumenta hasta la cardiomegalia, por dilatacion e
hipertrofia, principalmente de las cavidades izquierdas.

Las anormalidades electrocardiograficas mas frecuentes
corresponden a trastornos en la conduccion del impulso electrico y
en el ritmo cardiaco (Rosembaum M.B.,1964).

El Chagas crénico presenta caracteristicas peculiares y 1la
parasitemia es subpatente, los tripomastigotes sanguineos, cuando
los hay, s6lo se detectan por métodos parasitologicos indirectos
como el xenodiagnéstico y hemocultivo (Brener 7.,1994)

La fase cronica se caracteriza por una continua produccion de
lesiones tisulares, las cuales son independientes de la presencia del
parasito. Durante la enfermedad crénica el dafio tisular se atribuye
a mecanismos de tipo inmunolégico (Gazinelli G. y Brener 7Z.,1991).

Estudios llevados a cabo en autopsias de pacientes chagasicos,
revelan que el nimero de parasitos encontrados en tejidos, suele
ser muy bajo y ésto lleva a suponer que son mas los factores que
participan en la patogénesis de la enfermedad de Chagas que la sdla
presencia del parasito.

Actualmente se conoce que la respuesta inmune humoral y celular
del hospedador inducen a una ruptura de la autotolerancia, debido
a factores muy complejos en la interaccién parasitaria (Brener Z.,
1994).
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Se han mencionado algunos factores que perturban la
autotolerancia en el hospedador, tales como secuencias de péptidos
compartidas por autoantigenos, y la posible insercion de ADN del
parasito en el ADN de la célula.

Tambien se ha considerado la existencia del mimetismo molecular
entre antigenos de T. cruzi y tejidos del hospedador, lo que
explicaria el daiio tisular autoinmune en la enfermedad de Chagas
(Avila J.,1992; Mesri E.A,, et al.,1990; Levitus G., et al., 1991).

En la actualidad y segun resultados de muchos estudios, se cree que
la patologia del Chagas crénico es producida por reaccidnes
autoinmunes, dirigidas en contra de células musculares y nerviosas
principalmente como tambien en menor grado por directa
destruccién celular por parte del parasito.

1. 8. INMUNOLOGIA EN LA INFECCION CHAGASICA

Las maltiples investigaciones llevadas a cabo para dilucidar los
mecanismos de la interaccién hospedador-parasito, tanto en
modelos experimentales de infeccién con 7. cruzi, como en
individuos con enfermedad de chagas, han evidenciado una serie de
conocimientos relacionados con la respuesta inmune del hospedador
mamifero.

Existe una extensa y compieta revisiéon de la inmunologia en las
infecciones con Trypanosoma cruzi, entre ellos Scoot M.T., y Snary
D.,982, y Teixeira A.R.,1987, las cuales permiten mayor claridad
conceptual de numerosos mecanismos involucrados.

Son muchos los factores que parecen ser importantes en la
regulacion de la infeccién con T. cruzi, tales como la activacién de
macrofagos, anticuerpos y complemento, citotoxicidad mediada por
células y dependiente de anticuerpos, y citotoxicidad de células T,
entre otros. Estos mecanismos dependen de la composicién genética
del hospedador.

Se postula que ni los receptores C3b ni Fc en macrofagos, estan
involucrados en la fagocitosis de T. cruzi, pero aparentemente las
moléculas pronasa sensitivas del macréfago, junto con
glicoproteinas de superficie del parasito son las implicadas.

Cuando el macrofago se activa, probablemente por la accién del
interfer6n gama, el cual a su vez se ha incrementado por la
infeccién, el fagosoma se une con los lisosomas y el parasito es
destruido por accion litica y metabolitos de oxigeno.
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Hay evidencias en ratdn, que el interferon alfa y beta inducen la
produccién de celulas NK, las cuales juegan papel importante, pero
poco conocido.

El parasito por su parte, ha desarrollado mecanismos muy
importantes para la evasién de la respuesta inmune del
hospedador.

Los tripomastigotes sanguineos deben evadir la accion de los
anticuerpos y la lisis del complemento, como tambien la
citotoxicidad.

Se sugiere que hay varios mecanismos mediante 10s cuales ésto es
posible:

a. inmunosupresién no especifica inducida por sustancias derivadas
del parasito.

b. naturaleza protectiva de la superficie del parasito, moléculas de
accién antifagociticas, y anti actividad de C3.

¢. la habilidad enzimatica del parasito para romper las
inmunoglobulinas liberando tnicamente el segmento fab para unir
al antigeno separandolo del Fc que activa el complemento evitando
asi, la lisis del parasito.

d. cubrimiento y desalojo de los complejos antigeno-anticuerpo que
se forman en la superficie celular.

e. compartiendo antigeno parasito-hospedador. (Clark I A. y Howell
M.].,1990).

Una de las mayores actividades en inmunoparasitologia, es la
identificacion de antigenos de parasitos que tengan diferentes
efectos inmunolégicos bajo circunstancias de infeccién, para ser
utilizados posteriormente como antigenos de proteccion (Gea S. et al,
1992)

Ratones inmunizados con antigenos acidicos y parcialmente
purificados del citosol de T. cruzi, inducen parcialmente respuesta
inmune protectiva. La respuesta humoral en contra del parasito,
depende de la presencia de epitopes antigénicos los cuales unen
isotipos de anticuerpos capaces de mediar la muerte del parasito.

Se sugiere que la patologia en la fase crénica de la enfermedad de
Chagas es de naturaleza autcinmune.

Existen dos mecanismos propuestos los cuales podrian producir
autoinmunidad:

1. La infeccidén parasitaria produciria una alteracién de la

inmunoregulacion, lo cual conduciria a una pérdida de tolerancia
hacia antigenos propios.
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2. Reconocimiento inmune de algunos antigenos de Trypanosoma
cruzi, los cuales darian reaccioén cruzada con ciertos antigenos del
mamifero hospedador, lo que produciria autoinmunidad por
mimetismo molecular (Avila J.L.,1992).

Infecciones con T. cruzi inducen la divisidn de macroéfagos
peritoneales en ratones Balb/c. Se ha demostrado por analisis
citogenético que fragmentos de ADN de minicirculos del
kinetoplasto del parasito, se insertan dentro del ADN de la célula de
macrofagos y de fibroblastos (Teixeira AR. et al, 1994).

Se han encontrado antigenos del parasito en 6rganos y tejidos de
ratones durante la infeccién con T. cruzi. Los amastigotes pueden
ser observados en los tejidos durante la fase aguda y en fase
crénica con progresiva disminucién conforme pasa el tiempo.

Sin embargo los antigenos del parasito son detectados en infiltrados
inflamatorios durante la fase cronica de la infeccién, quizds como
una consecuencia de la lisis de células infectadas (Younes A. et al,
1988).

Probablemente el ADN del parasito insertado en el ADN de la célula
actda como un antigeno que sostiene la reaccion autoinmune que
acontece en la patologia del Chagas cronico.

Desde hace varios afios se viene investigando acerca de la infeccion
parasitaria con T. cruzi. La resistencia en contra de la infecciéon
involucra mecanismos de respuesta inmune y/0 no inmune.

Fué revelado en su momento, que los genes de la respuesta inmune
en ratoén estan unidos al complejo mayor de histocompatibilidad .
(MHC), sistema genético involucrado en la induccién y regulacion de
la respuesta humoral y celular en contra de antigenos presentes en
el organismo patdégeno (Pizzi T. y Prager R.,1952; TrishmanT.M. y
Bloom B.R.,1982).

En la actualidad se sabe que son muchos mas los factores
involucrados modulando la accion del parasito y la respuesta del
hospedador.

Algunos estudios revelan que la ausencia de receptores
determinados geneticamente y requeridos por el parasito para
entrar a la célula y la ausencia de factores de diferenciacién del
hospedero requeridos por el parasito para su multiplicacion, son
otros factores que evitarian el establecimiento del parasito dentro
del hospedador (Scott M.T. y Snary D.,1985).
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1. 9. PROTECCION Y PERSPECTIVAS

Se han llevado a cabo innumerables estudios en diversos campos de
la investigacion, con miras al mayor conocimiento de la interaccion
hospedador y parasito en la patogénia de la tripanosomiasis
americana o enfermedad de Chagas.

Todas las investigaciones son con miras de busqueda a una posible
solucién de control en esta patologia.

Debido a la estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi y su
diversidad genética, se hace absolutamente necesario un
conocimiento muy amplio de factores bioldgicos y médicos para el
control y proteccion contra esta parasitosis.

De gran importancia en los estudios con T. cruzi son los conceptos
de diversidad genética distinguiendolo de variacion genetica.

La diversidad antigénica implica diferencias en la expresién de los
antigenos a diferencia de la variacién antigénica donde lo que
acontece es una expresion de versiones alternantes de un mismo
antigeno, que es 1o que ocurre en tripanosomas africanos.

Teniendo claridad en ésto, se hace particularmente relevante el
entendimiento de las bases moleculares estrechamente relacionadas
con los cambios en las propiedades patofisiolégicas y el analisis
epidemiolégico de la infeccidén, lo cual conduce al hallazgo de una
posible vacuna (Myler P.]J.,1993).

Retos antigénicos administrados con intervalos estrechos de tiempo,
pueden abolir la inmunosupresion presente en ratones infectados
experimentalmente con T. cruzi de manera especifica.

Durante la infeccion se encuentran subgrupos de macroéfagos
supresores y subgrupos de macroéfagos ayudadores y beneficiosos
(Cerrone M.C. y Kuhn R,,1991).

Estos retos se hacen con la posibilidad de crear una competicién
entre la producciéon de estas dos poblaciones celulares y del nimero
relativo de 1os dos tipos se dara una modulacién que en ultima
instancia permita resolver la infeccién por parte del hospedador.
Los resultados de las investigaciones de Gonzalez J. et al,1991,
revelan que los sueros de ratones inmunizados con antigeno 90 Kda,
muestran actividad tripanolitica complemento dependiente y
tambien imposibilidad de que formas metaciclicas de la cepa
Tulahuen invadan células VERQ in vitro.
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Trabajos en el campo de la biologia molecular han reportado
identificacién y caracterizacién de diferentes moléculas con
capacidad protectiva en animales de experimentacion.

Se ha elaborado un péptido sintético de 19 aminoacidos (SP4), que
muestra actividad de protecciéon cuando se administra a ratones.
Este péptido induce las respuestas humoral y celular, Io que indica
que efectivamente asemeja la conformacién del antigeno del
parasito T. cruzi pudiendo desencadenar proteccioén inmune en
ratones en contra de la infeccién (Bua J. et al.,1991).

Es necesario continuar en las pruebas, utilizando otros modelos
experimentales con miras a determinar si 1os antigenos sintéticos y
éste en particular asemejan antigenos de todos los clones naturales
conocidos.

Otros estudios revelan que péptidos con secuencia Arg-Gly-Asp-Ser
son reconocidos por los tripomastigotes de T. cruzi, siendo una
posibilidad para ser explorada con miras a estudios
inmunoprofilacticos (Ouaissi M.A. et al., 1986; Peyrol S. et al,
1987).

Posteriores estudios de inmunizacién de ratones, muestran gue
pequeilas concentraciones de antigenos del parasito purificados, e
incorporados en un sistema propio de antigeno de rescate, confiere
proteccién de 100% a los ratones, evitando su muerte cuando fueron
inoculados con dosis letales de tripomastigotes (Araujo F.C. y Morein
B.,1991).

Resultados de estudios, con ratones inmunizados con la
glicoproteina de 56 kilodalton de T. cruzi, muestran evidencias
significativas de proteccién como un antigeno candidato de primera

linea, para una vacuna multisubunitaria en contra del parasito
(Harth G. et al., 1994).

Existen numerosas discusiones a cerca de como abordar el

problema, se mencionan dos alternativas aprovechables para una
posible vacuna:

Una, seria la vacuna antiparasito, principalmente para controlar la
parasitemia en fase aguda y otra, seria la vacuna antienfermedad
con el fin de controlar el desarrollo de la patologia crénica.

La expectativa es que controlando la parasitemia se podria ayudar a
disminuir la incidencia y/o la severidad de la patologia crénica en la
enfermedad de Chagas (Moncayo A.,1994).
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En la actualidad la infeccién humana con T. cruzi se combate con
medicamentos, tales como el Nifurtimox (Lampit), y el Benznidazol,
los cuales son de primera eleccion en el Chagas agudo.

El modo de accién consiste en la reduccién metabodlica de grupos
nitro. lo que permite la producciéon de radicales nitroaniénicos y una
directa interferencia en la sintesis de macromoléculas y
componentes celulares como el ADN, lipidos y proteinas.

La Actinomicina D, la Anfotericina B, y las Aminoquinolonas, el
Allopurinol y compuestos Imidazolicos y Ketoconazol son otros
medicamentos tambien utilizados (Castro de S.,1993).

Sin embargo todas estas sustancias implican para el paciente, un
problema de toxicidad y de importantes reacciones secundarias.
Ningan medicamento ha sido seflalado como totaimente efectivo
frente a la enfermedad de Chagas.

Regularmente se llevan a cabo pruebas en el laboratorio, buscando
medicamentos y dosis adecuadas, para encontrar la mejor eleccion
en el tratamiento.

Las formas metaciclicas de T. cruzi, cepa Y, tratadas con

Actinomicina D/50 pg /ml a una poblacién de 107 parasitos/ml,
muestran que contintan viables pero pierden propiedades para
entrar a las células VERO y no se replican dentro de los macroéfagos
normales, ni inducen lesiones histoldgicas (Da-Cruz M.Q, ,et al,
1991).

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica en
muchos paises de América, constituyendose en una de las
patolologias de declaracion obligatoria recomendado por la
Organizacion Mundial de la Salud.

Muchos esfuerzos se llevan a cabo en la actualidad para su control,
se hacen numerosas campafias a nivel de las comunidades
afectadas, dando educacién acerca de como erradicar los vectores
del domicilio en las zonas endémicas.

Tambien a nivel de bancos de sangre se lleva un riguroso control de
analisis para evitar la transmision transfusional.

Diferentes grupos de trabajo tanto en paises endémicos como en los
que no lo son, contindan en las investigaciones para abonar al
conocimiento de esta parasitosis.

i
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2.1 GENERALES

El presente trabajo propone el estudio del comportamiento de doce
clones de Trypanosoma cruzi en condiciones in vitro, mediante el
seguimiento de los parasitos en cultivos axénico e infeccion celular
y un seguimiento in vivo mediante la infeccién experimental en
modelo murino.

Se pretende hacer un estudio representativo tomando en
consideracion muestras de clones con perfiles isoenzimaticos o
zimodemas similares y diferentes, aislados de varios tipos de
hospedadores y vectores, para dilucidar como incide la estructura
clonal de las poblaciones de T. cruzi y correlacionar propiedades
médico-biolodgicas, con el fin de contribuir a clarificar un poco mas
la patogenicidad de la enfermedad de Chagas.

Los clones del parasito T. cruzi, pertenecen a su vez a tres grupos de
clasificacion llamados clones Mayores o0 genotipos dominantes 19,
20 y 39, los cuales se eligieron para el estudio, porque son los que
se encuentran mas frecuentemente como clones naturales, en la
extensa zona geografica de Sur América.

Los clones gque pertenecen al mismo clon Mayor, tienen perfiles
isoenzimaticos iguales. A su vez los clones Mayores entre si, tienen
caracteristicas isoenzimaticas diferentes.

Se pretende con este trabajo, conocer similitudes y diferencias entre
los clones y mirar posibles correlaciones entre sus caracteristicas.
Debido a la variabilidad genética del parasito y su heterogeneidad,
es necesario estudiar de manera individual los clones en sus
propiedades biologicas y médicas. |

Analizar los resuitados obtenidos, distinguiendo sus caracteristicas
como clones particulares y relacionarlos entre si de acuerdo a su
comportamiento.

Dilucidar si las similitudes isoenzimaticas o sus diferencias definen
su comportamiento.

Exclarecer si existe alguna relacion de sus comportamientos como
clones, con respecto al area geografica, vector y hospedador de los
cuales fueron aislados.
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2.2 PARTICULARES

Con el fin de obtener conocimientos del comportamiento de los
clones, se propone un estudio detallado, mediante metodologias
especificas.

Los parametros a desarrollar son:

2.2.1 Estudio del comportamiento de cada uno de los clones en tres
medios de cultivo especificos (LIT-GRACE-TAUP).
Analizando su multiplicacién y transformacién (Metaciclogénesis).

2.2.2 Analisis de la evolucién de la infeccién in vitro, de cada uno
de los doce clones, en dos lineas celulares (VERO, Macréfagos).

2.2.3 Estudio de los metabolitos del parasito en cultivo axénico,
considerandose la fase de crecimiento, por medio de la técnica de

Resonancia Magnética Nuclear de protones {RMN H1).

2.2.4 Evaluacion de la infeccién in vivo, mediante un modelo
experimental murino, en el cual se establece la infecciéon y
enfermedad, de manera semejante a lo que acontece en el
hospedador humano.

2.2.4.1 Seguimiento de la parasitemia en ios ratones infectados, en
la fase aguda de la infeccién.

2.2.4.2 Observacion macroscOpica de los 6rganos considerados
relevantes en el estudio de la enfermedad.

2.2.4.3 Estudio histopatolégico de los tejidos de cada ratén, en
diferentes momentos de la infecciéon-enfermedad.

La mayor informacién que se pueda obtener acerca del
comportamiento de estos clones de T. cruzi, puede contribuir al
entendimiento de su relacion con el hospedador en la infeccién y
enfermedad humana.



MATERIALES Y METODOS
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3.1 MATERIALES
3.1.1. EL PARASITO Trypanosoma cruzi

En este estudio se utilizan 12 clones naturales del parasito T. cruzi
los cuales han sido caracterizados previamente por estudio de
isoenzimas (Tibayrenc M., 1988).

Los 12 clones pertenecen a su vez a 3 grupos de zimodemas o
variantes isoenzimaticas denominadas clones mayores 19, 20 y 39
aislados de diferentes areas geograficas (Tibayrenc M., y Breniere S,
F.,1988 ; Veas F,, et al.,1990; Tibayrenc M., y Ayala F. J. 1991).

A continuacion se relaciona cada clon, indicando el respectivo clon
Mayor al que pertenece, localizacién geografica de su aislamiento y
hospedador del que fué aislado inicialmente:

Clones de estudio Clon Mayor Aislamiento

T. cruzi (Zymodema) Pais Hospedador
OPS21 19 Venezuela Humano
SP104 19 Chile T. spinolai
13379 19 Bolivia Humano
CUTIA 19 Brasil D. agudi
P11 20 Bolivia Humano
ESQUILO 20 Brasil S. aestuans
CUICA 20 Brasil O. cuica ph.
S0O3 39 Bolivia T. infestans
NR 39 Chile Humano
BUG2148 39 Brasil T. infestans
BUG2149 39 Brasil T. infestans
MN 39 Chile Humano

3.1.2. MODELO EXPERIMENTAL MURINO

Se han utilizado ratones machos de la cepa Swiss ICO NMRI (IOPS),
de 30 dias de edad y mantenidos en condiciones estables de
temperatura (21°C) y himedad (55+10%), renovacién de aire y
fotoperiodo de 12 horas. Animalario de servicio, de la facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid.
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3.1.3 CELULAS VERO Y MACROFAGOS

Linea VERO: Establecida en 1962 a partir de células de rifion de
mono verde africano (Cercophitecos aetiops). Las células VERO
utilizadas en este estudio fueron cedidas al laboratorio de
Parasitologia y Medicina Tropical de la Facultad de Medicina de la
UAM, por el Dr. E. Tabares de La Unidad de Virologia, de la misma
Facultad, en el afio 1994.

Linea J774: Aisladas de sarcoma de células reticulares de ratén
Balb/c, en 1968, con propiedades morfolégicas, de adherencia y
fagocitosis como los macréfagos (Ralph P., et al.1975).

Los macréfagos J774 fueron traidos del laboratorio de Parasitologia
del Instituto Nacional de Salud, Bogota-Colombia y cedidos al
laboratorio de Parasitologia y Medicina Tropical-Madrid en 1994,

3.1.4. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS
3.1.4.1. Para cultivo axénico de los clones T. cruzi

LIT (Liver Infusion Tryptose)

NaCl 40¢g
KCl O4¢g
Na2HPO4 80¢g
Glucosa 20¢g
SFBI + 100 m}
Hemina* 25 mg
Infusiéon de higado S5
Triptosa Sg
Penicilina 14 mg
Estreptomicina 25 mg
Agua destilada completar a 1600 ml

Ajustar pH 7.3

+ Suero Fetal Bovino Inactivado

* 25 mg de Hemina se disuelven en 1 mi de NaOH(1N)

El medio de cultivo LIT para Tripanosomas fué diseilado
inicialmente por Camargo E. P.,1964 y modificado posteriormente
por varios autores.
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GRACE (Grace's Insect Medium)

Grace's Insect Medium * en 900 ml de H20 destilada
SFBI 100 ml

Solucion de antibiético y antimicotico 2 ml

Ajustar pH 5.8

* Suplementado con L-Glutamina y con 0.7 g/L de Glucosa (SIGMA)

Este medio GRACE es el modificado por Osuna A., et al.,1979.

TAU (Triatomine Artificial Urine)

NaCl 551¢g
KCl1 0.63¢g
CaCl 0.11 g
MgCl2 0.20 g
TAUP

En tampon fosfato pH 6.0

NaH2PO4 0.96 g
Na2HPO4 1.13 g
Completar con H20 destilada 500 ml
L-Prolina 0.57¢g
L-Na Glutamato 422 ¢
L-Aspartico 0.13 g
D-Glucosa 090 ¢g
SFBI 25 ml
Estreptomicina 12.5 mg
Penicilina 7.0 mg

Los componentes del TAU son integrantes del TAUP.

Han sido reportados varios factores que actian en el proceso de
transformacion, tales como el tamafo de la poblacion de la siembra,
los componentes del medio de cultivo y 1a reduccion de la tension
de oxigeno entre otros. (Contreras V.T., et al 1985).

El medio TAU, es especialmente usado para cultivo de T. cruzi
induciendo transformacién, porque no ocurre replicacién
concomitante,

En el medio TAUP suplementado con L-Prolina, la cepa Peru de
Trypanosoma  cruzi, transforma epimastigotes a formas
metaciclicas en 48 horas. (Homsy J. J.,et. al., 1989).



3.1.4.2. Medio de cultivo para lineas celulares
(VERO y Macroéfagos)

DMEM (Dulbeco Modificado EAGLE'S MEDIUM)

DME * 99¢g
SFBI 50 ml
Bicarbonato sédico 20g
HEPES 6 mi
Penicilina 14 mg
Estreptomicina 25 mg
Gentamicina 125ul
H20 destilada completar a 11t

Ajustar pH 7.2

* Suplementado con L- Glutamina y 1.0 g/L de Glucosa (SIGMA)

SOLUCIONES Y COLORANTES
Suero Fisioldgico:

Cloruro Sédico 09¢
Agua estéril 100 mi

Solucion Salina Tamponada PBS:

NaCl , 80¢g

KHPO4 1.2 ¢g

KH2PO4 _ 03¢g

H2O destilada 1000 mi
pH 7.3

GIEMSA

Soluciéon de Azur- Eosina- Methylen Blue (MERCK)

Solucién Stock 10 ml

Agua tamponada pH 7.2 90 ml

HEMATOXILINA - EOSINA

35
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Los medios de cultivo fueron filtrados con membranas de 0.22
micras y guardados a 4°C.

Todos los materiales de laboratorio utilizados para cultivos, fueron
esterilizados mediante calor himedo 120°C/30 minutos, 0 mediante
calor seco 180 °C.

3.2, METODOLOGIA

3.2.1. CLONES DE T. cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO
LIT-GRACE-TAUP- MANTENIMIENTO

Los clones T. cruzi del presente estudio, provienen del laboratorio
de Genética de Parasitos, ORSTOM, Montpellier-Francia.

Una vez se recibié la muestra de los viales con cada clon, se
procedié a sembrar cada uno por separado, en cajas de cultivo
conl0 ml de los tres diferentes medios.

Los parasitos inician su multiplicacién con aumento exponencial de
la poblaciéon, considerandose ésta la fase de crecimiento, luego
disminuye la tasa de divisiéon celular correspondiendo a la fase
estacionaria.

Observando diariamente a través de microscopio invertido, se pudo
dilucidar cual medio era el mas apropiado para la multdplicacién de
Ia poblacion parasitaria.

Cuando la poblacién oscila entre 106 y 107 comprobado por
recuento con camara de Neubauer, se procedié a hacer pases
consecutivos correspondiendo a periodos de tiempo delO a 20 dias,
dependiendo del cultivo.

Todas los cultivos fueron mantenidas en incubacioén a temperatura
de 28°C.

3.2.2., SEGUIMIENTO DE LA METACICLOGENESIS
DE LOS CLONES T, cruzi

Existen algunos estudios realizados con el fin de saber cnales son los
factores determinantes e inductores de la transformacién en
cultivos de T.cruzi de tal manera que haciendo modificaciones del
medio, como el aumento de la concentracién de hemina en el LIT
{Arévalo J., et.al 1985), o incubando las formas epimastigotas con
componentes de orina artificial de triatomino, agregando 10mM de
L-prolina o L-Glutamina, se pudo encontrar mayor numero de
formas metaciclicas.
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La transformacién es gradual y estd precedida por la expresion de
polipéptidos especificos. (Contreras V.T. et al 1985; Homsy ]J.,et al.
1989).

El medios de cultivo mas adecuado para utilizar, dependera de lo
que se pretende hacer, si se trata de aumentar la poblacién con
multiplicacién de las formas epimastigotas generalmente se utiliza
el medio LIT o GRACE, y si lo que se pretende es inducir la
transformacion, es necesario conocer el comportamiento de la cepa
o clon del parasito en diferentes medios por periodos de tiempo
consecutivo.

Para el estudio de la transformacién de epimastigotes a formas
metaciclicas en los clones, se ha elegido utilizar tres medios
disponibles LIT, GRACE y TAUP.

Se cosechan los parasitos a partir de un cultivo en fase exponencial
con mayoria de formas epimastigotas y se lavan con solucion fosfato
tamponada (PBS).

Posteriormente se hace una siembra de 104 como poblacién inicial
de cada uno de los clones del parasito, en un volimen de 10 ml de
cada medio de cultivo, en tres cajas separadas. (Metodologia
adaptada de Krassner S. M,, et al 1990).

La concentracién de los parasitos fué determinada con un
hemocitdmetro.

Durante 35 dias, a intervalos de cinco dias, se compara el
comportamiento de cada uno de los clones en cada medio de cultivo.
De esta manera se puede dilucidar caal es el medio mas apropiado
para cada uno de los clones individualmente, y ctal es el momento
cuando ocurre el mayor porcentaje de transformacion.

El seguimiento se lleva a cabo en esterilidad, tomando una gota de
cada medio de cultivo de los clones, la cual se coloca sobre un
portaobjetos, de tal manera que las tres gotas de los cultivos de un
clon, vayan en el mismo portaobjetos, el cual ha sido previamente
marcado con nombre del clon, dia de seguimiento y medio de
cultivo correspondiente a cada muestra.

Las gotas se dejan secar al aire, deben ser pequefias y
medianamente expandidas. Luego se fijan con metanol, y una vez
secas, Se colorean con Giemsa durante 30 minutos y se lavan.

Finalmente las laminas se observan al microscopio con objetivo100X
y con este, se hace recuento de 300 parasitos totales en cada gota y
namero de formas metaciclicas observadas, con el fin de hallar el
porcentaje de transformacion en cada intervalo de tiempo elegido.
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3.2.3. ESTUDIO METABOLICO MEDIANTE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN H1)

Preparacién de las muestras: Se utilizaron cultivos de 8 dias de
evolucioén en medio GRACE, de modo que la poblacioén parasitaria
fuera de 107 parasitos/ml y cuando la diferenciacion aun permitia
una cierta homogeneidad entre los clones, siendo en su gran
mayoria formas epimastigotas.

Se tomaron 10 ml de medio de cada muestra, siendo centrifugados a
1500 rpm durante 10 minutos a 46C, tomandose el sobrenadante y
almacenandose a -200C hasta su posterior utilizacion en los estudios
de espectroscopia de RMN H1,

Establecimiento de la técnica de espectroscopia de RMN H1

Los espectros se obtienen a 300 MHz en un aparato Bruker AM-
300, operando con la técnica de pulsos y la transformada de
Fourier.

La temperatura de la sonda se mantiene a 270C siendo los
parametros de adquisicidon: pulsos de 900 de radio y anchura
espectral de 3287.5 Hz, tiempo de reciclaje total de 8 segundos y
160 acumulaciones.

Los desplazamientos quimicos se expresan como partes por millon
(ppm) bajo un campo de tetrametil-xilano.

Los desplazamientos quimicos utilizados para identificar los
respectivos metabolitos estan en concordancia con los descritos en
la literatura (Gilroy F. V., 1988; Sanchez-M M., et al.,1992 y
Thompson S. N.,1991).

Se llevaron a cabo una serie de controles con metabolitos puros
adicionandose éstos al medio de cultivo y anotandose sus espectros.

3.2.4. CLONES DE Trypanosoma cruzi PARA
INOCULACION A RATON E INFECCION CELULAR

Para obtener una poblacién del parasito adecuada tanto para el
in6culo a ratén como para la infeccidén celular, se cosechan los
T. cruzi a partir del cultivo y del dia con mas porcentaje de
transformacién metaciclica.

Para estos fines, se tiene cada clon en un cultivo en medio éptimo,
previamente conocido por el estudio de metaciclogénesis,

Los parasitos se centrifugan con el fin de eliminar detritus antes de
ser utilizados.
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Es necesario hacer recuento poblacional y de formas metaciclicas
para conocer como es la poblacion del inéculo inicial para ratones de
estabilizacion y para la infeccién celular.

3.2.5. MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES
VERO Y MACROFAGOS (J774)

Las células VERO y macréfagos se mantienen en medio de cultivo
DMEM modificado pH 7.2, suplementado con 10% de SFBI (Dulbecco
and Freeman 1959), a temperatura de 37 °C en cajas de cultivo

celular de 25 cmZ2, con un voliimen de medio de 5 ml en cada una.

Diariamente se observan a través del microscopio invertido, para
evaluar el comportamiento de multiplicacion celular, haciendo
cambio del medio cada 48 horas.

Semanalmente, cuando la monocapa esta saturada, se realizan los
pases.

Para hacer la réplica o pase, se elimina el medio y se agrega 5 ml de
medio nuevo, luego se raspa suavemente la monocapa con una
varilla fina de vidrio doblada, manteniendo la misma direccion de
movimiento y cuidando de no hacer dafio a las células, las cuales
deben permanecer embebidas con el liquido del medio.

No se utiliza tripsina para despegar la monocapa porque se ha
encontrado que ésta puede afectar la superficie del parasito, cuando
son utilizadas para las infecciones (Ulisses T.,1983).

Una vez se sueltan las células VERO y macréfagos, suspendidas en el
medio, se toman los S5ml con una pipeta y se distribuyen en dos
cajas de cultivo las cuales deben tener 2.5ml de medio Dulbecco
nuevo.

Se llevan a incubacién y se dejan quietas esperando que las células
se peguen nuevamente. Este procedimiento se hace de manera
indefinida mientras se necesita poblacion celular.

3.2.6. INFECCION DE VERO Y MACROFAGOS
CON LOS CLONES DE T. cruzi

Trypanosoma cruzi es virtualmente capaz de infectar cualquier tipo
de cultivo celular y luego escaparse de la vacuola al citoplasma
(Hall B.F.,1993).

La infeccién in vitro con cada uno de los clones del estudio, se ha
llevado a cabo en lineas celulares establecidas VERO y macréfagos.
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Se toman cajas de cultivo corning de 25 cm?2, herméticamente
cerradas y a las que previamente se les ha colocado ocho laminillas
redondas de 12 mm, sobre las cuales se adhieren las células en el
momento de la réplica.

A las células del pase para realizar la infeccién, se les hace recuento
de siembra, evitando que su nimero sature el area de adhesion,
procurando que queden aproximadamente diez mil células por
laminilla.

Pasadas 24 horas, se procede a agregar cerca de cien mil parasitos,
provenientes de un cultivo con porcentaje de formas metaciclicas
conocido, el cual varia, dependiendo del clon y su respectiva
metaciclogénesis.

Para una buena infeccién se pretende que haya de 5 a 10 parasitos
por célula, recordando que el cultivo esta mezclado con formas
epimastigotas y tripomastigotas metaciclicas y que s6lo éstas se
establecen y sobreviven dentro de la célula.

Cumplidas las 24 horas postinfecciéon, se procede a cambiar el
medio, 10 que permite eliminar las formas no interiorizadas del
parasito. Se espera la evolucién de la infeccién, observando
diariamente al microscopio invertido y haciendo cambio de medio
cada dos dias.

Pasados los primeros cinco dias postinfeccién, se retiran cuatro
laminillas, con la ayuda de una pinza muy fina, se lava cada una con
suero fisioldgico, y se dejan secar al aire sobre toalla de papel, se
fijan con metanol y una vez secas, se colorean con Giemsa.

Luego que las laminillas se han secado completamente, se colocan
sobre laminas con entellan, como preparacién permanente.

Las laminas o cubreobjetos deben estar previamente marcados con
el nombre del clon, linea celular y dia post infeccién.

Se continia la observacion de los cultivos infectados y al dia diez se
procede a retirar las otras laminillas, repitiendo el esquema
anterior.

Fueron elegidos los dias cinco y diez para el andlisis del indice de
infeccién, porque son los mas significativos, en el caso concreto de
estos clones, ya que revelan claramente el mejor momento para la
visualizacion y hallazgo 1o que permite el recuento de las formas
amastigotas y tripomastigotas intracelulares respectivamente.
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El posterior analisis cuantitativo de la infeccion en los dias elegidos,
en cada linea celular y de cada clon de T. cruzi, se lleva a cabo
mediante el recuento en la laminilla de 200 células tomadas al azar.
Se anota el naumero de células infectadas, y cuales son las formas
del parasito que estan presentes y el namero de ellas dentro de
cada célula.

Luego se calcula el indice de infeccion para cada uno de los clones.
(Metodologia adaptada de Contreras V.T et al. 1988).

3.2.7. ESTABILIZACION DE LOS CLONES EN RATON

Para la adaptacién inicial de los parasitos en el hospedador
vertebrado, se toma poblacidén de cultivo axénico de los parasitos
que se encuentran en cualquiera de los tres medios de cultivo
utilizados para 7. cruzi (LIT, GRACE o TAUP), dependiendo del clon

y del mayor porcentaje de metaciclicas, se procede a elaborar el
in6culo correspondiente.

Se toman 15 ml del cultivo, se centrifuga a 3000 rpm y de
inmediato se descarta el sobrenadante, luego los parasitos se
mezclan con solucidn salina tamponada al volimen que permita la
concentracion del parasito elegida.

Se procede a inocular intraperitoneal, 4 ratones machos de 30 dias
de edad.

La dosis de indculo elegida para estabilizacion en ratén a partir de
cultivo axénico fué de 106 parasitos /ml, El inéculo es una mezcla
de formas epimastigotas y metaciclicas, siendo las metaciclicas las

que infectan al raton ya que las epimastigotas son lisadas por el
complemento (Sanchez G., et al.,1990).

A los 7 dias se hace la primera toma de una gota de sangre,
mediante una pequefia incisién del extremo de la cola, se coloca
sobre un portobjetos extendiendo ligeramente de manera circular,
se deja secar y se colorea con Giemsa.

Simultdneamente se hace observacion de otra gota en fresco
colocandola entre lamina y laminilla, con objetivo de 40X y
recorriendo toda la preparacién.

Si la parasitemia en los ratones es negativa en ambas observaciones
fresco y gota gruesa, se procede a inocularlos con Ciclofosfamida de
manera intraperitoneal, 0.2 ml que corresponde a 1 mg. de
compuesto activo y se dejan en espera continuando su observacion.
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Algunos estudios indican que la infeccién con T. cruzi esta
acompaifiada de inmunosupresion, mediada en parte por macrofagos
supresores (Turk J.L., et al, 1972; Brener Z.,1994).

Con el suministro de la Ciclofosfamida se pretende intervenir
temporalmente en la red de respuesta inmune, de tal manera que
se facilite la infeccién, ya que la ciclofosfamida y otros agentes
quimicos interfieren con la red de respuesta inmune Yy
regularmente incrementan la parasitemia.

Para el seguimiento de la adaptacién y estabilizacién del parasito en
los ratones se toma muestra de sangre cada cinco dias, con el mismo
esquema descrito anteriormente.

Una vez se encuentra parasitemia en ios ratones, se controlan cada
dos dias haciendo recuento y cuando se observan mas de 20
parasitos/100 campos microscopicos, se procede a hacer pases a
otros 4 ratones con el fin de aumentar la poblaciéon y estabilizarla,
buscando la adaptacién del parasito en su hospedador mamifero.
Se suspenden los inoculos de ciclofosfamida.

Se hacen cerca de 6 a 8 pases para la adaptacién y estabilizacion en
raton, de cada uno de los clones del presente trabajo, antes del
inicio del estudio de infeccién experimental en los dos lotes de
ratones que se utilizan para el seguimiento de la evolucion de la
parasitemia y el estudio de la histopatologia respectivamente.

3.2.8. INFECCION EXPERIMENTAL EN MODELO MURINO

El desarrollo de un modelo murino que simula las manifestaciones
de la enfermedad humana, facilita el estudio de los mecanismos de
la patologia de ia infeccion chagasica, haciendo posible el analisis de
diferentes aspectos como la respuesta inmune y los dafos tisulares.
(Moncayo A. 1994).

En este estudio se lleva a cabo un seguimiento en fase aguda de la
infeccion-enfermedad, teniendo en cuenta la elaboracién de curvas
de parasitemia, analisis de los Organos elegidos y estudio
histopatolégico.
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3.2.8.1. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA PARASITEMIA

Una vez gque se han estabilizado los parasitos en ratdén, por medio
de pases consecutivos, considerandose la estabilizacion de T. cruzi
como una adaptacién a la presién selectiva inmune por parte del
hospedador murino, se procede a inocular los ratones con sangre
que contiene tripomastigotes.

Para llevar a cabo el estudio de la parasitemia, para cada uno de los
clones, se toman lotes de 12 ratones machos, de 30 dias de edad
correspondiendo a un peso aproximado de 24 g.

Se inoculan con una dosis elegida de 105 tripomastigotes
sanguineos/por raton.
El voliimen del indculo fué de 0.3 ml por via intraperitoneal.

El seguimiento se inicia a partir de la primera semana y durante las
siguientes semanas del periodo de tiempo de la fase aguda,
considerada de cincuenta dias.

Las parasitemias se analizan mediante toma de sangre de la cola en
cada raton como se describié anteriormente, muestras de gota
gruesa leidas en 100 campos x 1000.

Se calcula la media y desviacion estandar.
Cada uno de los ratones de cada clon fué marcado y su seguimiento
fué individualizado a 1o largo del estudio.

Se hizo promedio de los resultados de las parasitemias de los doce
ratones de cada clon, con sus respectivas desviaciones estandar en
cada intervalo semanal,

3.2.8.2. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Se inoculan lotes de 24 ratones para cada uno de los clones, con

105 tripomastigotes sanguineos/raton, provenientes de ratones
donde el parasito se ha estabilizado.

El seguimiento se llevo a cabo a partir del dia 7 post inoculaciéon y
durante los siguientes dias de la fase aguda, se eligieron ocho
intervalos de estudio, en periodos de siete dias entre ellos.
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Seguimiento Macroscépico y estudio histopatolégico:

Se toman lotes de tres ratones en periodos de tiempo consecutivos
cada 7 dias, a partir del dia 7 al 53 tiempo que cubre la fase aguda
de la enfermedad en ratén.

A estos ratones se les mide la parasitemia por gota gruesa y se
procede a sacrificarlos en camara cerrada con eter, previamente
pesados en una balanza,

A cada uno se le extrae los 6rganos elegidos, corazon, higado, bazo,
intestino (colon descendente), misculo esquelético, vejiga urinaria,
rifion, pulmén, médula y cerebro (Andrade S. G.,1974).

Luego se pesan los corazones, se miden los bazos y se observa
cuidadosamente cada 6rgano con el fin de detectar alguna anomalia
macroscopica. (Morales M. C., et al, 1987).

Se tiene una jaula con ratones de control no infectados, durante los
53 dias para tener las mismas condiciones de los ratones de
experimento con su respectiva edad y comparar los érganos en cada
intervalo de sacrificio.

Los organos se llevan a frascos marcados que contienen formol
salino tamponado al 10%, cubriendolos totalmente.

Se anotan los datos de pesos y medidas y se calcula el indice
cardiaco de cada ratén mediante la férmula siguiente:

IC= PC/ PR x100 (IC: Indice cardiaco. PC: Peso del corazdn. PR: Peso
del raton). Considerandose un IC normal menor e igual a uno.

Se comparan los pesos y medidas en cada intervalo, con los
correspondientes al raton normal de la misma edad.

Transcurrida una semana de los ¢érganos embebidos en formol
salino tamponado al 10%, se llevan a tallar colocandolos en 1a misma
disposicion dentro de las rejillas.

Se incluyen en parafina separadamente y en doble bloque, haciendo
los cortes con espesor de 6-8 micras, colocando en cada portaobjetos
las muestras por duplicado.

Se colorean con la técnica hematoxilina-eosina (H/E) y se procede a
su observacion microscopica con objetivo de 4x recorriendo toda la
preparacion, analizando cuidadosamente los tejidos en busca de
posibles pseudoquistes y reconociendo la inflamacién.
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Se observan un total de 60 cortes por intervalo, lo que equivale a
480 cortes por cada clon, en los once clones estudiados por
histopatologia.

Luego se analiza el estado del tejido distinguiendo el compromiso
inflamatorio por cruces, correspondiendo: (+) a 25% o0 menos de la
superficie tisular afectada, (++) 25%- 50% y (+++) al 50% o mas de
superficie tisular afectada

Se cuantifica igualmente el hallazgo de pseudoquistes del parasito
en el tejido observado, de 1a misma manera que para la inflamacion,
poniendo el resultado entre paréntesis a 1a derecha de la valoraciéon
por cruces.




RESULTADOS
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4.1. CULTIVO AXENICO DE Trypanosoma cruzi

El mantenimiento de los doce clones de estudio en condiciones de
cultivo en laboratorio, muestra que el parasito se comporta de
manera diferente dependiendo del medio.

De los tres medios de cultivo utilizados (LIT-GRACE-TAUP), los
medios LIT y GRACE permitieron una mayor replicacién de los
epimastigotes, con un crecimiento poblacional entre 106 - 107
parasitos/ml.

Se observa que en el medio LIT las formas del parasito son mas
diversas, se encuentran epimastigotas cortas, epimastigotas largas y
formas redondeadas "como amastigotas”. Ademas los parasitos
tienden a mantenersen agregados a manera de rosetas. (Fig 33).

En el medio GRACE, los parasitos se mantienen sueltos y con
morfologia de epimastigote largo. Los clones 13379, CUICA, SO3, NR
y MN son los que mejor crecen en GRACE, los demas se desarrollan
mejor en LIT.

El crecimiento de los cultivos de los clones es exponencial, con inicio
de fase estacionaria aproximadamente al dia 15, en condiciones de
temperatura de 28°C.

Algunos clones tardan un poco mas en su multiplicacion, como es el
caso de los clones OPS21 y 13379 pertenecientes al clon Mayor 19 y
el clon CUICA del clon Mayor 20.

Los clones que mejor se comportaron en cultivo y cuya poblaciéon
fué mas abundante fueron, ESQUILO y P11 del clon Mayor 20 y
BUG2148, BUG2149, y MN del clon Mayor 39.

El medio de cultivo TAUP no es adecuado para el crecimiento .
poblacional de estos clones y las maximas tasas obtenidas no

sobrepasaron los 105 parasitos/ml.

4.2, METACICLOGENESIS DE T. cruzi EN CULTIVO

Los resultados comparativos obtenidos de la transformacién o
diferenciacion metaciclica, utilizando los tres medios de cultivo se
muestran en las Figuras 1 a 12.

Se observé que los clones pertenecientes al clon Mayor 19, fueron
los que presentaron menor porcentaje de metaciclogénesis en
comparacion a los clones Mayores 20 y 39.
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A su vez, el clon OPS21 y el clon13379 wransformaron mejor en
medio TAUP, con un porcentaje de tripomastigotes metaciclicos de
29% y 28% respectivamente,

En cuanto al clon SP104 presentd un 37% de diferenciacion en
medio LIT al dia 25, seguido por el 29% en TAUP pero al dia 15,
diez dias antes del maximo logrado en LIT.

El clon CUTIA es el que presentd0 menor porcentaje de
diferenciacioén metaciclica y con el que no fué posible llevar a cabo
la infeccidén celular ni la infeccién en ratén a pesar de multiples
intentos.

El maximo porcentaje de diferenciacién ocurri6 para el clon P11 con
un 95% en medio TAUP al dia 15, seguido por el clon MN con 91%
en medio LIT al dia 25.

Se observa que en los tres medios ocurre la diferenciacion.

En el medio LIT, que se supone es para crecimiento
fundamentalmente, ocurrié el mayor porcentaje de transformacion
para los clones pertenecientes al clon Mayor 39,

Es de anotar que estos clones de T. cruzi se multiplicaron de manera
favorable en los medios LIT y GRACE y menos en TAUP.

Los clones del clon Mayor 20 y los clones MN, BUG2148 y BUGZ2149
del clon Mayor 39, son los que presentaron una tasa de crecimiento
poblacional mayor, cerca de 107 parasitos/ml.

En las figuras 33, 34 v 35 se visualiza, mediante microfotografias,
el parasito (Clon P11) en cultivo en los tres medios, tomadas al dia
20 en el seguimiento de la metaciclogénesis.

4.3. ESTUDIO METABOLICO MEDIANTE RMN H1

Tanto en la muestra de control como en las muestras del estudio, se
analizaron resonancias correspondientes a metabolitos bien
conocidos por sus desplazamientos quimicos en el patréon de RMN de
protones.

Los metabolitos mas importantes, tenidos en cuenta fueron:
glicerol(1), L-malato (2), succinato (3), piruvato (4), acetato (5),
alanina (6), y etanol (7). Figs. 20 a 32 y Tabla XXXIV donde se
‘consignan los valores maximos a partir de los espectros originales,
para los siete metabolitos estudiados
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Los cuatro clones pertenecientes al clon Mayor 19 presentaron
diferencias no s6lo cuantitativas entre los metabolitos excretados
sino también diferencias cualitativas.

Todos ellos excretaron acetato y succinato como metabolitos
mayoritarios y en menor cantidad alanina, sin embargo los clones
OPS21 y 13379 producen ademds y como metabolito también
mayoritario L-malato, que en el caso de OPS21 es el metabolito que
se excreta en mayor cantidad.

También estos dos clones producen trazas de etanol y piruvato que
no producen los otros dos clones del clon Mayor 19.

Los tres clones pertenecientes al clon Mayor 20 produjeron acetato,
succinato y alanina como metabolitos mayoritarios.

Los cinco clones pertenecientes al clon Mayor 39 produjeron como
metabolitos mayoritarios, acetato, succinato y alanina.

De modo minoritario producen trazas de etanol.

Se observaron diferencias cuantitativas y cualitativas en Ia
produccién de metabolitos entre los diferentes clones.

4.4. INFECCION CELULAR EN VERO Y MACROFAGOS

En las tablas I a XI se resumen los resultados de la infecciéon celular
en ambas lineas celulares.

Para este estudio cuantitativo de indice de infeccidén, se hizo el
recuento de las células infectadas de las doscientas células tomadas
al azar, contabilizando el nimero de parasitos intracelulares y
distinguiendo tanto amastigotes como tripomastigotes en cada
célula,

Se reporto el promedio del nimero de parasitos amastigotes y
tripomastigotes dentro de las células infectadas.

Ademas del recuento obtenido en los dos tiempos elegidos, se hizo
observacion diaria de las células a través del microscopio y se pudo
visualizar claramente que, en los tiempos intermedios (dias 6 a 9)
los amastigotes sufrian las transformaciones a tripomastigotes,
pasando por los estadios intermedios de epimastigotes.

Es de anotar que en general para todos los clones, las células VERO
presentaron mayor porcentaje de infecciéon que los macrofagos y a
su vez mayor numero de parasitos intracelulares.
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Esporadicamente se observé formas amastigotas y epimastigotas
liberadas al medio por ruptura celular, principalmente provenientes
de macroéfagos.

La infeccién se llevd a cabo ¢on parasitos a partir de cultivo axénico,
tomados en el momento de su maximo porcentaje de
transformacion, las formas no interiorizadas en las primeras 24
horas fueron eliminadas por lavados y cambios del medio.

El desarrollo de la infeccién con estos clones de T. cruzi y su ciclo
intracelular completo, en las condiciones utilizadas, fué mas lento a
diferencia de lo que acontece con cepas.

El ciclo intracelular para los clones tuvo una duracion entre 12 y 14
dias, momento en el cual, los tripomastigotes se empezaron a liberar
en el medio de cultivo.

El clon SO3 fué el que mayor porcentaje de células infecto, 84% en

VERO al dia 10, sin embargo el nimero de tripomastigotes no fué

tan alto (promedio de 73 parasitos/células) como otros clones,

donde el porcentaje de células VERO infectadas fué menor, tal es el

caso del clon BUGZ2148 con 52%, pero el nimero de parasitos

tripomastigotes fué significativamente mayor (promedio de 758

parasitos/células).

De igual manera el clon BUG2149, present6 menor indice de

infeccién celular pero con alto promedio de parasitos intracelulares.

El clon SP104, presentd alto indice de infeccion en VERO y un poco
menor en macréfagos, pero fué el que menos parasitos
intracelulares presentd, tanto en VERO como en macréfagos.

Como observaciodn interesante cabe anotar, que los tripomastigotes
provenientes de las células infectadas presentaron una morfologia
particular y diferente a aquéllos sanguineos.

Estos . tripomastigotes son pequefios, delgados y se disponen a
manera de "coma” con movimientos muy rapidos y caracteristicos
a todos los clones del estudio (Fig. 39).

En las figuras 40 a 47 se visualiza a través de microfotografias la
infeccién en células VERO y macréfagos como ejemplo de lo
acontecido para los clones del estudio.
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4.5. ADAPTACION Y ESTABILIZACION DE
CLONES DE T. CRUZI EN RATON

La estabilizacion de los clones se hizo mediante pases en lotes de
cuatro ratones,

Los clones pertenecientes al clon Mayor 19 presentaron mayor
dificultad para su estabilizacion.

Para los clones OPS21 y SP104 fué necesario hacer siete pases por
ratén para lograr su adaptacion y estabilizacion.

Se considerd una estabilizacion adecuada, cuando las parasitemias
permitieron obtener la poblacién de indculo elegido de cien mil
parasitos por ratén, para los experimentos de evolucion de
parasitemia y estudio histopatolégico.

Fl clon 13379 requirié cuatro pases antes del estudio experimental.
Fl clon CUTIA no fué posible estabilizarlo en ratén a pesar de
multiples intentos, ya que solamente se pudo lograr que dos ratones
presentaran parasitemias, siendo éstas extremadamente bajas y con
tendencia a negativizarse rapidamente,

En cuanto a los clones ESQUILO, CUICA, y P11 se estabilizaron sin
mayor dificultad y s6lo fué necesario hacer tres pases por ratéon
para obtener parasitemias adecuadas para la experimentacion
controlada.

El clon MN perteneciente al clon Mayor 39 presentdé una
estabilizacion muy rapida, ya que previamente en Chile, y de
manera reciente, habia sido mantenida en ratén antes de su envio a
nuestro laboratorio donde estuvo escaso tiempo en cultivo axénico,
fué necesario unicamente dos pases por raton.

Para los clones SO3 y NR del clon Mayor 39 se necesitaron cuatro
pases de estabilizacion.

En cuanto a los clones BUG2148 y BUG2149 presentaron mucha
dificultad en su adaptacién en ratén y su estabilizacién fué lenta.
Se necesité hacer seis pases para obtener parasitemias adecuadas
de estos clones que permitieran el estudio en modelo experimental.

Se hicieron pruebas adicionales para los clones BUG2148 y BUG2149
tratando de dilucidar si su dificultad para infectar ratén con
tripomastigotes metaciclicos de cultivo, era por atenuacién de
infectividad y por tanto se tomaron tripomastigotes provenientes
de VERO y se inocularon 3 ratones.para cada clon, observandose
una adaptacion mas rapida.
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La morfologia de los tripomastigotes sanguineos correspondientes a
los clones Mayores 19 y 20 fué intermedia, con presencia de
kinetoplasto terminal y el clon Mayor 39 present6 formas gruesas y
grandes con kinetoplasto grande terminal y nucleo en posicién
media.

En los clones de estudio, ninguna forma de tripomastigotes
sanguineos correspondio a las denominadas delgadas.

4.6. EVOLUCION DE LA PARASITEMIA EN RATON

Los resultados de la evolucion de las parasitemias se muestran en
las Figuras 13 a 15, de manera comparativa entre los clones
pertenecientes al mismo clon Mayor.

Los periodos de prepatencia fueron cortos, al dia 7 post inoculacion
los ratones presentaban parasitos en sangre.

Las maximas parasitemias para los clones OPS21, 13379, y SP104,
se encontraron al dia 14 post-infeccién con un promedio de
recuento de 89 parasitos/100 campos para OPSZ1 y maxima para
13379 con promedio de 952 parasitos/ 100 campos.

En cuanto a los clones ESQUILO, CUICA, y P11, mostraron maximas
parasitemias al dia 21 para los dos primeros y al dia 35 para P11.
Siendo el clon CUICA el que presenté un promedio maximo de
parasitemia de 439 parasitos/100 campos.

Para los clones pertenecientes al clon Mayor 39, vemos maximas
parasitemias en BUG2148, BUGZ2149 y MN y mas bajas para los
clones SO3 y NR.

Como resultado interesante se encontrd, en cuatro ratones
inoculados con el clon BUG2149, tripomastigotes en liquido ascitico.
(Fig.38).

El estudio de la evolucién de las parasitemias se llevd a cabo a lo
largo del tiempo considerado de fase aguda de la infeccién, con
recuentos cada dos dias los cuales se promediaron semanalmente.

Los doce ratones de cada clon para el seguimiento, se comportaron
de manera muy semejante en la manifestacion de sus parasitemias.

Todos los grupos de ratones inoculados con los ciones del estudio,
presentaron un estado general satisfactorio y sobrevivieron a la
infeccion.
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Lo anterior indica que, para los ratones Swiss de 30 dias de edad

inoculados con una dosis de 105 trypomastigotes/ratén, estos clones
no producen mortalidad en fase aguda.

En las figuras 36 y 37 se visualiza el parasito en sangre.

4.7. OBSERVACION MACROSCOPICA DE ORGANOS

El peso promedio de los ratones correspondientes a los lotes de
experimentacién, oscilo entre 24 g. (inicio del experimento, 30 dias
de edad) a 38 g. (finalizando el experimento en fase aguda).

Los pesos y medidas de los é6rganos de los ratones control se
tomaron en cada dia del sacrificio de los ratones de
experimentacién, con el fin de hacer el analisis macroscopico
comparativo de los 6rganos de ratones infectados, segun la edad
correspondiente.

Como se refleja en la Fig.16, se encontré esplenomegalia en todos los
ratones de los diferentes lotes inoculados con los once clones
estudiados en ratén.

Otras anomalias macroscépicas se pudieron detectar, tales como
reblandecimiento en la consistencia de la masa cerebral, para todos
los clones pertenecientes al clon Mayor 20, ESQUILO, CUICA y P11.
De igual manera para los clones NR y SO3 pertenecientes al clon
Mayor 39.

En la Fig.17 se reporta el indice cardiaco, cuyo calculo se establecio
segun la féormula adecuada y el cual fué normal para todos los
ratones inoculados con los diferentes clones.

4.8. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO EN LOS
RATONES INFECTADOS

En las tablas XII a XXII inclusive, se muestran los resultados del
estudio histopatologico realizado en fase aguda de la infeccion-
enfermedad de cada uno de los clones en todos los drganos elegidos.

Se indica la inflamacioén y 10s pseudoquistes, encontrados en ia
observaciéon de las preparaciones de los tejidos en los diferentes
dias postinfeccion.

Las parasitemias anotadas en las tablas, corresponden al promedio
de los tres ratones sacrificados en el dia indicado.
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En las tablas XXIII a XXXIII se muestra el porcentaje de inflamacion
y pseudoquistes en los érganos, indicandose por cruces la
inflamacién del area tisular afectada y el nimero de pseudoquistes
encontrados en cada érgano afectado.

En las observaciones histolégicas se encuentra que estos clones del
estudio son fundamentalmente miotrépicos, como una caracteristica
comun a todos, con hallazgos de pseudoquistes en musculo
esquelético y en fibras del miocardio.

Como resultado significativo, se encuentra que los clones ESQUILO,
CUICA, y P11 pertenecientes al clon Mayor 20, no presentaron
pseudoquistes en musculo cardiaco.

Como hallazgo interesante, se reporta presencia de pseudoquistes
en higado y bazo, al dia 28 en ratones infectados con el clon SO3,

En cuanto a la inflamacién, se observa que los 6rganos que la sufren
son el cerebro, corazén, higado, colon, musculo esquelético y poco
frecuente en bazo.

En los demas tejidos no se observa ni inflamacién ni pseudoquistes.

En las Fig. 18 v 19 se muestra la inflamacion y pseudoquistes en
corazén, como 6rgano fundamental y mas frecuentemente afectado
en la enfermedad de Chagas. Se hace el analisis diferencial por
cavidades cardiacas.

En las fig. 48 a 65, se visualizan por microfotografias los resultados
mas relevantes como ejemplo de los hallazgos histopatolégicos.
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Tabla I. Infeccién de células VERO y Macrofagos con el Clon OPS21 (Clon Mayor 19)

Dias post % de células % células con N°® amastigotes % células con N° tripomastigotes
infecciébn  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*®
VERO

5 52 100 19 - -

10 69 22 31 78 79
MACROFAGOS

5 36 100 6 - -

10 30 70 12 30 58

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla II. Infeccidén de células VERO y Macroéfagos con el Clon 13379 (Clon Mayor 19)

Dias post % de células % células con N°® amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccibn  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 35 100 47 - -

10 54 35 17 65 97
MACROFAGOS

5 32 100 7 - -

10 46 36 5 64 28

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla IIl. Infeccién de células VERO y Macrofagos con el Clon SP104 (Clon Mayor 19)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 72 100 28 - -

10 71 37 9 63 30
MACROFAGOS

5 35 100 24 - -

10 44 44 21 56 34

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla IV. Infeccién de células VERO y Macrofagos con el Clon ESQUILO (Clon Mayor 20)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 43 100 55 - -

10 62 38 34 62 109
MACROFAGOS

5 30 100 10 - -

10 60 42 12 58 54

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla V. Infeccién de células VERO y Macrofagos con el Clon P11 (Clon Mayor 20)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 38 100 12 - -

10 73 34 23 66 101
MACROFAGOS

5 30 100 9 - -

10 60 25 4 75 67

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla V1. Infeccion de células VERO y Macréfagos con el Clon CUICA (Clon Mayor20)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 65 100 13 - -

10 67 47 10 53 76
MACROFAGOS

5 35 100 5 - -

10 36 48 5 52 44

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla VIL Infeccion de células VERO y Macrofagos con el Clon BUG2148 (Clon Mayor 39)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccibn  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 60 100 14 - -

10 52 27 18 73 758
MACROFAGOS

5 35 100 5 - -

10 57 35 ) 65 25

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla VIIL Infeccién de células VERO y Macréfagos con el Clon BUG2149 (Clon Mayor 39)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 28 100 81 - -

10 46 22 34 78 159
MACROFAGOS

5 25 100 20 - -

10 31 83 13 17 19

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla IX. Infeccién de células VERO y Macro6fagos con el Clon NR (Clon Mayor 39)

Dias post % de células % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 14 97 80 3 47

10 58 19 22 81 164
MACROFAGOS

5 16 100 4 - -

10 67 24 8 76 49

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla X. Infeccién de células VERO y Macrofagos con el Clon SO3 (Clon Mayor 39)

Dias post % de céluilas % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccién  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 33 100 13 - -

10 84 20 13 80 73
MACROFAGOS

5 24 100 10 - -

10 58 40 7 59 28

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



Tabla XL Infeccién de Células VERO y Macréfagos con el Clon MN (Clon Mayor 39)

Dias post % de c€lulas % células con N° amastigotes % células con N° tripomastigotes
infeccion  infectadas amastigotes /células * tripomastigotes /células*
VERO

5 72 100 93 - -

10 77 25 124 75 74
MACROFAGOS

5 27 100 27 - -

10 53 28 5 72 44

* Valor promedio de parasitos en células infectadas



TABLA XII.- 7T.CRUZI:

Dias postinfeccion

7

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON OPS21 (CLON MAYOR

14

21 28

35 42

49

56

X
Parasitemia *

35
42

80
85

61 42
50 45

30 15
36 18

Inflamacion
Cerebro
Pseudoquistes

+(5) +(10}

+(10) +(3)

Inflamacion
Corazén
Pseudoquistes

+(2)
+(2)

++{20)
+(5)

+++(50) +++{(120}
++(125) ++(115)

+(10) +(10)
++({40) +(7)

+3)
+4)

+(2)
+{2)

Inflamacién
Higado
Pseudoquistes

+(2)

+(3)

+{(6) +(10)

+(10) +(5)

+4)

+(1)

Inflamacion
Bazo
Pseudoequistes

+2}

Inflamacion
Pulmén
Pseudoquistes

Inflamacién
Rifién
Pseudoquistes

Inflamacién
Colon
Pseudoquistes

inflamacién
Mdsculo esquelético
Pseudoquistes

++(2)
+(1)

++(6) ++(7)
+?2) +@3)

++(35)  ++(22)
+{(2} +(2)

+7)
+(1)

+(5)
+(1)

inflamacion
Vejiga urinaria
Pseudoquistes

linflamacién
Médula dsea
Pseudoquistes

*Parasitemia medida en 100 campos microscopicos X1000; + <25% del area tisular afectada;++: 25%-50% del 4rea tisular
afectada; +++ >50% dal &rea tisular afectada. (): nimero total de focos de inflamacion ¢ de pseudoquistes.

19)



TABLA XIII.- T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON 13379

Dias postinfeccién

7

14

21

28

35

42

49

(CLON MAYOR
56

X

Parasitemia *

21
20

53
10

401
20

950

900
41

200
19

115
45

40
49

Inflamacién
Cerebro ‘
Pseudoquistes

+4)

+(3)

+{5)

Inflamacion
Corazén
Pseudoquistes

+(5)

+(3)
+2)

++{15)

+(5)

+5)
+(2)

++(10)

Inflamacioén
Higado
Pseudoquistes

+(4)

+(4)

+(4)

+(4)

+7)

+(4)

Inflamacion
Bazo
Pseudoquistes

Inflamacion
Pulmén
Pseudoquistes

Inflamacién
Rifién
Pseudoquistes

Inflamacion
Colon
Pseudoquistes

+(4)

Inflamacién
Masculo esquelético
Pseudoquistes

+(6)

+3)
+(1)

++{12)

+(3)

++(5)
+(1)

++(20)
+(1)

inflamacion
Veijiga urinaria
Pseudoquistes

linflamacién
Médula 6sea
Pseudoguistes

*Parasitemia medida en 100 campos microscopicos X1000; + <25% del 4rea tisular afectada;++: 25%-50% del area tisular
afectada; +++ >50% del &rea tisular afectada. {): numero total de focos de inflamacion 6 de pseudoquistes.

19)



TABLA XIV.-

Dias postinfeccion

T.CRUZI:

ESTUDIO

14

HISTOPATOLOGICO DEL CLON

21

28 35

42

SP104 (CLON MAYOR 19)

49

56

X
Parasitemia *

D.T.

48
20

124
30

200 102
32 15

73
35

25

5
12

Inflamacion
Cerebro
Pseudoquistes

+2)

+(12)

+(3)

Inflamacién
Corazdn
Pseudoquistes

: ()

+(9)

+(12)

Inflamacion
Higado
Pseudoquistes

+(10) +(50)

+(40)

+(25)

Inflamacion
Bazo
Pseudoquistes

Inflamacién
Pulmén
Pseudoquistes

Inflamacién
Rifion
Pseudoquistes

Inflamacion
Colon
Pseudoquistes

- +(3)

+(6)

+(16)

+3)

Inflamacion
Musculo esquelético
Pseudoquistes

+(45)
++(25)

- +(37)
+({18)

++(18)

+(10)

++(34)

+(1)

_ Infiamacién
Vejiga urinaria
Pseudoquistes

linflamacién
Médula dsea
Pseudoquistes

*Parasitemia medida en 100 campos microscdpicos X1000; + <25% del 4rea tisular afectadai++: 25%-50% del &rea tisutar
afectada; +++ >50% del area tisular afectada. (): nimero total de focos de inflamacién é de pseudoquistes.



TABLA XV.- T.CRUZI: ESTUDIQ HISTOPATOLOGICO DEL CLON ESQUILO (CLON MAYOR 20)
Dias postinfeccion 7 14 21 28 35 42 49 56

X 20 93 2.76 162 112 70 33 12
DT. 34 60 2.94 174 102 100 4 6
{nflamacién - +(2) +{2) +{2) +(2) +(2)

Cerebro
Pseudoquistes - - - - - -

Parasitemia *

Inflamacion - - - - - N
Corazén-
Pseudoquistes - - - - - -

Inflamacién - +(2) +(1) +(1) +(3) +@) +03)
Higado
Pseudoquistes - - - - - . -

inflamacidn - - - - - - - -
Bazo
Pseudoquistes - - - - - - - -

nflamacion - - - - . N - N
Puimén
Pseudoquistes - - - - - - - -

Inflamacién - - - - - - - -
Rifién
Pseudoquistes - - - - - - -

inflamacién - - - - - N N .
Colon )
Pseudoquistes - - - - - - . -

inflamacién - +(16)  +++(40)  ++(26)  ++(28) +++(45)  ++(16) -
Muasculo esquelético
Pseudoquistes - - - +(1) +2) +(1) - -

Inflamacion - - - - . N N -
Vejiga urinaria
Pseudoquistes - - - - - - - -

{inflamacién - - - - - - N .
Médula dsea
Pseudoquistes - - - - - - . -

*Parasitemia medida en 100 campos microscépicos X1000; + «25% del area tisular afectada;++: 25%-50% del 4rea tisular
afectada; +++ >50% del area tisular afectada. {}: nmero total de focos de inflamacién & de pseudoquistes.



TABLA XVI.- T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON P11 (CLON MAYOR 20)
Dias postinfeccion 7 14 21 28 35 42 49 56

X 3 20 46 92 246 87 56 16
2 34 74 16 194 83 65 8

Parasitemia *

Inflamacién - - - - - - _ -
Cerebro
Pseudoquistes - - - - - - - .

inflamacion - - - - +(4) +(4) +(6) +(3)
Corazén
Pseudoquistes - - - - - - - -

Inflamacion - - - +(3) - - +{4) -
Higado
Pseudoquistes - - - - - - - -

Inflamacién - - - N N . +2) -
Bazo
Pseudoquistes - - - - - - - .

Inflamacién - - ; ” - : -
Pulmén
Pseudoquistes - - - - - - - .

Infiamacién - - - - - . B N
Rifdn
Pseudoquistes - - - - - - - -

Inflamacién - - - - - - - -
Colon
Pseudoquistes - - - - . . .

Inflamacién - - - ++(10)  +++(22) ++(34)  +++(44) ++(30)
Musculo esqueiético
Pseudoquistes - - - - +(1) - +12) +(6)

inflamacién - - - - - - - _
Vejiga urinaria
Pseudoquistes - - - - - - - -

Hinflamacion - - - - - - - -
Médula 6sea
Pseudoquistes - - - - - - - .

‘Parasitemia medida en 100 campos microscopicos X1000; + <25% del area tisular afectada;++: 256%-50% del area tisular
afectada; +++ >50% del area tisular afectada. (): nGmero total de focos de inflamacién 6 de pseudoquistas.



TABLA XVII.- T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON CUICA (CLON MAYOR 20)
7

Dias postinfeccién

14

21

28

35

42

49

56

X
Parasitemia *

90
54

155
95

441
220

173
104

60
14

12
6

11
2

6
2

Inflamacién
Cerebro
Pseudoquistes

+3)

+2)

+(1)

inflamacién
Corazén
Pseudoquistes

+(3)

+(10)

+(3)

+3)

+(1)

Inflamacién
Higado
Pseudoquistes

inflamacion
Bazo
Pseudoquistes

Inflamacién
Pulmdn
Pseudoquistes

Inflamacioén
Rifion
Pseudoquistes

Inflamacién
Colon
Pseudoquistes

Inflamacién
Musculo esquelético
Pseudoquistes

+++(40)
+2]

++{4)
+(1)

++(20)
+(1)

++{30)
+(4)

++{10}

++(25-)

Inflamacion
Vejiga urinaria
Pseudoquistes

linflamacién
Médula 6sea
Pseudoquistes

*Parasitemia medida en 100 campos microscdpicos X1000; + <25% del 4rea tisular afectada;++: 25%-50% del area tisular
afectada; +++ >50% del area tisular afectada. (): nimero total de focos de inflamacién 6 de pseudoquistes.



TABLA XVIII.-T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON BUG2148

Dias postinfeccion

7

14

21 28

35

42

49

(CLON MAYOR 39)
56

X
Parasitemia *

D.T.

700
240

1100 881
390 200

552
125

63
38

29
11

Inflamacion
Cerebro _
Pseudoquistes

+(5)

+2)

Inflamacién
Corazén
Pseudoquistes

+(12)
+(2)

+(18) +(16)
+(18) +(3)

+5)

+2)

+2)

Inflamacién
Higado
Pseudoquistes

+4)

+(6)

+(8) +(6)

+{7)

+3)

+(2)

Inflamacion
Bazo
Pseudoquistes

Inflamacion
Pulmén
Pseudoquistes

Inflamacion
Rifién
Pseudoquistes

Inflamacion
Colon
Pseudoquistes

inflamacién
Musculo esqueiético
Pseudoquistes

+9)
+1)

++(46)  +++(60)
++(45) +(8)

Inflamacion
Vejiga urinaria
Pseudoquistes

linflamacién
Médula 6sea
Pseudoquistes

*Parasitemia medida en 100 campos microscdpicos X1000; + <25% del araa tisular afectada;++: 25%-50% del draa tisular
afectada; +++ >50% del 4rea tisular afectada. (): nimero total de focos de inflamacion 6 de pseudoquistes.



TABLA XIX.-

Dias postinfeccién

7

14

21

28

T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATCLOGICO DEL

35

CLON BUG2149 (CLON MAYOR

42

49 56

X
Parasitemia *

21
41

800
320

1800
1180

1700

543
404

147
124

35 3
45 2

Inflamacidn
Cerebroi
Psdfudoquistes

+(4)

+(5)

+3)

+(9) +3)

Inflamagcién
Corazé
Pseudoquistes

+{12)
+(8)

+(8)
+(6)

+(12)
+(23)

+{(11)

+(6) +4)

inflamacién
Higado |
Pséudoquistes

+10)

+(12)

+(2)

+(11)

+{6) -

Inflamacion
Bazo
PsI udoquistes

Inflamacién
Pulmén
Pseudoquistes

Pseudoquistes

Inflamacion
Colon
Pseudoquistes

+(3)

Inflamacion
Musculo esquelético
Pseudoquistes

+++(60)
+(5)

+++{50)
+(23)

+++(70)
+(10)

+(25)

+4) +®)

inftamacién
Vejiga urinaria
Pseudoquistes

linflamacion
Médula 6sea
Pseudoquistes

*Parasitemia medida en 100 campos microscopicos X1000; + <25% del 4rea tisular afectada;++: 25%-50% del
afeclada; +++ >50% del area tisular afectada. {): nimero total de focos de inflamacion 6 de pseudoquistes.

area tisular

39)



TABLA XX.-T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON NR (CLON MAYOR 39)
Dias postinfeccién 7 14 21 28 35 42 49 56

X 20 46 3 3 ] ] ] .
9 3 1 1 ) ) ]

Parasitemia *

Inflamacion - - - - +(5) +(4) +(4) -
Cerebro
Pseudoquistes - - - . - . - -

[
+
—
w
B
e’

inflamacién - +(16) +(7) +(4} - -
Corazon

Pseudoquistes - - - - . - .

inflamacién - - - +(6) +(6) +(18) +(8) +(1)
Higado
Pseudoquistes - - - - - - . -

Inflamacion - - - - - - N .
Bazo
Pseudoquistes - - - - . - - .

Inflamacion - - - - - - - B
Pulmén
Pseudoquistes - - - - - - - -

Inflamacién - - - - - . - -
Rifdn
Pseudoquistes - - - - - - . .

inflamacion - - - - - - N N
Colon
Pseudoquistes - - - - - - - -

inflamacién - - - ++(54) +(13) +{15) +(4) +(2)
Musculo esquelético
Pseudoquistes - - - +(3) - - - -

inflamacion - - - - - - -
Vejiga urinaria
Pseudoquistes - - - . - - - .

{inflamacién - - - - - - N -
Médula 6sea
Pseudoquistes - - - . - . . .

*Parasitomia medida en 100 campos microscépicos X1000; + <25% del &rea tisular afectada;++. 25%-50% del area tisular
S R e . inen bntal An frene da infiamacian 6 de pseudoauistes.



PABLA XXI.-T.CRUZI: ESTUDIOQ HISTOPATOLOGICO DEL CLON SO3 (CLON MAYOR 39)
Dias postinfeccion 7 14 21 28 35 42 49 56

X 16 40 6 4 4 3
12 32 4 3 3 2 6

Inflamacién - - - +(3) +(3)- +(6) +H7) -
Cerebro
Pseudoquistes - - - - - - -

Inflamacion - - ++(30)  +(2) +7) +(6) +(5) +©)
Corazon
Pseudoquistes - - - +(1) - - .

Inflamacién - - ++(12) +(6) +3) +(4) ++(15) -
Higado
Pseudoquistes - - - ++(8) - - . -

]

1
Parasitemia *

inflamacion - - - - N - N -
Bazo
Pseudoquistes - - - +(1) - - -

Inflamacién - - - - - N N N
Pulmén
Pseudoquistes - - - - - - -

Inflamacién - - - - - R - -
Rifén
Pseudoquistes - - - - - - . -

Inflamacién - - - - - N - N
Colon
Pseudoquistes - - - - - - .

Inflamacion - +(6) ++(40) +(9) +(6) +++(50)  +++(45) +(6)
Musculo esquelético
Pseudoquistes - - +(7) +(1) +(1} +1) - -

_ Infiamacién - - - - - - - B
Vejiga urinaria
Pseudoquistes - - - - - - .

linflamacién - - ; 3 - n - -
Médula ésea
Pseudoquistes - - - - - - - -

*Parasitemia madida en 100 campos microscépicos X1000; + <25% del drea tisular afectada++: 25%-50% del area tisular
afectada; +++ >50% del rea tisuiar afectada. (}: nimero total de focos de inflamacién ¢ de pseudoquistes.



TABLA XXII.-T.CRUZI: ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL CLON MN (CLON MAYOR 39)
Dias postinfeccién 7 14 21 28 35 42 49 56

X 165 1690 2118 1420 300 188 55 20
194 1300 1250 930 300 16 a2 10

Parasitemia *

Inflamacién . - - N n - - n
Cerebro
Pseudoquistes - - - - - . - -

Inflamacion +(2) +(3) +(6) +++(14) +(14) +(4) +(2) +(1)
Corazén
Pseudoquistes +(6} +(8) +(3) +(6) - - - .

Inflamacion - - - - - - - -
Higado
Pseudoquistes - - - - - - . .

Inflamacién +(4) +(5) +(4) - - - - -
Bazo
Pseudoquistes - - - - - - - .

inflamacion - - - - N - N N
Pulmén
Pseudoquistes - - - - - - - .

Inflamacién . . - - - - - .
Rihén
Pseudoquistes - - - - - . -

Inflamacion - - - - - " .
Colon
Pseudodjuistes - - - . . - . .

Inflamacién ++(8) +++(25)  +++(22) +++(50}  +++(45) +++(40) ++(25) ++(15)
Musculo esquelético
Pseudoquistes +(2) ++(15) ++(16) ++(16) +(9) - -

inflamacion - - - » - - N -
Vejiga urinaria
Pseudoquistes - - - - . - - .

Hnflamacién - - - - - - N X
Médula dsea
Pseudoquistes - - - - - - - -

*Parasitermia medida en 100 campos microscopicos X1000; + <25% del rpa tisular afectada;++: 25%-50% deliarea tisular
afectada: +++ >50% del area tisular afectada. {1: nimero total de focos delinflamacién 6 de pseudoquistes.



TABLA XXIII. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON OPS21):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +4+ + ++ 4+
CEREBRO 50 - - ; ] ]
CORAZON 40 10 40 60 20 -
HIGADO 100 - - ; ] ]
BAZO 10 - - ; _ _
PULMON - . ; ] _ ]
RINON - - - ; - _
M. ESQUELETICO 20 50 - 50 . -

VEJIGA URINARIA - - - - - -

MEDULA OSEA - - - - - -

+ <25% del arca tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del 4rca

tisular afectada; +++ >50% del 4rea tisular afectada.



TABLA XXIV. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON 13379):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++  +++
CEREBRO 25 - - ; ] )
CORAZON 63 12 - 12 ; ;
HIGADO 62 - - ; _ )
BAZO - . : ] _ )
PULMON - - : . . )
RINON - - - - - -
COLON 6 - - ; _ )
M. ESQUELETICO 44 32 - 31 - -

VEJIGA URINARIA - - - - - -

MEDULA OSEA ; - _ _ ) .

+ <25% del 4drea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del drea

tisular afectada; +++ >50% del drea tisular afectada.



TABLA XXV. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON SP104):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++
CEREBRO 33 - . _ ] .
CORAZON 17 25 - ; ] ]
HIGADO 75 9 - - - -
BAZO - ; ; ] ] )
PULMON - : ; ] _ ]
RINON - - - - - -
COLON 33 8 - - ) .
M. ESQUELETICO 25 34 - 17 8 -

VEIIGA URINARIA - - - - - .

MEDULA OSEA - - . _ _ )

+ <25% del Aarca tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del area

tisular afectada; +++ >50% del 4rea tisular afectada.



TABLA XXVI. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON ESQUILQO):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ _ 4++ + ++ 4+

CEREBRO 31 - - . - -
CORAZON - . - . - -

HIGADO 44 - ; ; - -

PULMON - - - - - -

RINON - - - - ; ;

M. ESQUELETICO

i
S
B
—
o
b
CA

]

1

VEJIGA URINARIA

MEDULA OSEA _ . ; - )

+ <25% del area tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del 4rea

tisular afectada; +++ >50% del 4rea tisular afectada.



TABLA XXVII. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON P11):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +4+4
CEREBRO - . - ; ) ;
CORAZON 13 - - - ] )
HIGADO 25 - - ; ; .
BAZO 6 - - ] ] )
PULMON - - ; . ; )
RINON . . - ; _ ]
M. ESQUELETICO 13 25 13 13 - -

VEJIGA URINARIA - - - - - -

MEDULA OSEA . ] ] i _ ]

+ <25% del area tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del drea

tisular afectada; +++ >50% del 4drea tisular afectada.



TABLA XXVIII. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON CUICA):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++  _ +++ + e
(EREBRO 25 - - . - -
CORAZON 44 - - - - -
HIGADO 19 - - - - _
BAZO - - - - - ,
PULMON - - - - - i,
RINON - - - - - -
COLON - - - . - .
M. ESQUELETICO 19 31 19 37 - -

VEJIGA URINARIA - - - - - -

MEDULA OSEA - - - - . -

+ <25% del 4rea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del 4rea

tisular afectada; +++ >50% del drea tisular afectada.



TABLA XXIX. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON BUG 2148):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEIIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ 4+
CEREBRO 17 - - - - _
CORAZON 58 - - 33 - i
HIGADO - - - - - ,
BAZO - - - - - ;
PULMON - - - - - -
RINON - - - - - N
COLON 8 - - - - -
M. ESQUELETICO 33 25 - 33 17 -

VEJIGA URINARIA - - - - - -

MEDULA OSEA : ; - . - .

+ <25% del 4rea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del 4rea

tisular afectada; +++ >50% del drea tisular afectada.



TABLA XXX. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON BUG2149):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEINDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ ++4 + ++  +++
CEREBRO 56 - - - - -
CORAZON 75 - - 31 - _
HIGADO 69 - - - - .
BAZO - - : - _ .
PULMON - - - - - -
RINON - - . - - )
COLON 25 - - - - -
M. ESQUELETICO 44 12 19 37 - -

VEJIGA URINARIA - - - ’ - } i

MEDULA OSEA ; ) - ] ) )

+ <25% del irea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del drea

tisular afectada; +++ >50% del drea tisular afectada.



TABLA XXXI. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON NR):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ 4 + ++  +++
CEREBRO 35 - - - - -
CORAZON 57 - - - - n
HIGADO 50 - - - - }
BAZO - - - - - _
PULMON - - - - - -
RINON - - - - - i
COLON - - - - - -
M. ESQUELETICO 43 14 - 14 - -

VEJIGA URINARIA - - - - - -

MEDULA OSEA - - - - - -

+ <25% del 4rea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del drea

tisular afectada; +++ >350% del drea tisular afectada.



TABLA XXXII. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON S03):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ 44+
CEREBRO 19 - - . ] }
CORAZON 62 12 - 6 - -
HIGADO 50 19 - ; 6 ]
BAZ0 - - - 6 - -
PULMON - - - - - -
RINON - - . - ] ]
COLON . ; ; ; ) ]
M. ESQUELETICO 31 6 31 12 - -

VEJIGA URINARIA - - - - - .

MEDULA OSEA - - - - - -

+ <25% del irea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del é4rea

tisular afectada; +++ >50% del 4rea tisular afectada.



TABLA XXXIII. TRYPANOSOMA CRUZI (CLON MN):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

TEJIDO INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
CEREBRO - - - - - -
CORAZON 83 - 17 50 - -
HIGADO 25 - - . . .
BAZO 33 - - i . )
PULMON - - - - - -
RINON - - - - - -

M. ESQUELETICO

1
o
i
-~
Lh
b
Ln
I
]

i

VEJIGA URINARIA

!
1
t
1
1
L}

MEDULA OSEA - - - - - -

+ <25% del 4rea tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del érea

tisular afectada; +++ >50% del 4rea tisular afectada.



TABLA XXXIV . METABOLITOS EN LA ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN
‘ DOCE CLONES DE TRYPANOSOMA CRUZL |

Clon mayor 19 Clon mayor 20 Clon mayor 39

Niimero  Metabolitos Control SP104 Cutia 13379 OPS;; Esquilo P11  Cuica Bugziag Bugziao SO3 NR MN

1 Glicerol 2.4 1 1.3 1.3 1.3 1.3 0.7 1.4 1.3 2.2 1.5 0.5 1.4
2 L-Malato 0.6 0.5 0.6 3.3 25 1 03 0.5 0.3 0.6 0.3 0.2 0.2
3 Succinato 1 7 3.2 3 4 2.2 5 6.5 9.5 11.4 9 15.5 7.5
4 Piruvato - - - 0.4 0.2 0.2 0.1 - 0.2 0.6 - 0.4 0.5
5 Acetato - 7 3 6 4.5 4 4 6 6 15 6 14 4.5
6 Alanina 1.5 2.3 3 3 2 1.8 3 2 3 8 2.5 6.5 2

7 Etanol - - - 0.8 0.4 0.2 0.3 - 0.4 0.3 0.1 0.7 0.2

valores de los picos de los espectros medidos en cm).
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Fig. 2: Metaciclogénesis comparativa
Clon 13379 (Clon Mayor 19)
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Fig. 3: Metaciclogénesis comparativa
Clon SP104 (Cion Mayor 19)
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Fig. 5: Metaciclogénesis comparativa
Clon ESQUILO (Clon Mayor 20)



o, formas metaciclicas

100

80 A

—g— LIT
60 - —e—  GRACE
i TAUP

40 1

20 A

0- . T - ; - T . 1
0 10 20 30 40

Dias de seguimiento

Fig. 6: Metaciclogénesis comparativa
Clon P11 (Clon Mayor 20)
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% de ratones

100 —

A S R A

80 — .
"
4
60 - 'l
/
5
40 —

L

0
Licuefaccidn cerebral Esplenomagalia Megacolon Hepatomegalta Fibrosis hepatica

L L

Fig. 16: Alteraciones macroscdpicas

B

[
-

13379
0oPs21
SP104
P11

Cuica
Esquilo
S03

Bug 2148
Bug 2149
NR

MN



Indice cardiaco

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

Clones

Fig. 17: Estudio comparativo del indice cardiaco en los diferentes clones

BEONEODINOSEERR

13379
OPS21
SP104
P11
Cuica
Esquilo
S03

Bug 2148
Bug 2149
NR

MN



% de ratones afectados

100 —

J=

Auricula derecha Auricuta izquierda Ventriculo derecho Ventriculo izquierdo

Cavidades cardiacas

Fig. 18: Porcentaje de ratones con inflamacion en cavidades cardiacas
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Fig 20. Esmdio espectroscépico de RMN !H
del control (Medio GRACE)
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Fig 21. Estudio espectroscépico de RMN 1H

|
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del clon SP104 {clon mayor 19).
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Fig 22. Estudio especroscépico de RMN H
del clon Cutia (clon mayor 19).
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Fig 23. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon 13379 (clon mayor 19).
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Fig 24. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon OPS21 {clon mayor 19).
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Fig 25. Estudio espectroscépico de RMN H

del clon Esquilo (clon mayor 20).
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Fig 26. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon P11 {clon mayor 20},
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Fig 27. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon Cuica (clon mayor 20).
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Fig 28. Estudio espectroscépico de RMN 'H
del clon Bugj4g (clon mayor 39).
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Fig 29. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon Bugz 49 clon mayor 39).
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Fig 30. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon SO3 (clon mayer 39).
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Fig 31. Estudio espectroscépico de RMN 1H
del clon NR {clon mayor 39).
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Fig 32. Estudio espectroscépico de RMN 'H

del clon MN {clon mayor 39}.




Fig. 33. T. cruzi Clon P11 en
LIT. 20 dias. Presencia de
epimastigotes y tripomastigotes
{(x1000 Giemsa).

Fig. 34. T. cruzi Clon P11 en
GRACE. 20 dias. Presencia de
epimastigotes y tripomastigotes
(x1000 Giemsa).

Fig. 35, T. cruzi Clon P11l en
TAUP. Epimastigotes y mayoria de
tripomastigotes. (x1000 Giemsa).




Fig. 36. T. cruzi Clon MN. Gota Fig. 37. T. cruzi Clon BUG2149.
gruesa de sangre de ratén, 15 dias Extendido de sangre de ratén, 21
postinfeccién. Presencia de dias postinfeccién. Presencia de
tripomastigotes. (x1000 Giemsa). tripomastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 38. Liquido ascitico de ratén Fig. 39. T. cruzi Clon OPS21.
infectado con T. cruzi Clon Tripomastigotes provenientes de
BUG2149, dia 35. Presencia de VERO, 16 dias postinfeccién.

tripomastigotes. (x400 Giemsa). (x400 Giemsa).




Fig. 40. Células VERO infectadas
con T. cruzi Clon BUG2149, dia 5
postinfeccién. Presencia de
amastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 42. Células VERO infectadas
con T. cruzi Clon 13379, dia 7
postinfeccién. Presencia de
epimastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 41. Celulas VERO infectadas
con T. cruzi Clon OPS21, dia 5
postinfeccién. Presencia de
amastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 43. Células VERO infectadas
con T. cruzi Clon NR, dia 10
postinfecciéon. Presencia de
tripomastigotes. (x1000 Giemsa).




Fig. 44. Células J774 infectadas
con T. cruzi Clon SP104, dia 5
postinfeccion. Presencia de
amastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 46. Células ]J774 infectadas
con T. cruzi Clon CUICA, dia 5
postinfeccion. Presencia de
amastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 45. Células ]J774 infectadas
con T. cruzi Clon ESQUILO, dia 7
postinfeccién. Presencia de
epimastigotes. (x1000 Giemsa).

Fig. 47. Células ]J774 infectadas
con T, cruzi Clon 13379, dia 10
postinfeccion. Presencia de
tripomastigotes. (x1000 Giemsa).




i : Fig. 49. T. cruzi Clon MN, 14 dias
Fig. 48. T. cruzi Clon MN, 14 postinfeccién. Miocarditis con
dias postinfeccién. Pseudoquistes pseudoquistes. (x100 H/E).

y miocarditis. (x400 H/E). ;

Fig. 50. T. cruzi Clon MN, &4 Fig. S1. T. cruzi Clon MN, 21 dias
dias postinfeccion. Miocarditis con postinieccion. Miositis intensa con
Pseudoquistes. (3{400 H/E). pseuwdogquistes, (100 H/E).

Fig. 52. T. cruzi Clon MN, 21  Fig, 53, T. cruzi Clon MN, 21 dias
dias postinfeccién, Miositis con postinfeccion. Miocarditis con

presencia de pseudoguistes. pseudoquistes. (x400 H/E).
(x400 H/E).




Fig. 54. T. cruzi Clon SO3, 28 Fig. 55. T. cruzi Clon 803, 28 dias
dias postinfeccion. Pseudoquistes postinfeccion. Presencia de
en higado. (x400 H/E). pseudoquiste en bazo. (x400 H/E).

Fig. 56. T. cruzi Clon SO3, 28 dias Fig. 57. T. cruzi Clon S03, 28 dias
postinfecciéon. Presencia de postinfeccion. Pseudoquistes en
amastigotes en higado. (x400 H/E). higado. (x400 H/E).

Fig. 58. T. cruzi Clon 13379, 56 Fig. 59. T. cruzi Clon P11, 35
dias postinfeccién. Miositis severa dias postinfeccion. Miositis severa
con pseudoquiste. (x100 H/E). con pseudoquiste. (x100 H/E).




Fig. 60. T. cruzi Clon ESQUILO, 30
dias postinfeccion. Miositis
severa con pseudoquiste. (x100
H/E).

Fig. 62. T. cruzi Clon BUG 2148,
21 dias postinfeccién. Miositis con
pseudoquiste. (x400 H/E).

Fig. 64. T. cruzi Clon SP104, 35
dias postinfeccion. Miositis severa
con pseudoquistes. (x100 H/E).

Fig. 65. T. cuzi

Fig. 61. T. cruzi Clon CUICA, 21
dias postinfeccion. Miositis con
pseudoquiste. (x400 H/E).

Fig. 63. T. cruzi Clon BUG 2148,
21 dias postinfeccién. Miocarditis
severa, pseudoquistes.(x100 H/E).

k '

Clon BUG2149,
21 dias postinfeccion. Intenso
inflamacién, musculo esquelético
con amastigotes (x400 H/E).




DISCUSION
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Existen algunas evidencias que apoyan la correlaciéon entre
clasificaciéon bioquimica de cepas de T. cruzi y otras propiedades
biol6gicas del parasito, tales como la tasa de crecimiento poblacional
en cultivos axénicos (Dvorak J. A. et al., 1980; Katzin V. ]J., et al,,
1983), especificidad de unién de anticuerpos monoclonales
(Andrade S.G., et al., 1983; Flint J.E., et al., 1984) y propiedades
patogénicas (Miles M.A,, et al., 1981a).

Sin embargo de acuerdo a la teoria clonal (Tibayrenc M. y Ayala F.].,
1988), donde se describe que los aislados o cepas estan constituidos
por poblaciones de clones naturales, es necesario el estudio de los
clones de Trypanosoma cruzi por separado, para dilucidar sus
propiedades bioldgicas y médicas, ya que muchas infecciones
chagasicas son causadas por mezclas de diferentes genotipos
clonales del parasito lo que puede influir en el desarrolio,
manifestaciones clinicas y severidad de la enfermedad de Chagas.

Una caracteristica muy importante de T. cruzi es su amplia
heterogeneidad con respecto a sus propiedades biolégicas,
bioquimicas y médicas (Dvorak J.A.,1984; Breniere S.F., et al1985;
Tibayrenc M. et al.,1986). Los resultados obtenidos en esta
investigacion lo confirman.

En este trabajo se han utilizado diversos criterios para el analisis de
las caracteristicas de cada uno de los clones de T. cruzi, mediante el
estudio del comportamiento y la capacidad de diferenciacion en
cultivo axénico, informacién sobre el metabolismo en cultivo, la
capacidad de infeccién en cultivo celular y la evolucién de la
infeccién en un modelo experimental,

5. 1. CULTIVO AXENICO DE Trypanosoma cruzi
5. 1. 1. METACICLOGENESIS

De acuerdo a los resultados del estudio en cultivo axénico de la
transformacion de epimastigotes a formas metaciclicas, se demostré
que la metaciclogénesis ocurrié en los tres medios utilizados pero
con diferencias en sus porcentajes.

Son muchos los factores que estimulan o inhiben la
metaciclogénesis, siendo muy importante la cepa o clon del parasito
que se estudie y su comportamiento auténomo (Carne M. y Dvorak
J.A,,1982), el medio de cultivo utilizado y el tiempo transcurrido lo
que implica deficiencia o agotamiento de nutrientes (Camargo
E.P.,1964; Contreras V.T., et al., 1985b; Gamallo C., et al., 1991)).
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Se podria discutir si los porcentajes altos de transformacion
obtenidos en algunos clones como es el caso de P11, pueden ser
consecuencia de su tasa elevada de crecimiento poblacional y un
menor porcentaje de transformacion en cultivos con baja tasa de
multiplicacién celular, como es el caso de CUTIA.

El nimero poblacional en este caso no parece ser un parametro
sOlido para relacionar con la ocurrencia de la diferenciacién en estos
clones, porque el crecimiento fué similar para todos y el porcentaje
de formas metaciclicas se calculé en un numero definido total de
parasitos tomados al azar y para todos los clones el mismo, tuvieran
un abundante o pobre crecimiento poblacional.

Sin embargo la demanda de nutrientes en una poblacién abundante,
implica su consumo mas rapido y por lo tanto podria ocurrir una
diferenciacion mas temprana como fué el caso para el clon P11,
donde su fase exponencial en medio TAUP se alcanzé en los
primeros cinco dias.

Estando de acuerdo lo anterior con los resultados de Brener 7.,1973
en los cuales informa que hay escasa transformacion durante la fase
de crecimiento exponencial. En el momento que se agotan los
nutrientes disponibles y se acumulan metabolitos, se observa la
aparicion de las formas metaciclicas (Camargo E.P.,1964).

Se supone que no solo el agotamiento de nutrientes por alta
concentraciéon poblacional induce la diferenciacién, entonces
probablemente existen otras condiciones que influyen y los
menores porcentajes alcanzados de metaciclogénesis, estan
asociados a diferencias particulares en los requerimientos
metabolicos para cada clon y a otros factores importantes de
seleccién, como por ejemplo expresiones génicas involucradas en el
metabolismo del AMP.

Recordemos que el medio de cultivo TAUP estd compuesto por
factores artificiales de orina del triatomino (TAU), suplementado
con fosfatos y suero fetal bovino.

Fl medio TAU sin suplementos, copia las condiciones naturales
dentro del insecto vector, donde ocurre usualmente la
transformacion en el ciclo biologico de T. cruzi.

En este medio de cultivo TAU la diferenciaciéon no estd acomparnada
de multiplicacion (Krassner S.M. et al., 1990).

Sin embargo en el medio TAUP se observa replicacién del parasito
aunque mas escasa comparativamente con los medios LIT y GRACE
los cuales son mas enriquecidos.
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En el medio GRACE la diferenciaciéon metaciclica es baja (Burgos
M.H.,, et al., 1989), sin embargo al ser suplementado con Glutamina
y Glucosa ocurre mayor transformacién como acontecié para estos
clones del parasito.

Es de suponer que se da una presion selectiva in vitro, que dispara
los mecanismos de diferenciacion, algunos de estos mecanismos son
ya conocidos y han sido mencionados anteriormente en la
introduccion.

Tambien se podria asumir que los factores requeridos para la
supervivencia del parasito, deben ser menos estrictos y especificos
que los necesarios para la transformacién (Krassner S. M. et al.,
1990).

Se esperaria que un porcentaje alto de transformacion del parasito,
lo que implica mayor numero de formas metaciclicas, conduzca a un
mayor éxito de infectar a su hospedador y a su vez baja
transformacion pocas probabilidades de infeccién.

Sin embargo no siempre ocurre asi, ya que en observaciones
descritas por Sanchez G .A., 1992, la cepa Tulahuen de T. cruzi con
diferenciacion del 10%, presenté los mayores niveles de parasitemia
y mortalidad en ratones.

Se podria pensar que la relacién entre el porcentaje de
diferenciacién y la infectividad obtenida, no sea necesariamente
una causa-efecto y que otras caracteristicas del parasito fuesen mas
importantes.

Para algunos autores (Tanuri A. et al., 1985), la infectividad de las
poblaciones de T. cruzi parece depender del origen de los clones de
una cepa, mas que de sus tasas de diferenciacion.

El mayor porcentaje de diferenciacion obtenido para los clones 39
super6 el 40%, sin embargo su infectividad en ratén para la
estabilizacioén, no fué como se esperaria.

Por ejemplo los clones BUG2148 y BUG2149 necesitaron varios
intentos para lograr la primera positivizacién de ratones a partir del
cultivo axénico, lo que lleva a pensar que aunque se encuentren las
formas metaciclicas, éstas deben carecer de alguna propiedad que
las hace infectivas.

En el caso de los clones MN, SO3 y NR infectaron al ratén con
periodos de prepatencia levemente menores.

En estos clones no se encontré relacion directa entre diferenciacion
e infectividad asociada con la caracteristica de compartir un mismo
perfil isoenzimatico.
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Los parasitos mantenidos en cultivo por largos periodos de tiempo,
tienden a la pérdida o atenuacién de su virulencia, dependiendo de
la cepa (Pizzi T.,1961; Bice D.E. y Zeledon R.,1970; Brener Z.,1973;
Leguizamon M.S,, et al., 1993).

Probablemente la pérdida de infectividad va relacionada con una
paulatina disminucién hasta darse ninguna transformacion a formas
metaciclicas, como un fenémeno de adaptacién selectivo, esto
pérdida de transformacion se pudo observar claramente en la cepa
Tulahuen de T. cruzi, la cual estuvo por largo tiempo en cultivo
axénico (observacién personal, no tema de tesis).

El clon CUTIA present6 el menor porcentaje de transformacion y su
crecimiento poblacional tambien fué escaso, seria necesario
dilucidar mediante otros estudios cualitativos, ctal podria ser la
razén de su comportamiento. Es probable que este clon esté muy
adaptado a las condiciones de cultivo.

5. 1. 2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES

La doble capacidad de T. cruzi de utilizar tanto azdicares como
aminoacidos es probablemente de gran valor en su adaptacion y
colonizacién a diferentes hospedadores; indiscutible ventaja si se
tiene en cuenta que estos organismos carecen de un sistema
convencional de almacenamiento de carbohidratos (Vickerman
K.,1994).

Para la identificacion de los principales metabolitos que son
excretados al medio de cultivo se ha utilizado la espectroscopia de
RMN H1, técnica que viene siendo aplicada en los tltimos afios al

estudio del metabolismo de los protozoos parasitos (Thompson S. N,,
1991).

La produccién de acetato como uno de los metabolitos mayoritarios,
puede deberse al hecho de que en algunas de las formas del ciclo de
vida de los géneros de la familia Trypanosomatidae la mitocondria
no parece ser totalmente funcional, lo que llevaria a una
incapacidad para reoxidar dicho metabolito (Opperdoes F. R.,1987 y
Sanchez-M M, et al., 1992),

Probablemente debe estar relacionado con el catabolismo aerébico a
partir del exceso de Acetil CoA. En el caso de T. cruzi posiblemente
se produce por el catabolismo de aminoacidos y no de la glucosa
(Cazzulo J.]., et al., 1988). .

El acetato fué un metabolito mayoritario para todos los clones.
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El succinato es un producto universal del catabolismo de la glucosa,
usualmente acompafiado por al menos otro producto (Cazzulo J. J.
1992) aparentemente puede ser producido por la glucolisis del
fosfoenolpiruvato que es carboxilado a oxalacetato, el cual puede
ser reducido a succinato (Urbina J.A.,et al., 1993).

El piruvato no siempre se produce en las diferentes poblaciones de
T. cruzi (Cannata J.J. y Cazzulo ]J.J., 1984 y Sanchez-M M., et al.,
1995).

La produccion puede ser explicada por el hecho de que aigunos
miembros de la familia Trypanosomatidae no poseen lactato
deshidrogenasa (Mukkada A. J., 1985), enzima responsable de la
reoxidacién de NADH durante la glicolisis.

Esta ausencia es compensada por la conversion de glicerofosfato a
glicerol mediante la reversion de la reaccién de la glicerol-Kinasa
(Opperdoes E. R., 1987).

En los resultados obtenidos con estos clones, se reportan trazas de
este metabolito.

El etanol es uno de los metabolitos mayoritarios detectados en
algunos aislados de T. cruzi (Sanchez-M M,, et al., 1995) lo que
supone que la excreciéon de este producto de fermentacion, es
probablemente el resultado de un metabolismo anaerébico parcial o
de la incapacidad del ciclo de la gicerolfosfato oxidasa para actuar
sobre todos los equivalente reducidos que se producen en la
glicolisis de tales aislados.

Es importante destacar que en los clones del presente estudio fué
minima la produccién de este metabolito.

De acuerdo a Frydman B., et al.,, 1990, la disminucién en la
produccion de L-alanina, acompafiada del incremento en la
produccién del succinato, en presencia de NaHCO3, ha sido
encontrado en poblaciones de T. cruzi. :

Este evento ocurrid en todos los clones del estudio.

Las diferencias tanto cualitativas como cuantitativas observadas
entre los diferentes clones estudiados, nos indican un delicado
balance y cambios en las estrategias metabdlicas para la
degradacion de substratos energéticos (glucosa o aminoacidos).

Las caracteristicas metaboélicas del parasito comparativamente con
las células del hospedador mamifero, puede permitir abordar el
desarrollo de nuevas drogas efectivas, mediante inhibiciones
selectivas.
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5.2, INFECCION CELULAR IN VITRO CON T. cruzi

En la actualidad se tiene conocimiento que el parasito T, cruzi
invade una variedad de células de mamiferos por interacciones
ligando receptores. Se han postulado dos proteinas uniendo
carbohidratos, la neuraminidasa/transialidasa y la penetrina como
importantes en el proceso de la interiorizaciéon del parasito en
células de mamifero (Ortega-B E. y Pereira M.E., 1992).

De acuedo a los resultados de infeccidén con los clones, se determina
un mayor indice de infeccién en las células VERO que en los
macrofagos.

A su vez los macrofagos de la linea J774 presentan una tasa de
multiplicaciéon celular mayor que las células VERO, de acuerdo a los
recuentos de células en saturacion de monocapa y tambien el indice
de infeccién en macrofagos fué menor que en VERO.

Esto podria estar de acuerdo con la aseveracidon de los
investigadores Dvorak J.A. y Crane M.S. 1981 y Osuna A. et al,,
1984, quienes dicen que el éxito de 1a infeccidn de las células de
mamiferos, parece que depende de la fase del ciclo celular, lo que
sugiere probables alteraciones en las moléculas de superficie
relacionadas con el ciclo celular y que pueden estar involucradas en
los procesos de invasion.

Observaciones de experimentos adicionales utilizando macréfagos
irradiados, efectivamente confirman que los macréfagos J774
aumentan su indice de infeccion cuando no se dividen.

Ambas lineas celulares utilizadas para la infeccién con los
diferentes clones, resuitaron ser muy apropiadas para demostrar
que el parasito T. cruzi infecta tanto a células fagociticas como
aquéllas que no lo son. Comprobandose que la interiorizacion del
parasito en la célula es un evento que compromete activamente al
parasito, ademas se pudo observar que la infecciéon en macrdfagos
resultdé menos éxitosa,

El tiempo de duracion del ciclo intraceiular en las infecciones in
vitro para estos clones y en las condiciones utilizadas, fué mayor
que otros reportados, ésto esta de acuerdo con Engel J.C., et al.,
1985, quien dice que la tasa de replicacion intracelular varia en
Trypanosoma cruzi dependiendo de los clones y cepas, por tanto el
ciclo intracelular puede tener diferente duracion.
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Debido a que este estudio fué cuantitativo, se enfatiza el indice de
infeccion en los dos momentos elegidos del ciclo intracelular, sin
embargo las observaciones directas permitieron la visualizacién de
todas las formas del parasito y los cambios celulares aparentes que
se van sucediendo a lo largo del desarrollo de la infeccién.

Las células parasitadas, al parecer no sufren dafio, incluso continuan
su multiplicacién hasta el momento en que se lisan liberando los
parasitos. Estas observaciones son respaldadas por el trabajo de
Brener Z. 1973, quien de igual manera no observé aparentes dafios
celulares.

No todos los amastigotes se desarrollan hasta tripomastigotes
dentro de la célula y al parecer cerca del 25% se degeneran (Brener
Z.,1973).

Esto explicaria que al dia 10 de infecci6n los tripomastigotes no
sean tantos como se hubiese esperado, con relacién a los
amastigotes cuantificados en el dia 5.

Se pudo observar las formas de transformacion intermedias como
epimastigotes dentro de la célula, como ha sido reportado por Da-
Silva L.H. 1959.

Se ha demostrado que l1a linea J774 es deficiente en la produccién
de metabolitos intermedios de oxigeno despues de la fagocitosis
(Ralp P., et al., 1975). Esta caracteristica permite los estudios de
infeccién celular en una linea con cualidades propias de macréfagos.

Por otra parte, se ha encontrado que un alto indice de infeccion en
macroéfagos por T. cruzi esta asociado con baja produccién de éxido
nitrico. Resultados de Plasman N., et al., 1994 demuestran claras
diferencias en el curso de la infeccion de T. cruzi en relaci6n al
estado de maduracién de los macrofagos.

Las caracteristicas de macréfagos y de la linea J774 que se
comporta como tal, documentan informacion que respalda los
hallazgos en el presente trabajo, con relacién a las diferencias
encontradas de menor indice de infeccién en los macréfagos que en
las células VERO.

Recordando ademas que J774 produce baja cantidad de 6xido
nitrico {(Kuhn R.,1993), pero puede ser suficiente para inhibir el
establecimiento de la infeccion tan exitosamente como ocurre en las
células VERO, ademas los macréfagos tienen caracteristicas propias
para actiar sobre los microorganismos.
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Comparando los resultados del indice de infeccion de todos los
clones en el dia 10, vemos que en células VERO se obtuvo mas del
50% de células infectadas, con un maximo del 84%.

En el caso de los macréfagos la infeccidén fué mayor del 30% con un
maximo del 67%.

Como observacién interesante, algunos clones presentaron un
porcentaje alto de infeccidn, sin embargo el nimero promedio de
parasitos dentro de la célula fué escaso, por ejemplo en células
VERO con el clon SO3.

A la inversa tambien ocurrid, como fué el caso del clon BUG2148 en
VERO al dia 10 de la infeccién.

Recordando que las células fueron infectadas con parasitos de
cultivo axénico, tomados en el momento de maxima diferenciacion,
en estos dos casos correspondieron al 72% y 75% respectivamente,
se demuestra que aunque estos clones son infectivos, y ambos
comparten el mismo perfil isoenzimatico, su comportamiento
intracelular es diferente en el mismo tipo de célula VERO o
macrofagos.

5.3. ADAPTACION DE LOS CLONES DE T, cruzi EN RATON

La dificultad mayor que se tuvo en este trabajo para adaptar y
estabilizar los diferentes clones, dependi6 en parte del tiempo que
los parasitos estuvieron en cultivo previamente y tambien como en
todos los demas experimentos, de las caracteristicas individuales de
cada clon.

- Para 1o sucedido con el clon CUTIA, no se tiene claridad de la razén
por la cual no infect6é células ni ratones, y en la anica vez que se
positivizé un ratdn, su parasitemia fué minima negativizandose en
corto tiempo. Lo que significa que la respuesta del hospedador fué
suficiente para superar la infeccién.

Es probable que este clon sea poco infectivo por naturaleza o que
hubiese perdido su infectividad por una adaptacién selectiva a
permanecer en cultivo.

La relacion entre diferenciacion e infectividad parece ser menos
relevante que el efecto de otras caracteristicas del parasito sobre el
proceso de infeccion.

La capacidad infectiva de los parasitos ha sido correlacionada con la
presencia de antigenos de superficie capaces de adherirse a la
membrana de la célula hospedadora (Zingales B. et al., 1982).
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Esto podria estar en relacion con la dificultad de predecir en que
momento las formas metaciclicas estarian aptas para causar la
infeccién y por ende explicaria en parte lo sucedido en la
adaptacion del parasito a ratén, para los diferentes clones.

Al parecer es necesario para la infectividad, que el cambio
morfolégico esté acompaiiado de cambios metabdlicos y antigénicos
(Tanuri A. et al., 1985).

En los resultados de pruebas adicionales con los clones BUG2148 y
BUG2149, en las cuales se inocularon tres ratones respectivamente,
con formas tripomastigotas provenientes de células VERO
infectadas, se observd que éstas infectaron los ratones de manera
mas rapida y con mayor parasitemia que lo acontecido con los
in6culos de metaciclicas de cultivo axénico.

Este hallazgo esta en desacuerdo con los estudios de Urdaneta-M S
1983, donde se enuncia la escasa infectividad de metaciclicas
provenientes de cultivo celular, probablemente la diferencia con sus
hallazgos radica en que aqui se trata de clones y no cepas como en
su estudio.

En una reciente investigacion ain no publicada de Zafiga C. et al.,
1996, se confirma el poder de infectividad en ratén de los
tripomastigotes de la cepa T. rangeli, provenientes de células
infectadas in vitro, ademas estos tripomastigotes manifiestan otras
caracteristicas de comportamiento muy interesante, reflejado en su
virulencia y hallazgos histopatolégicos relacionados tambien con la
edad de los ratones infectados.

En otros estudios Brener Z. 1973 y De Souza 1984 han revelado en
sus respectivos trabajos, que los tripomastigotes obtenidos de
sangre, cultivo celular y cultivo axénico son infectivos.

Ademas otros trabajos reportan que amastigotes derivados de
células infectadas pueden infectar y multiplicarsen dentro de
células de mamifero (Ley V., et al., 1988; Umezawa E.S., 1985).

Mediante experimentos con clones de cepa Y de T. cruzi, Alves A.M.
et al.,,1993, tratan de averiguar si los diferentes zimodemas se
correlacionan con caracteristicas del comportamiento del parasito,
determinando los niveles de infectividad de los clones y subclones
de T. cruzi.

Esta variacién de zimodemas encontrada dentro de clones, suele ser
reversible y esta asociada con infectividad al raton.
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Se ha encontrado variacién en los perfiles isoenzimaticos
acompafiada de cambios en la infectividad y virulencia, ademas
estan asociados con la ocurrencia de diferencias cuantitativas en el
contenido total de ADN y contenido de las bases G-C y A-T entre
tripomastigotes y epimastigotes de clones de T. cruzi (Nozaki y
Dvorak J.A.,1993).

En la actualidad se sabe que las poblaciones de T. cruzi presentan
alta heterogeneidad y caracteristicas diversas tales como tropismo
tisular, morfologia, parasitemia, patrones isoenzimaticos y perfiles
de productos de restricciéon por endonucleasas y que tambien
suceden cambios significativos de infectividad y diferenciacién
metaciclica en cultivos de laboratorio (Engel J.C. et al., 1982).

Por lo tanto es muy necesario llevar a cabo las investigaciones con
poblaciones homogéneas o clones, donde las caracteristicas se
conservan sin cambios significativos.

5.4, INFECCION EXPERIMENTAL CON T. cruzi EN RATON
COMPORTAMIENTO DE LA ESTRUCTURA CLONAL

El parasito Trypanosoma cruzi es un organismo muy complejo,
como se define por diferentes marcadores bioquimicos como
isoenzimas (Tibayrenc M., et al., 1986), anticuerpos monoclonales
{Kirchhoff L.V. et al., 1984), y estudios de ADN del kinetoplasto
{Macina R.A. et al., 1987), ademas de muchas otras investigaciones
en diferentes topicos.

Sin embargo poca informacién existe acerca de la infectividad y
comportamiento de los clones naturales en modelo experimental.

El desarrollo de un modelo murino que simula las manifestaciones
de la enfermedad humana en sus fases aguda y crénica, facilita el
estudio de los mecanismos de la patogenia, haciendo posible el
andlisis de diferentes aspectos de la respuesta inmune y el estudio
del dafio tisular.

Los estudios experimentales utilizando formas metaciclicas
inducidas en cultivo, muestran que ocurre semejante a si fueran con
tripomastigotes provenientes de triatominos y las perturbaciones
inmunoloégicas en el hospedador mamifero son las mismas (Lopez
M.F,, et al.,1995).

De tal manera, los estudios realizados en esta investigacién
utilizando tripomastigotes metaciclicos de cultivo, copian lo que
ocurre en las infecciones en la naturaleza con la mayor cercania
posible.
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Los resultados del presente trabajo permitieron dilucidar el
comportamiento de los diferentes clones de T. cruzi en modelo
murino y otros aspectos bioldgicos del parasito.

En la infeccién a ratdén se evalud la prepatencia, la curva de
parasitemia, el estudio de ¢rganos y su analisis histopatolégico.

Se revelan semejanzas y diferencias entre los distintos clones, que
tienen el mismo o distinto perfil isoenzimatico, ambas propiedades
configuran un comportamiento individual que permite comprender
la compejidad de este parasito.

Se observa claramente la relaciéon bidireccional en la relacion
hospedador y parasito, donde intervienen los mecanismos de escape
del parasito a la acciéon defensiva del hospedador y los factores
genéticos de ambos organismos comprometidos (Braun M. y De Titto
E. 1985).

Segun los resultados histopatologicos de ratones infectados con los
clones, claramente se distinguen las lesiones inflamatorias con
infiltrados de células mononucleares y polimorfonucleares en el
cincuenta por ciento de los érganos elegidos para el seguimiento,
ademas los haliazgos de pseudoquistes 0 "nidos de amastigotes" los
cuales confirman el establecimiento de la infeccioén en el raton.

El parasito T. cruzi puede presentar distintos tropismos tisulares en
vertebrados (Melo R.C.y Brener Z.,1978; Mayer R. et al., 1990).
Durante la infeccién aguda se produce daro tisular, debido a la
replicacién de los organismos y al efecto de las toxinas liberadas por
el parasito y en algunos casos inicios tempranos de reacciones
autoinmunes.

Ocurre denervacion temprana, pero solo en 1a fase crénica se puede

ver con claridad las manifestaciones de disfuncién organica (Mc
Cabe R.E. et al., 1989).

Como caracteristica comin en los resultados de la histopatologia, se
encontrg tropismo muscular, como un tejido de primera linea de
infeccién para todos los clones de este estudio.

Los Organos musculares incluyendo el corazén, se encuentran
frecuentemente infectados en la fase aguda de infeccién con T. cruzi
(Bice D.E. y Zeledon R.,1970; Hanson W.L. y Roberson E.L.,1974).
Segun los investigadores Antunes V.de P. et al., 1993 en la fase
aguda de la infeccién con T. cruzi, ocurre una rapida multiplicacién
del parasito, con parasitemia evidente y parasitismo tisular,
distribuido de acuerdo a la afinidad del parasito con tipos celulares
especificos, usualmente con afinidad por miocardio, musculo
esquelético y tracto digestivo. ’
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La miocarditis chagasica aguda se ha encontrado en la gran mayoria
de los ratones infectados con 1os clones del estudio.

Es sabido que esta miocarditis tiende a regresar en fase aguda,
segun los estudios de infeccién con T. cruzi en perros, al igual que la
inflamacién encontrada a nivel de sistema nervioso central (Pittella
J.E.,, et al.,1990).

Varias investigaciones sugieren por otra parte, que en pacientes
infectados con T. cruzi, la miocardiopatia chagasica es producida
por mecanismos autoinmunes, inducidos por antigenos compartidos
por el parasito y las células del humano (Brener Z., 1994).
Tambien se han reportado cardiopatias chagasicas en fase aguda
con tropismo tisular variado (Penin P. et al., 1990).

Generalmente estas patologias severas se reportan en Chagas
cronico. Otros hallazgos del mismo autor, manifiestan que la
respuesta humoral probablemente participa en lesiones de musculo.

Los anticuerpos que se unen a la superficie de células del musculo y
principalmente en miusculo cardiaco, estan en el suero de ratones
cronicamente infectados con T. cruzi.

Las células sufren dano por la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos

En los altimos afios se ha puesto especial interés en estudios
multidisciplinarios que permitan mayor conocimiento del parasito
T. cruzi.

La correlacion entre variacion molecular a nivel génico con los
cambios en las propiedades patofisioldgicas, requieren especial
interés.

En la actualidad existe la tendencia de investigar con 1los clones mas
que con cepas, debido a que éstos permiten mayor certeza de
homogeneidad (Myler P.]J., 1993).

La teoria cional en T. cruzi, ha revelado la existencia de diferencias
entre individuos en relaciébn a caracteristicas bioldgicas y
patogenicidad, probablemente como respuesta a la seleccion y
adaptaciéon a multiples circunstancias (De Titto E.H., et al.,1987).
En los resultados histopatolégicos de este estudio, se visualizan
procesos inflamatorios en la mayoria de los 6rganos, siendo mas
relevantes a nivel de musculatura esquelética y cardiaca.

Todos los ratones infectados, presentaron infiltrados inflamatorios
en los o6rganos comprometidos, cerebro, corazdén, misculo
esquelético y en menor grado en higado, bazo y colon, con presencia
o no de pseudoquistes.
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Es de anotar que la inflamacién no es un paradmetro definitivo para
asegurar una infeccién por T. cruzi, ya que muchas patologias lo
presentan, sin embargo en este caso podria atribuirse a la infeccion
con el pardsito, ya que ha estado asociada con el hallazgo de
pseudoquistes como infeccién establecida y presencia de
parasitemia en todos los ratones.

Ademas la mayoria de los investigadores aducen que los infiltrados
inflamatorios en infecciones con T. cruzi, aparecen generalmente y
de manera temprana, lo cual seria un efecto de la perturbaciéon
electrofisiologica en los tejidos, a nivel de fibras nerviosas y sitios
intramusculares principalmente.

Los infiltrados inflamatorios encontrados en corazén de ratones
infectados con formas metaciclicas provenientes de cultivo axénico,
estan igualmente presentes como en las infecciones con los parasito
provenientes del insecto vector Lopez M.E,, et al., 1995).

En otros trabajos de infeccién de ratén con T. cruzi, mencionan los
procesos inflamatorios los cuales varian de acuerdo a la cepa de
raton utilizada y los correlacionan con niveles de Ig GZa, ademas
explican que ratones mas susceptibles responden con procesos
inflamatorios donde predominan las células mononucleares
(Andrade V. et al., 1985).

Otros autores han encontrado predominio de células T tipo CD8 en la
inflamacién por infecciéon con T. cruzi en ratén. Cerca del 90% del
infiltrado celular de corazén y musculo esquelético corresponde a
estas células en la enfermedad de Chagas (Kierszenbaum F. 1995).

Tambien se atribuye a los procesos iniciales autoinmunes las
lesiones inflamatorias encontradas, sin presencia de parasitos en la
enfermedad de Chagas (Mireilles H.J., et al., 1987),

De igual manera otros investigadores afirman que durante ia
infeccién con T. cruzi, 1as lesiones inflamatorias en corazén, musculo
esquelético y otros tejidos probablemente son debidas a la
respuesta inmune inducida por el parasito (Ribeiro dos Santos R., et
al.,1991). Ademas la inflamacién es de variada intensidad y
distribucién y a veces suele ser regresiva (Pittella J. E., et al., 1990).

En el estudio histopatologico de este trabajo, se encontré bastante
compromiso inflamatorio de distribucién variable en la mayoria de
los organos, que podria ser explicado en parte, por los enunciados
anteriores,

«
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Con respecto al hallazgo de pseudoquistes en higado y bazo de
ratones infectados con el clon SO3 fué exclusivo para este clon y
ninguno de los otros clones con igual perfil isoenzimatico, lo
presentaron.

Ademas este clon SO3 mostré manifestacion macroscopica de
hepatomegalia, con bajas parasitemias en ratones.

Seguin Bertelli M.S. y Brener Z. 1980, se han encontrado receptores
de membrana en macrofagos, diferentes a C3 y Fc, los cuales son
especificos para parasitos sanguineos.

Existe la posibilidad que receptores similares presentes en otras
células del hospedador, puedan estar comprometidos en el diferente
tropismo de T. cruzi en el hospedador vertebrado, ésto podria
explicar en parte la diferencia de tropismo en el caso de este clon.

Probablemente una serie de factores confluyen para la especificidad
del tropismo tisular relacionado con la infeccion de cada uno de los
clones naturales en T. cruzi.

El hallazgo de tripomastigotes en liquido ascitico de ratones
infectados con el clon BUG2149, se corresponde con lo reportado
hace varios afios por los investigadores Da-Silva L.H.,1959 y Wood
D.E., 1951, quienes informaron la presencia de transformaciéon de
amastigotes a tripomastigotes en liquido peritoneal, probablemente
liberados por elementos celulares en ratones infectados con 7. cruzi.

Es de mencionar el hallazgo macroscopico de cerebros de
consistencia muy blanda, probablemente se podria definir como
encefalitis con areas de necrosis colicuativa en los ratones
inoculados con los clones CUICA ESQUILO y P11 pertenecientes al
clon Mayor 20 y los clones SO3 y NR del clon Mayor 39, aunque a
nivel microscépico la inflamacién no fué relevante,

Llama la atencién el hecho de que éstos clones a su vez, presentaron
bajas parasitemias en los ratones y no se encontraron
pseudoquistes en corazén de ninguno de ellos, excepto en infectados
con el clon SO3 donde se observo un pseudoquiste.

No son suficientes datos para afirmar alguna relacién entre estos
parametros, sin embargo cabe mencionar que el clon SO3 presentd
compromisos tisulares muy interesantes y fué en los tinicos ratones
donde se encontraron pseudoquistes a nivel de bazo e higado.

Estudios realizados en raton por Gonzalez-C S.M. y Mirkin G. 1994
describen dafio del sistema nervioso central traducido en hallazgo
de infiltrados celulares focales con o sin parasitos asociados.
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Tambien segun los estudios de estos investigadores, en la fase
aguda de la enfermedad de Chagas, los parasitos participan al
menos en algan grado, en la produccién de lesiones tisulares (De
Diego J. A. et a., 1991).

En general las lesiones son producidas por accién mecdnica durante
el periodo de intensa multiplicaciéon intracelular del parasito,
cuando éstos son liberados y se produce 1a lisis celular.

Ademas los macrofagos ya activados son capaces de la accidén
parasiticida, lo cual puede agravar el dafo tisular por liberacién de
sustancias citotéxicas de origen parasitario.

Haciendo un analisis comparativo de los resultados de parasitemias
y compromisos tisulares de los clones, vemos que las mayores
parasitemias se encontraron en los clones BUG2148, BUG2149, MN,
del zimodema o clon Mayor 39 y en el clon13379 pertenecientes al
clon Mayor 19, y las menores correspondieron a los clones P11,
CUICA y ESQUILO pertenecientes al Clon Mayor 20.

Sin embargo los compromisos inflamatorios y los hallazgos de
pseudoquistes de amastigotes en los ratones infectados con los
clones de mayores parasitemias, no fueron significativamente
superiores a los encontrados en los ratones infectados con los
clones que dieron menores parasitemias, como se puede ver
comparando los clones SP104 y ESQUILO con el clon BUG2149.

Cabe mencionar que se encontr6 importante compromiso cardiaco y
muscular esquelético en ratones infectados con el clon OPS21, el
cual presento la parasitemia mas baja.

Lo anterior indica que no hay directa correlacién entre la
parasitemia y dafio tisular. Iguales conclusiones fueron dadas por
Borges M.M,, et al., 1992 en su amplio estudio realizado en ratones
cepa Swiss infectados con diferentes cepas de T. cruzi.

En otros trabajos a nivel de poblaciones humanas, tampoco se ha
encontrado relacion directa entre la parasitemia y la evolucion de la
cardiopatia chagasica (Borges-P. J., et al.,1992).

De acuerdo a los resultados de compromiso de las cavidades
cardiacas en cuanto a la inflamacién encontrada, se observé que los
clones presentaron mayor porcentaje de inflamacién a nivel de
ventriculos, 10 que esta en concordancia con los hallazgos de Simoes
ML.V. et al.,1994, en pacientes con miocarditis aguda.

Segun Sartore G., et al,, 1981 sugieren que la distribucion de las
lesiones inflamatorias en las diferentes partes del corazén, estan

—
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relacionadas con el metabolismo y diversidad antigénica de las
camaras del corazon.

Todas las diferencias al igual que las similitudes entre los clones, se
agrupan en un contexto que lleva necesariamente a considerar la
variabilidad en las interacciones parasito-hospedador.

Esta heterogeneidad tiene un impacto importante en la ecologia y
evolucién de los parasitos y por tanto en la epidemiologia de la
enfermedad.

Se ha reportado que dos clones del mismo zimodema tienen
caracteristicas médico-bioldgicas diferentes (Tibayrenc M. y Ayala
E.J., 1988).

Por lo tanto se hace aun mas complejo el analisis y es precisamente
lo que acontece para los clones de este estudio.

Segun lo discute Schmid-Hempel P. y Koella J. C. en su trabajo
publicado en 1994, se encuentra una alta variabilidad en todos los
sentidos, refiriendose tanto al parasito como al hospedador.

Hay muchas evidencias que respaldan la afirmacion que una
parasitosis involucra activamente al parasito y su hospedador y
todos los factores que inciden en estas interacciones estan
relacionados.

La variabilidad en el genotipo del parasito (Dvorak J.A.,1984;
Wagner W. y So M., 1990) y en el genotipo del hospedador
(Trischman T., et al., 1978), susceptibilidad o resistencia a la
infeccion, la edad, comportamiento social, variacion geografica y
espacial definen el desarrollo de la enfermedad.

Algunos investigadores encuentran que la susceptibilidad de las
diferentes cepas de ratones a la infecciéon con T. cruzi en fase
aguda, depende tanto de Ia cepa del raton como de la cepa o clon
del parasito (Postan M. et al., 1982a y 1982b).

Los resultados presentados aqui, revelan que estos clones infectan
ratones de la cepa Swiss, en los cuales se da una prepatencia corta y
la parasitemia relativamente baja con tendencia a desaparecer
alrededor de los 30 dias.

En cuanto al estudio histopatoldgico se encuentra compromiso
tisular con tropismo variado, sin mortalidad en fase aguda.

Los estudios realizados en modelos animales permiten comprender
la interaccidén compleja que regula la infeccién, ademas que
diferentes subpoblaciones de cepas T. cruzi pueden determinar
diferentes caracteristicas de infeccion como la mortalidad y el
tropismo tisular (Mc. Cabe R., et al,, 1989).
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Segun los resultados de las investigaciones en infeccioén con T. cruzi
realizadas con modelo murino, incluyendo el presente trabajo, se
estd de acuerdo con la aseveracion de algunos autores como
Kierszenbaum F. et al., 1995, quienes dicen que es inapropiado
referirse a cepas de ratones susceptibles o resistentes sin referirse
a la cepa o clon de T. cruzi usada para establecer la infeccion.

El parasito T. cruzi esti asociado con dos principales formas
clinicas, la cardiaca y la intestinal. Estas manifestaciones no se
encuentran igualmente distribuidas dentro del rango geografico de
la enfermedad.

Se ha tratado de buscar la explicacidon a ésto y Miles M.A., et al.
1981, propuso que estas diferencias clinicas pueden ser explicadas
por la distribucion de los distintos zimodemas del parisito.

A pesar de las muchas investigaciones que se realizan, existe
todavia una serie de interrogantes en torno a la morbilidad en la
enfermedad de Chagas.

Los largos periodos latentes que en ocasiones preceden a las
lesiones, la discrepancia entre 1a carencia o escases de parasitos y la
severidad de la enfermedad, la variable e imprevisible forma
clinica y la evidencia de diferencias geograficas en la prevalencia de
las formas clinicas.

En ]las investigaciones realizadas por Breniere S. F., et al, 1989, con
un numero considerable de pacientes chagasicos en Bolivia y
cubriendo diferentes zonas geograficas del pais, encontr6é una gran
variabilidad genética de T. cruzi, traducida en diferentes zimodemas
identificados.

Esto en principio esta de acuerdo con la hipotesis de las propiedades
patogénicas de los zimodemas.

Sin embargo estos autores no encontraron una regla que determine
Ia hipotesis de especificidad patogénica de estricta asociacién con
zimodema particular.

Con los resultados de este trabajo tampoco se puede determinar una
asociaciéon especifica de zimodema ni area geografica det
aislamiento con manifestacién clinica, lo que permite asumir que los
clones son entidades auténomas en su comportamiento,
probablemente asociado con las condiciones del entorno y
propiedades individuales del clon.

Segin los estudios de caracteristicas bioldgicas de T. cruzi realizado
por Sanchez G. et al.,1990, los zimodemas Z1 y Z2 bol y Z2bra que
corresponde a una clasificacion aptigua de amplios grupos, se
encuentran diferencias significativas entre ellos.
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Los clones naturales SP104 y MN del presente estudio aisiados en
Chile, pertenecen respectivamente a Z1 y Z2bol, los cuales segun sus
resultados tienen baja virulencia en raton, igual sucede en los
resultados de esta investigacion.

De igual manera, otros autores Luquetti A.O. et al., 1986 y Apt W. et
al., 1987, dicen que no hay una clara correlacién entre los
zimodemas de T. cruzi y los diferentes sintomas de la enfermedad
de Chagas.

En general, todos estos investigadores explican las dificultades
metodoldgicas que se encuentran en los aislamientos naturales, que
pueden obrar como filtros de seleccidén de subpoblaciones del
parasito, en infecciones mixtas las cuales son muy frecuentes.

Se han observado cambios en el ADN del parasito como respuesta al
"stress” (Nozaki T., y Dvorak J.A.,1993), es probable que estos
cambios en ultima instancia influyan en la adaptacién del parasito a
las presiones medio ambientales y por lo tanto ocurra una seleccion
en la distribucion geografica de los organismos.

Se hace alusion a ésto para comentar que los clones de estudio
aislados de la misma zona geografica y compartiendo el mismo
perfil isoenzimatico, como puede ser €l caso de los clones MN y NR
del clon Mayor 39 aislados de Chile, no manifiestan grandes
similitudes en su comportamiento a nivel de metaciclogénesis,
infeccion celular in vitro ni en raton.

Ademas, se han encontrado clones aislados de una misma zona
geografica los cuales presentan diferentes zimodemas entre si, con
manifestaciones histopatolégicas similares, como es el caso de los
clones 13379, P11 y SO3 aislados en Bolivia, 1o que hace mas
compleja la asociacion clinica con un zimodema particular.

En la presente investigaciéon se utilizaron clones naturales del
parasito Trypanosoma cruzi, 10 que permite mayor certeza de
homogeneidad para correlacionar su comportamiento en animales
de experimentacion, con el clon Mayor o zimodema vy dilucidar 1a
especificidad patogénica.

Se pudo relacionar una manifestacioén clinica de importancia, fué asi
como los clones ESQUILO, CUICA, y P11 con genotipo de clon Mayor
20, no presentaron pseudoquistes a nivel de corazén y presentaron
pocos focos de inflamacién con bajo porcentaje de area tisular
afectada.
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En términos generales, en los resultados de este estudio, se pudo
observar una autonomia de comportamiento clonal, con algunos
parametros de similitud, no tantos como se hubiera esperado para
los clones con el mismo perfil isoenzimatico, lo que nos indica que
existe un abanico de posibilidades que ocurren en las infecciones
chagasicas, de acuerdo los parametros biologicos y clinicos.

Los clones Mayores 0 zimodemas, mas frecuentemente encontrados
en la naturaleza son19, 20 y 39 y se les puede encontrar en aislados
de pacientes con infecciones mixtas (Ayala F.J. 1993) y segun
Breniere S. et al., 1989, no muestran diferencias significativas en su
patogenicidad y estan asociados con todas las diferentes
alteraciones y patologias chagasicas.

En los resultados de esta investigacion utilizando estos clones
Mayores en un modelo experimental, se puede confirmar lo mismo,
excepto para la manifestacion cardiaca de pseudoquistes que esta
ausente para los clones del zimodema 20.

Es necesario enfatizar que existen varios factores que contribuyen
a las diferencias en el comportamiento del parasito en ofros
aspectos biol6gicos.

En las investigaciones de Henriksson J., et al.,, 1993 con variabilidad
de cariotipo y variabilidad iscenzimatica, lograron correlacionar
clasificacion de poblaciones naturales del parasito T. cruzi por
marcadores isoenzimaticos y localizacién de los genes en los
cromosomas, lo que respalda la teoria clonal de reproduccion en un
parasito con sectores del ADN diploides como es T. cruzi.

Sin embargo en sus resultados, no encontraron correlacion con las
manifestaciones clinicas.

Las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi, tienen una
estructura clonal, 1o cual ha sido revelado por extensos estudios de
genética de poblaciones (Tibayrenc M., et al., 1986).

Se han reportado interesantes hallazgos de variacion de zimodemas
dentro de clones, dependiendo de la composicién del medio de
cultivo, dichos cambios pueden ser regresivos y afectan la
infectividad en ratdén (Alves A., et al., 1993).

De igual manera Tanuri A. y Almeida D.F., 1984, encontraron la
existencia de diferencias intraclonales.

Entre el gran numero de clones naturales que se han aislado e
identificado isoenzimaticamente, algunos son los mas frecuentes en
las diferentes zonas endémicas, a los cuales se les denomina clones
Mayores por su genotipo dominante, tambien reciben el nombre de
clonet (Tibayrenc M. y Breniere S.F. 1988; Ayala F.].,1993).



73

Los clones Mayores 19 y 20 estan muy relacionados
filogenéticamente, con distancia genética de 0.02 y con una dnica
diferencia alélica en 15 loci (Tibayrenc M. y Ayala F.J. 1988).

La distancia genética estima el numero de sustituciones alélicas que
han ocurrido en dos organismos, en este caso clones,desde que ellos
compartieron un ancestro comun (Ayala F.J.,1993).

Cabe entonces la pregunta por qué, si los clones Mayores19 y 20
son filogeneticamente muy cercanos, tienen marcadas diferencias
en su comportamiento.

Es preciso pensar la explicacion en referencia a las implicaciones
evolutivas de adaptacién lo que coincide con los argumentos que
esgrime en su trabajo Ayala E.J., 1993, cuando afirma que 7. cruzi
es geneticamente en extremo heterogéneo y necesariamente ha
ocurrido una adaptacién al hospedador humano, de manera
independiente y por linajes.

Probablemente por esta razén se encuentran diferencias
significativas en la adaptacion, infectividad, virulencia y diversidad
en la patologia de este parasito en sus hospedadores mamiferos.

Por lo tanto aunque sean tan similares isoenzimaticamente, se ha
encontrado en este estudio de infeccidén experimental con raton,
importantes diferencias entre ellos en manifestacion clinica y de
igual manera en su comportamiento en cultivo.

Cabe resaltar el comportamiento individual de clon de manera
independiente y su posible relacién con forma clinica de la
enfermedad, 1o que permite una mayor comprension de la infeccion
mixta por varios clones, dentro de un mismo hospedador humano.

Toda la informacioén conocida de la estructura clonal en T. cruzi,
demanda una caracterizacién por separado de los atributos
biologicos y médicos de cada una de las unidades clonales como lo
ha sugerido Tibayrenc. M, et al., 1990.

En la presente investigacién se llevo a cabo un estudio con 12 clones
naturales de T. cruzi, y se encontraron interesantes resultados que
muestran un comportamiento autonomo y caracteristico de clon.

Con la utilizacién de varios criterios de estudio como ha sido en este
trabajo, se reporta una significativa variabilidad entre los clones de
T. cruzi con algunas propiedades comunes, tanto en sus
caracteristicas biol6gicas como en las manifestaciones clinicas.

«
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El modelo clonal necesita mayor refinamiento mediante adicionales
investigaciones a nivel genético, inmunolégico y molecular, ademas
de la utilizacién del mismo y otros modelos experimentales,
necesarios para el entendimiento de los fendmenos involucrados en
la patogenia con relacion activa en una parasitosis, 1o que en altima
instancia lleva al mayor conocimiento de la enfermeda de Chagas en
las poblaciones humanas y su posible solucion.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion
se puede concluir lo siguiente:

1. En estos clones no se encontr relaciéon directa entre porcentaje
de tripanosomas metaciclicos e infectividad y virulencia.

2. Los resultados del estudio del metabolismo del parasito en
cultivo en fase exponencial, mostraron un delicado balance en las
estrategias metabdlicas para la degradacién de substratos
energéticos, con produccién de succinato, acetato y alanina, como
metabolitos principales.

Ademas los clones OPS21 y 13379 pertenecientes al clon Mayor 19,
producen L-malato como metabolito principal, siendo éste el mas
importante para el clon OPS21.

3. Con respecto a la infeccién en lineas celulares VERC y macréfagos
J774, con los clones del estudio, se pudo determinar un mayor
indice de infeccién en VERO. Sin embargo se encontré en algunos
clones, alto ndmero de tripomastigotes intracelulares aunque su
indice de infeccién fuera menor.

La duracion del ciclo intracelular para estos clones fué mayor a lo
establecido para cepas de T. cruzi.

4. En el modelo experimental, los clones mostraron variedad de
tropismo tisular, con hallazgo de pseudoquistes y diferente cantidad
de infiltrados inflamatorios asociados, siendo comuin en la
histopatologia el tropismo muscular.

Se encontraron pseudoquistes en higado y bazo de ratones
infectados con el clon SO3 del clon Mayor 39.

5. Cabe mencionar la ausencia de pseudoquistes en corazén de
ratones infectados con los clones pertenecientes al clon Mayor 20.

6. No se encontro relacion directa entre parasitemias e
histopatologia.

7. La infeccidn en ratdon cepa Swiss, presentd para todos los clones
estudiados, prepatencias cortas, parasitemias bajas, y fase aguda de
cincuenta dias de duracion, con ausencia de mortalidad
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El parasito Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la
enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana.

Este protozoo parasito posee un ciclo biolégico complejo, con
alternancia entre un hospedador vertebrado y un insecto vector, lo
que implica una necesidad de adaptacion selectiva a los diferentes
medios.

Trypanosoma cruzi manifiesta una alta variabilidad genética,
siendo una caracteristica muy importante su amplia heterogeneidad
con respecto a sus propiedades biolOgicas, bioquimicas y médicas.

Este parasito presenta una reproduccidén basicamente clonal,
manifestando que su evolucién ha sido muy antigua y ha ocurrido
de manera independiente.

En la naturaleza las poblaciones de T. cruzi se encuentran como
genotipos dominantes, identificados por perfiles isoenzimaticos.
En la actualidad se reconocen 43 zimodemas llamados clones
Mayores, los cuales se encuentran en amplias zonas geograficas.

Los clones Mayores 19, 20 y 39 motivo del presente estudio, son los
mas frecuentemente encontrados en los diferentes aislados en la
naturaleza.

Se ha realizado un estudio comparativo del comportamiento de los
diferentes clones pertenecientes a los tres clones Mayores
mencionados, bajo el punto de vista de las caracteristicas bioldgicas
y la manera como inciden sus propiedades individuales en la
relacién con el hospedador, 1o que conduce en dltima instancia a la
comprension de las manifestaciones clinicas en la enfermedad de
Chagas.

El proceso de diferenciacién o metaciclogénesis, analizado en tres
medios de cultivo para cada clon en particular, revelé que ocurre la
transformacién de formas epimastigotas a tripomastigotas
metaciclicas, copiando lo que acontece en el insecto vector.

Los porcentajes de diferenciacién varian en cada uno de acuerdo al
medio de cultivo utilizado y al clon en particular.

Se encontré maximo porcentaje de transformaciéon del 95% en
medio TAUP para el clon P11 del clon Mayor 20, y minimo
porcentaje de 14% para el clon CUTIA del clon Mayor 19.

El estudio de metabolitos mediante la técnica no invasiva de RMN
H1, mostré que los tres clones Mayores 19, 20 y 39, producen
principalmente succinato, acetato y alanina.
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Los clones 13379 y OPS21 pertenecientes al cilon Mayor 19,
mostraron como producto de excrecién adicional L-malato, siendo
para OPS21 el metabolito principal.

Se observaron diferencias tanto cuantitativas como cualitativas
entre los diferentes clones.

Los resultados del estudio metaboélico indican activaciéon de la via
glicolitica y de aminoacidos como estrategia importante para la
obtencién de energia por parte del parasito.

Sin embargo de acuerdo a los resultados de infectividad de estos
clones de estudio, en cultivo celular como en modelo experimental,
se pudo observar que la infeccién acontece de manera similar para
todos los clones, independientemente de sus porcentajes de
diferenciacion, excepto para el clon CUTIA cuyas formas
metaciclicas obtenidas fueron incapaces de infectar tanto a células
en cultivos como al modelo experimental.

Por lo tanto, no se observa relacién importante como causa y efecto,
entre el porcentaje de diferenciacion y la infectividad.

En cuanto a la infeccion celular in vitro, se pudo comprobar que
estos clones de T. cruzi infectan y desarrollan su ciclo intracelular
en los diferentes tipos de células fagociticas y no fagociticas, con un
tiempo de duracion intracelular mayor a lo usual para cepas del
parasito.

El indice de infeccion fué mayor en células VERO que en macroéfagos
para todos los clones, con 80% de mdximo en VERO al dia 10
postinfeccion para el clon SO3 del clon Mayor 39 y 67% de maximo
en macrofagos, linea J774 para el clon P11 del clon Mayor 20.

En cuanto al estudio en modelo experimental murino, se pudo
observar un comportamiento propio de clon, con semejanzas y
diferencias entre los distintos clones que tienen el mismo perfil
isoenzimatico.

Se observa claramente la relacién bidireccional en la relacién
hospedador-parasito, donde intervienen los mecanismos de escape
de T. cruzi ala respuesta del hospedador, y los factores genéticos
de ambos organismos comprometidos.

De acuerdo a la evolucidén de la parasitemia se encuentra que es

relativamente baja y tiende a desaparecer a los 30 dias
postinfeccion.
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Los resultados histopatologicos revelan tropismo tisular variado,
siendo el muasculo el tejido de primera eleccion.

Procesos inflamatorios severos y hallazgo del parasito en tejido a
manera de pseudoquistes, lo cual confirma el establecimiento de la
infeccién.

Es de resaltar el hallazgo de pseudoquistes en higado y bazo de
ratones infectados con el clon SO3, tropismeo tisular poco frecuente
en las infecciones con T. cruzi.

Como diferencia significativa se encontré que los clones
pertenecientes al clon Mayor 20, no presentaron pseudoquistes en

corazon, siendo éste organo el mas afectado en la enfermedad de
Chagas.

Segun los resultados de parasitemias y manifestaciones histolégicas
de lesiOn tisular, no se encuentra correlacion directa entre estos dos
parametros.

Los resultados generales en modelo experimental, revelan que los
clones del estudio, infectan ratones cepa Swiss con prepatencia
corta y parasitemias bajas y compromiso tisular importante, sin
mortalidad en fase aguda.
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