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1. 1. GENERALIDADES

El parásitoprotozoo,Trypanosomacruzi esel agenteetiológicode
la enfermedadde Chagaso tripanosomiasisAmericana,queafecta
alrededorde 18 millonesdepersonas.

T. cruzi fué aislado por primera vez en el año 1909, por el
investigadorbrasileño Carlos Chagas,a partir del contenido
intestinalde un insectoredúvido(Panstrongylusmegistus).
En su honor, la tripanosomiasisamericana,lleva su nombrecomo
enfermedadde Chagas.

1. 2. DESCRTPCION Y CICLO BIOLOGICO DE
Tiypanosomacruzl

El parásitoT.cruzi tiene un ciclo biológico complejo, siendoun
organismo digenético con alternancia entre un hospedador
vertebrado,dondeusualmenteseencuentraen sangrey tejidos,y
enel tractodigestivode un insectovector,cambiandosumorfología
y expresiónantigénicade acuerdoa su estadioy lugar dondese
encuentra.

Estasdiferenciasenmorfologíay estadosfuncionales,implican una
importante adaptacióna una variedad de condiciones medio
ambientalesen el insectovectory en las célulasdel hospedador
mamífero.
Es de anotar por ejemplo, que las formas de tripomastigotes
sanguíneosy epimastigotesde T. cruzi en el insectovector, se
encuentranen un mediodondela concentraciónde calcio esmuy
elevada,y los amastigotesintracelularesen el mamíferopor otra
parte,seencuentranenunaconcentraciónmuy baja.
Estoscambiosdrásticosde calcio libre en el medio duranteel ciclo
de vida sugierenque el parásito tiene una gran capacidadde
adaptación(VercesiA. E., 1994).

El parásito presentatres distintas morfologías funcionales de
acuerdoa donde se encuentre(BrenerZ.,1973), caracterizadas
segúnel nacimientodel flagelo, cursointracelulary punto donde
emergelibre, ademássetieneen cuentala posicióndel kinetoplasto
con relaciónal núcleocelular (BraunM., y De Titto E., 1985).

Las formasllamadasepimastigotes,lascualessecaracterizanpor su
flagelo emergentedesdela región lateralanterior y kinetoplasto
anterioral núcleo,seencuentranen la luz del tracto intestinaldel
insectovector,dondesemultiplicanextracelularmente.
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Luegosetransformanen tripomastigotesmetacídicos,los cualesse
caracterizanpor su flagelo emergentedesdeel extremo apical
posterior y con el kinetoplastoubicado posterior al núcleo,
distinguiendoseunamembranaondulantecaracterística.
Estostripomastigotesse acumulana nivel de la ampollarectal del
insectoy sonexcretadosporlasheces(1-loareC. A.,1972).

Trypanosomacruzi esun parásitointracelularobligatorioy porlo
tantosemultiplica dentrode las célulasdel hospedadorvertebrado.
La multiplicación en este hospedadorocurre en su estadiode
amastigote,el cual se caracterizapor su formaredondeaday sin
flagelo aparenteal microscopioóptico (ZeledonR.et al.,1977; Hyde
T.P., y DvorakJ.A.,1973).

Se describeel ciclo biológico de Trypanosomacruzi pasoa paso
siguiendoel esquemaadjunto, (DespommierD. y KarapelouJ.W.,
1987).

la. El estadioinfectivo de T. cruzi esel tripomastigotemetacícico.
Tieneunalongitudaproximadade 15 gm, poseeun núcleosimpley
un kinetoplasto,estructurafundamentalmentecompuestade ADN,
extranucleardispuestoen maxi y mini círculos. A lo largo del
cuerpo del parásito se observa una membrana ondulante
característicala cual secontinúacon un fageloquesalelibre por el
extremoanterior.

lb. La transmisiónde T. cruzi al hospedadormamífero,incluyendo
el humano,ocurre por las deyeccionesen el momento de la
picadurade un insectohematófagoinfectado.

Los génerosmás frecuentesinvolucrados como vectores son
Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius.La infecciónocurredespues
de la toma de sangre,ya que duranteel procesode ingestión,el
insectosimultaneamentedefecasobrela piel del hospedador,muy
cercaal sitio de la picadura. En las hecesdel insectoseencuentran
las formasinfectantesdel parásito.

2. Despuesde la picadura,el hospedadorexperimentasensaciónde
escozory con el efectomecánicode roce,el parásitopenetrapor la
piel a travésde la pequeñalesión dejadapor la picadurao por
algunaotra herida.
Si la picaduraocurrió enel rostrocercade los ojos o labios, T. cruzi
puedepenetrara travésde las membranasmucosas,observandose
horasdespuésun fuerteedema.
El parásito T. cruzi tambien puede transmitirse de personaa
personapor transfusiónsanguíneae infección transpíacentaria.
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3a. Los tripomastigotesentrana unaampliavariedadde células,
localizadascercadel sitio de la picadura y se transformanen
estadiode amastigotes.Estaformadel parásitomide 3-5 um de
diámetroy no poseeflagelo libre. Se multiplica intracelulannente
porfisión binaria.

3b. El hospedadordesarrollahipersensibilidadal parásito,como
resultadode una extensadestruccióncelular en el sitio de la
infección inicial. Se puedeobservaren algunoscasosedema
palpebraly/o chagomade inoculación.

4a. Algunosamastigotessetransformanen tripomastigotesdentro
de la célula infectada, luego ocurrela lisis celulary los parásitos
salen al torrente circulatorio, por medio del cual migran a
diferentesórganosdel cuerpo.

4b En estepunto de la infección, cualquiertejido puedealbergar
parásitos,siendounosórganosmásafectadosqueotros,talescomo
el músculodel corazón,músculoesqueléticoy sistemanervioso.

4c. Los tripomastigotessanguíneos,penetrana otras células, se
diferenciannuevamenteen amastigotesy secontinúael procesode
infección indefinidamente,hastaque la respuestainmune del
hospedadorseestableceo los fármacosactúen.

5. El vector hematófagose infecta, cuandotomasangrede un
individuo con tripomastigotescirculantes. En la mayoríade los
casosel insectose infecta a partir de hospedadoressilvestreso
domésticosqueactúancomoreservorios.

6. Dentro del insecto vector, el tripomastigotese transforma
rapidamenteenla forma epimastigote,la cual semultiplica dentro
del intestino,produciendocientosde nuevosparásitos.
Los epimastigotesse diferencian en el intestino posterior, en
tripomastigotesmetacíclicos. El procesode transformacióndel
parásitoinvolucraunaexpresióngénicadiferencial,la cual capacita
al parásitoparainfectaral hospedador.

7. Todos los mamíferosson susceptiblesa la infección y pueden
servir comoreservoriossilvestresy domésticos.
Algunospresentansignosde enfermedadperootros establecenun
equilibrio de infección,por mecanismosdesconocidos.
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Encondicionesdelaboratoriosehapodidoobtenerel ciclo completo
de Trypanosomacruzi. Utilizandomediosdecultivo apropiados,se
ha podido mantenerlos parásitosen su forma de epimastigotes
comosu estadiode multiplicaciónextracelular,tambiensepueden
obtener las formas metacíclicasinfectantesy por medio de
infeccionescelularesse completael ciclo obteniendolas formas
replicativasde amastigotesintracelulares.

1.3. EL PARÁSITO Trypanosomacruzi
CARACTERJSTICAS DE LA POBLXCION

La marcadaheterogeneidadde T. cruzi en la naturalezay su alta
variabilidadgenéticacomo ha sido reveladapor los estudiosde
esquizodemasy zimodemas(DvorakJ.A., 1984; Morel C. et al, 1986;
Miles M.A. et al., 1977; TibayrencM., et aL,1986>,requierey hace
posible múltiples investigacionesque permiten relacionar los
parámetros funcionales y propios del parásito, con las
manifestacionesde la enfermedaden el hospedadormamífero,
dentrode áreasgeográficasparticulares.

La teoríaclonal en laspoblacionesde T. cruzi tiene importantes
aplicacionesparael diagnósticoy tratamientode la tripanosomiasis
y parael desarrollode medicamentosy vacunascontrael parásito.
Es conocido que los diferentesclonesdifieren en su patologíay
otraspropiedadesbiológicas

Según resultadosrecientesde los estudiosdel ADN, Trypanosoma
cruzi esun orgamsmoquepresentaalto polimorfismo cromosomal
concomplejidadde cariotipo,por lo cualesdifidil estimarel número
de cromosomas,sin embargola estabilidadde las moléculasdel
cariotipo semantieneduranteel tiempode cultivo.
Ocurren rearregloscromosomalesque incluyen cambios en el
númerode copiasde genes.Existepor lo tanto cierta correlación
entrecariotipoy patronesisoenzimáticos.
Laploidíade T. cnizi no esmuy clara,algunosestudiosatribuyena
T. cruzi la constitucióndiploide otros sugierenla aneuploidíay
haploidíacon varioscromosomasy/o genesduplicados(Henrikson
J., et al., 1996).

Se mantienela hipótesisde su reproducciónbásicamenteclonal, lo
cual esimportanteenlos aspectosbiológicosy médicos.
Los zimodemasy esquizodemasdescritospor Miles M.A.,et al 1987
y Morel C., et al., 1980,sepuedenigualara clonesnaturales,como
lo revelanestudiosisoenzimáticosdeTibayrencM., et al.,1986).
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Estos clones naturalesse considerancomo unidadtaxonómica
(TibayrencM., etal., 1990)y parecenserestablesen ampliaszonas
geográficasy por largos períodosde tiempo (Tibayrenc M., y
BreniereS. F.,1988).

Mediantetécnicaselectroforéticasse puedenobservardiferencias
en patrones isoenzimáticosdel parásito, correspondientesa
variaciones fenotípicas, que a su vez se relacionan con la
variabilidadgenéticade T. cruzi (Miles M.A., a al., 1984;Romanha
A.J., et al., 1988;BreniereS.F.,et al.,1991).

Se ha demostradoque la evolución clonal en T. cnrzi es muy
antigua y por lo tanto los diferentes clonesnaturaleshan ido
evolucionandode maneraindependienteen un largo periodo de
tiempo(TibayrencM., y AyalaFj.,1988;Breniere5. F., et al., 1992).

La estructuraclonal de las poblacionesde T. cruzi, implica una
ausenciade reproducciónsexualen la naturaleza,ya que ni la
segregaciónde alelosde un locussimple,ni la recombinaciónentre
alelosde diferentesloci, estanpresentes.

Los criteriosque se tienenen cuentaparaafirmar la teoríaclonal
en laspoblacionesde T. cruzi segúnlo proponeTibayrencM., et al.,
1990,hansido:

a. Fijación de la heterocigosidadla cual es incompatiblecon la
segregaciónmeiótica.
b. Ausenciade segregacióngenotípica.
c. Desviaciónde lasexpectacionesde Hardy-Weinbergdentrodeun
áreageográficaparticular.
d. Idénticos genotiposdistribuidosen grandesy diferenteszonas
geográficas.
e. Ausencia de genotiposrecombinantes,ya que el número de
diferentesgenotiposencontradosesmuchomáspequeñodelo que
seesperana.
f. Desequilibriode linicage.
g. Correlaciónentremarcadoresgenéticosno relacionados.

Los clones, no las especies,serían las unidadesevolutivas a
considerarse,particularmentecon fines médicosy epiderniológicos
en el casode T. cruzí y otros parásitosprotozoos(TibayrencM., y
Ayala EJ., 1991).

Estudiosde análisisisoenzimáticosde un grannúmerode aislados
de diferentesáreasgeográficas,han reveladola existenciade 43
genotiposo cepasisoenzimáticasllamadastambien zimodemas,
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siendoposiblesu ubicaciónfilogenéticapor mediode cálculo de
distanciasgenéticasde los diferentesalelosinvolucrados(Tibayrenc
M., y Ayala Fj.,1988).

A estosgenotiposdominanteso cepas isoenzimáticasse les ha
designadocon el términocloneto clon Mayor, agrupandoasí las
muestrasquetienenidénticomarcadorgenético,refiriendosealoci
isoenzimático(VeasF., et al., 1990;BreniereS.F.,et aL,1992).

Entreel grannúmerode diferentesclonesnaturalesque han sido
aislados,algunos están siemprepresentesy se les encuentra
frecuentementeen ampliasáreasendémicas(TibayrencM., y Ayala
F.J.,1987).

Se hareportadoel hallazgodeunaregiónhipervariabledel ADN del
kinetoplastode T. cruzi en el minicírculo HVRm, la cual exhibe
secuenciasespecificaspara los clonesnaturalesidentificadospor
trabajosde caracterizaciónisoenzimática.
Se puedeconsiderarel HVRm un buenmarcadorclonal para los
clonesMayores20 y 39 (VeasF. et al., 1990).

Trabajosrecientes,realizadoscon la técnicade PCR, utilizando la
secuenciaHVRm, demuestranque es posible identificar los
diferentesclonesde T. cruzi quecirculan tantoenvectorescomoen
hospedadores.Considerandoseésta, una metodologíabastante
específica(BreniereSF. et al, 1992).

Estudiosde amplificacióngénicaconfirmanun fuertedesequilibrio
de linkage, comparando aislados de diferentes zimodemas,
resultadosconsistentescon los estudiosusandoisoenzimasy de
acuerdocon lo ya conocidode la estructuraclonalde las poblaciones
de T. cruzi (SteindelM. et al., 1993).

El modeloclonal propuesto,requiereunamayorelaboracióny para
ello es muy importante un amplio estudio de estas unidades
clonalesque componenlas cepaso aisladosnaturalesde T. cruzi
En la presente investigación de tesis, se hace un estudio
comparativo cuyos resultadosaportarán al conocimiento del
comportamientode diferentesclones, los cualespertenecena tres
clonesMayores,de los 43 conocidose identificadospor estudios
isoenzimáticos,siendo dos de ellos, clon Mayor 19 y 20, muy
cercanosen distanciasgenéticas,reveladaspor el número de
codones diferentes entre dos poblaciones, y por lo tanto
isoenzimáticamentesonmuy similaresentresi, y a su vez ambos,
estánmásalejadosfiogenéticamentedel clon Mayor 39. (Diagrama
adjunto).



7

1. 4. EL PARASITO T.rypanasomacruzl EN CULTIVO
DIFERENCIACION Y METABOLISMO

Duranteel ciclo de vida del parásito7’. cnizi ocurrencambiosde
formaso estadiosconcaracterísticaspropias.
Estos cambiosinvolucran al parásitoen una serie de eventos
fundamentalespara la supervivenciay la interaccióncon su
hospedador.

El cambiode epimastigotesa tripomastigotesmetacícicos,proceso
de metaciclogénesis,observadoen los cultivos axénicosde T. cruzi,
mereceespecialinterés,ya queesteprocesoocurrenaturalmente
dentrodel insectovector triatomino, e involucra una expresión
génicadiferencial,lo cual capacitaa estaforma parainfectar al
hospederomamífero(Golbenberg5., etal., 1984).

Se ha encontradouna estrecharelación entre el porcentajede
parásitosdiferenciadosy la resistenciaa la lisis del complemento.
Experimentosrealizadoscon 7’ cruzi clon Dm 28c cultivados en
medio TAUP, muestranque los tripomastigotesmetacíclicosson
resistentesa la lisis del complemento(ContrerasV.T., et al, 1985).

Sehandesarrolladovariossistemascomplejosde diferenciaciónin
vitro para7’. cruzi, conel fin deseguirelprocesode transformación
de epimastigotesa tripomasúgotesmetacidicos(CamargoE. P.,1964;
CastellaniN., etaL,1967; Chan F.,1975;SullivanJ.,1983; Contreras
V.T., etal.,1985).

Tambiensehanintroducidocambiosquímicosenlascomposiciones
de los mediosdecultivo conel fin de proveerreproducibilidadde la
metaciclogénesisencultivo axénicode T. cruzi (ContrerasV.T.,et al.,
1985; GoldenbergS., etal, 1987).

En condicionesde cultivo y cuandola glucosaestápresente,el
catabolismode epimastigotesen fase exponencialocurre vía
glícolitica, con producciónnetade succinato,C02 y acetato,como
productosfinales(CazzuloJ., etal.,1985; CannataJ. B., et aL,1984).

Cuandola glucosaseconsume,los parásitosactivanel catabolismo
delos aminoácidos,conproducciónnetade C02 y NH3 y aunquelos
epimastigotescontinúandividiendoseaún con disminución de
nutrientes,las célulasempiezana transformarseen tripomastigotes
metacícicos(FernándezJ.F.et al.,1969;Krassner5. M. et al., 1990;
UrbinaJ.A., 1994).
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Estudios diversos de la metaciclogénesisde T. cruzi en cultivos
axénicos,confirman que la escasezde nutrientesinducenuna
presiónde “stréssfisiológico” quedesencadenala transformación
del parásitoa su estadioinfectivo.

Otros experimentoshan reveladoque la formación de ácidos
órgánicosestimulanla transformación.Es así como adicionando
ácido acético y pirúvico al medio libre de glucosa, con ph
ligeramenteácido,ocurreunarápidadiferenciación,lo quesugiere
la participacióndel ciclo tricarboxilico en el metabolismode la
diferenciacionen T. cruzi (BrenerZ., 1973).

Al parecerla ausenciade glucosadisponible,combinadacon una
actividadaumentadadel ciclo del ácido tricarbóxilico (TCA), es un
eventosimultáneoconla transformaciónde T. cruzi (KrassnerS.M.
et aL,1990), ademáseste autor informa como resultadode su
estudio,queazúcaresintermediosen el metabolismode la glucosa,
inducenla transformaciónde epimastigotesa formasmetacíclicas.
Igualmentese confirma que la glucosay la prolina inducen la
transformaciónde T. cruzi in vitro.
La metaciclogénesisen cultivo tambienpuedeestarcondicionada
por la concentraciónde anionesy cañoneslibres en el medio.

Algunosautoresreportanla presenciade aminoácidoscomofactor
importanteen la metaciclogénesis(AdroherF.J. et al.,1990).
Otros reportesenfatizanla importanciade la duracióndel cultivo
(Chiari E., 1976),el ph delmedioy la cantidadde poblacióninicial
del parásito(CastellaniN.,et al.,1967).

Otro factor a tenerpresenteen la diferenciaciónes la cepao clon
de T. erial quese estáestudiando,ya queexistencomportamientos
diferentesentre las poblacionesdel parásito(CarneM. y Dvorak
J.A.,1982).

Es convenienteasegurarseque la expresióngénica diferencial
observadadurante la metaciclogénesis,no se debe a la
heterogeneidadde la poblaciónclonaldentrodela cepade 7’. cruzi
(DeaneM.P.,1984; DvorakJ.A.,1985).
Por tal razón es convenienteel usode poblacioneshomogéneas
comolo sonlos clones,parael estudiode diferenciaciónen T. cruzi
(ContrerasV.T. et al., 1988).
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Comorespuestaal “stréssfisiológico” sufridopor T. erial en cultivo
axénico, se ha encontradoque hay un incremento en la
concentraciónintracelulardel AMP cíclico y de los activadoresde la
adenilato ciclasa, lo que conduce a la estimulación de la
metaciclogénesis(González-Pet al.,1988).

Otros resultadosconfirman los estudiosquerevelanclaramente,
que los tripomastigotesdesplieganmayoresnivelesde AMP cíclico
quelos epimastigotes(Rangel-AldaoR. et al., 1987).

Estudiosposterioresindican que durantela metaciclogénesis,la
fosforilación proteica es muy dinámicay que el AMP cíclico
efectivamentepuedeserel responsable(GoldenbergS.,1990).
Igualmentese encontróque el mayor antígenode superficiede
tripomastigotesmetacíclicosestáfosforilado.

En otras investigacionesse había descrito que el AMP cíclico
estimulala transcripciónde un gende T. erial el cual presenta
homologíaconel proto-oncogenC-Fos(Heath5. et al., 1989).

Los tripomastigotesmetacíclicosexpresandiferentesgruposde
genes,ya que los parásitossintetizandiferentes proteínasde
acuerdoa su origen seade cultivo, vectoro de sangre(Contreras
V.T. et al., 198½).

Otrade lascaracterísticasde T. cruzi en la metaciclogénesisin vitro
es la necesidadde adhesiónde los epimastigotesa un substrato,
antesde la diferenciación(BonaldoM.C., et al., 1988).
Igual estáde acuerdocon los estudiosprevios,en los cualesse
demuestraque el epimastigotese adhiere a la superficie del
intestino del insectovector paraque ocurra su transformación
(ZeledonR., et al., 1984).

De los estudiosrealizadosporGoldenberg5., 1990y EstevesMt., et
al.,1989,se derivala informaciónquedurantela metaciclogénesis,
ocurreun cambioen la composiciónde los ácidosgrasos,comouna
delas primerasseñalesdel inicio de la metaciclogénesis,eventoque
se relacionacon los cambiosen la fluidez de la membranadel
parásitoconsecuentementea su interaccióncon el medioambiente.

Dadoqueel contenidodel ADN del kinetoplastoen epimastigotesy
tripomastigotes,es esencialmenteel mismo pero que las fibras
estánmás fuertementeempaquetadasen epimastigotes queen
tripomastigotes,se sugiere que esta diferenciaes debida a la
actividadde la topoisomerasaduranteel procesode diferenciación
(DvorakJA., etaL, 1982).

~~~1~
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En estudiosrealizadosporGoldenbergS.1990,seencuentraquela
topoisomerasaII antagonista, inhibe la replicación y la
metaciclogénesisen 7’. cruzi siendoentoncesunaposibledianapara
la quimioterapiaen la enfermedadde Chagas.

Existenvarias evidenciasque los parásitoseucariotes,expresan
proteínasde shocktérmico (1-ISP) en susprocesosde diferenciación
(Rondinelli E.,1994).

Los mecanismosmolecularesen la diferenciaciónde 7’. cruzi a
formasmetacíclícas,involucranefectivamente,la producciónde
proteínasde shocktérmico (HSP), las cualespreparanal parásito
parainfectaral hospedadorhumano(MoncayoA., 1994).

Los estudiosde Nozaki T. y DvorakJ.A.,1993,demuestranquela
marcadadiversidad intraespecíficaque existe en 7’. cruzi se
extiendea la respuestaespecíficaquedesarrollael parásitoanteel
“stress”medioambientalqueexperimentaen su ciclo devida.

Se haencontradoquelos cambiosde temperaturainducencambios
enel ADN del parásito,sin embargoestoscambiossontemporales,
implicando que representanadaptacionesmás que mutaciones.
Finalmente se demuestraque los cambios de temperatura
únicamente,no sonsuficientesparadesencadenarel desarrollode
la transformación.

Es sabidoque la mayor proteinasade cisteinaresponsablede la
mayor actividadproteolíticadel parásito7’. cruzi es la cruzipain
(CazzuloJ.jJ., et al.,1985). Estaproteinasaescodificadaporun alto
númerode copiasde genesrepetidos,localizadosen un número
variablede cromosomas(CaptellaO.,etal.,1992).
Estudiosposterioresrevelan que inhibidores específicosde la
cruzipain proteasaen 7’. cruzi bloqueanla diferenciaciónde
epimastigotesa tripomastigotesmetacíclicos(UrbinaJ. A., 1994).

Es bien conocidoquelos aisladosde 7’. cruzi tienenuna notoria
capacidadparautilizar carbohidratoso aminoácidoscomofuentes
de carbonoy de energía(CazzuloJ.J.,1992).

Igualmente,se sabequeestosparásitosson incapacesde degradar
completamentelos carbohidratos,inclusoen presenciade oxígeno,
produciendounamezclade C02, ácidosorgánicosy alaninacomo
productosfinales del metabolismo(Bowman 1. B. y Flynn 1. W.
1976; RogersonG. N. y GutteridgeW. E. 1980; CazzuloJ. jJ.,1992;
Sánchez-MM., et aL,1995).
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La relativaproporciónde estosproductosde degradaciónvaría
segúnlos aisladosdeL cruzi. que se estudian(Urbina J. A.,et
al.,1993).

El consumode la glucosapor los protozoostrypanosomátidosestá
caracterizadoporla excreciónde productosreducidostalescomoel
succinato,piruvato,etanol,alaninao lactato,dependiendode las
especies,tantoen condicionesanaeróbicascomoaeróbicas(Cazzulo
J. J., 1992).

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

El parásitoTrypanosomacruz¡ tiene la capacidadde invadir un
grannúmeroy variedadde célulasdemamíferos. La naturalezade
receptoresy el mecanismode interacciónes motivo de múltiples
investigaciones.

Seha encontradoquelos macrófagosy célulasmuscularessonlas
principalescélulasdianaparala invasiónde T. cruzi.

Estudiosultraestructuralesde estefenómenoin vitro, muestranque
la invasión ocurre por procesosde endocitosis,con unión e
interiorizaciónmediadospor diferentescomponentescapacesde
reconoceral parásito(Araujo-JT.C de.etal., 1992).

Estudiosde infeccióncon 7’. cruzi reportanqueel parásitoreconoce
residuossíalicosen la superficiede las célulasduranteel proceso
inicial de invasión(Ming M. et al., 1993).

Otras investigacionesrevelanqueel balanceentreácidosíalico y
galactosa/N-acetil galactosaminaen la superficie de los
tripomastigotes,es uno de los factores determinantesen la
capacidaddeinvadir lascélulas (Araujo-JT.C.de.et al,1992).

Se ha demostradoque T. erial no sintetizaácido siálico pero
contienela transialidasacapazde transferir el ácido siálico de
glicoconjugadosdelhospedador.
Se reconocequeesteácidoes necesarioparala invasióncelular
(Schenkman5., y EichingerD., 1993).
La adhesióny la interiorizaciónsonlos doseventosinicialesen la
asociaciónentre T. cruzi y la célula hospedadora,siendo el
parasitismocelular, el sucesoque tiene un papelcentral en la
patogénesis(llenriquezD. etal.,1981;Andrews N. y Colli W., 1982).
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Tanto los epimastigotes,como los tripomastigotesy formas
metacíclicasseunen a la superficiecelular, no hay diferenciaen
estepaso(Monteony. M. et al., 1992).

La formacióndevacuolaparasitóforadurantela penetracióndel
parásito T. erial hasido demostradatanto en célulasfagocíticas
comoen lasno fagocíticas,comofibroblastosy célulasmusculares
(NogueiraN. y CohnZ., 1976; MeireliesM.N., et al.,1986).

Aunque las formas epimastigotasno infectivas, y las formas
infectivas tripomastigotas,entran a las células mediante la
formaciónde vacuolaparasitófora,únicamenteel estadioinfectivo
sobreviveala ingestiónpormecanismoscomplejosde evasión.

Esto puedeindicar que las proteínasde la membranaplasmática,
incorporadasdentrode la vacuolasondiferentes,dependiendodel
estadiodel parásitoque fué interiorizadoy queestasdiferencias
reflejanreceptoresde unión selectivos(Hall B. It, et aL, 1991).

Estudiosde infección con 7’. cruzi revelan que la entradadel
parásitoa la célula, está mediadapor receptoresespecíficos,
requieresíntesisde proteínas,involucraazúcaresde superficiee
intervenciónde nucleótidos.A su vezpuedeserinhibidaporvarios
factoresy moléculascomo la N-acetil glucosamina(Piras R. et
aL,1982; CraneM.S. y DvorakJ.A., 1982).

Ha sido documentadoqueel ataqueinicial y la invasiónde T. cruzi
alascélulasdelhospedador,puedenserafectadosporunavariedad
de perturbacionesquímicas,queinvolucrantanto ala célulacomo a
la membranaplasmáticadel parásito.
Ejemplode ello esel tratamientoconproteasas(NogueiraN., y Cohn
Z., 1976; Henriquez D. R. et al.> 1981; PirasM. et al., 1985),lectinas
(ZenianA. y KierszenbaumE., 1982; MeirellesM N. etal, 1983), y
azucaresespecíficos(DvorakJ A.,1984; ZingalesB. y Colli W.1985).

Deacuerdoaresultadosde estudiosconmicroscopiaelectrónica,se
ha evidenciadola interaccióndel parásito7’. cnizi conla célulade
macrófago,revelándoseel papel importanteque desempeñala
proteinasade cisteinao cruzipain, presenteen la superficiedel
parásito(MoncayoA.,1994).

Amplios estudios,sobrelas interaccionesmolecularesentre el
parásito 7’. cruzi y la célulahospedadora,sehanobtenidoapartir
del análisisde los determinantesmolecularesen la superficiedel
parásito,tratandode dilucidarcúalde todaslas moléculasjuegaun
papelpredominanteen la invasión.
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Varias móleculashansido candidatizadas,la glicoproteinaTc-85
(Zingales B. y Colli W., 1985), la glicoproteina 83 kilodalton
(BoschettiM., et al.,1987), y el receptorcolágeno-fibronectina
(OuaissiMA. et al, 1986;Velge It, etal.,1988).

Se han encontradoaltos niveles de la enzimaneuraminidasa
asociadacon el procesode invasión del parásitoT.cruzi y un
progresivoincrementode la afinidad específicapor la D-galactosa
(CseteM., et al., 1985; BarbosaH.S., etal., 1993).

La relaciónentrevariasglicoproteinasno estámuy clara todavíay
no existeun consensode cúal o cúalesen combinación,sonmás
relevantesen el procesodela invasióndel parásito.
Sin embargola opinión comúnde los investigadoreses que la
invasión de células de mamíferospor 7’. cruzi, dependede la
habilidaddel parásitoparareconocerlos receptoresespecíficosen
la membranade la célula (SnaryD.,1985; Zingales II., y Colli
W.,1985).
Información acercade receptoresde superficie designana las
proteínas32 y 34 kda. como receptoresde la célulahospedadora
paraantígenosdelparásitoT. cruzi comprometidasen la invasióny
los cuales no correspondena las subunidadespolipéptidas
receptorasde la fibronectina(Davis C. D., y Kuhn R., 1990).

El parásito7’. cruzl entraa la célula hospedadoraformándosela
vacuolaparasitóforaque a su vez se une con el lisosoma, y
mediantemecanismosde evasiónel parásitologra escaparseal
citoplasmadondeseestablecela infección.
En el escapedel T. cruzí del fagosomase cree puedeestar
implicadaunahemolisinacapazde perforarla membrana(Ley V.,
etal.,1990).

Otros investigacionesrevelan la existencia de un antigeno
glicoconjugadode 35/42 kda. y de una glicoproteina 90 kda
presentesen la superficiede la formametacíclicadel parásito.

Investigandoacercade si la molécula35/42 kda podríaserligando
parareceptor celular,utilizandoanticuerposmonoclonalesquelo
reconocen,seencontróqueefectivamente,esteantígenopurificado
puestoen contactocon célulasVERO, se uneaellas, inhibiendola
entradade las formas metacíclicas,lo que confirma su papelde
ligandoen el procesodela invasión (Ruiz R. de C., et al., 1993).

Se conoceque T. cruzl no realizavariaciónantigénicade superficie
como ocurre con T. brucei, sin embargocadaforma del ciclo
biológico tiene diversidadde glicoproteinasy glicolípidosen su

-r
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superficie, siendo algunasespecíficasde estadoy varian su
estructurasegunla cepadel parásito(De SouzaW. et al., 1978).

Otros estudiosmoleculareshan reveladola existenciade una
glicoproteinade aproximadamente82 kda. en la superficie de
tripomastigotesmetacíclicos,comola responsablede la entradadel
parásito en las células del hospedadora travésde un ligando
receptor.Tambiensedescubrióqueestecomponentede superficie
de los tripomastigotesmetaciclicosde T. erial involucradoen la
penetración, es una molécula que no hace parte de los
tripomastigotessanguíneosni de aquéllosderivadosde cultivo
celular(RamirezM.I., et al., 1993).

Como sehamencionadoanteriormente,Trypanosomacruzi sedivide
intracelularmentecomoamastigotesy finalmentese transformaen
tripomastigotesquesalenal exteriorde la célulay eventualmente
puedenseringeridosporel insectovector(MortaraR.A., 1991).

En la infeccióncelularconT. erial, la vacuolaparasitóforacondene
la formametacíclica. En los primerosmomentosde la entradadel
parásitoocurren procesosfisiológicos importantesy la forma
metacíclicase transformaen aimastigote.
Se confirmaquelos amastigotesproducenproteínashemoliticasTC-
TOX, las cuales forman poros en la membranadel fagosoma,
permitiendoel escapedel parásitoal citoplasmadondeempiezaa
diferenciarseen tripomastigotes(Rondinelil E., 1994).

Después de la penetración del parásito en la célula, el
tripomastigoteenvueltoporla vacuolamantieneescasamovilidad,
luego empiezaa transformarseen amastigote,procesoquepuede
durar cerca de tres horas y así permanece durante
aproximadamentecuarentahorasantesde iniciar sureplicación.
La síntesisde ARN se inicia treshorasdespuésde la penetración
(CraneM.S.T., et al., 1980).

Se han realizadonumerososestudios,con el fin de dilucidar los
mecanismosde interaccióndelparásitoconsu célulahospedadora,
seconocequeel contactoinicial y la interiorizaciónrequiereenergía
metabólica,las enzimassuccinatodehidrogenasay la fumarato
reductasasondosenzimascríticasparael metabolismoenergético
(RubboH. etal.,1994).
Además ya es conocido que, componentesde la membrana
lisosomalcontribuyenala formaciónde la vacuolaparasitófora.

El escapedel parásitodela vacuola,dependedela acidificacióny al
parecer está mediada por la acción coordinada de una
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neuroaminidasaderivadadel parásitoy una sialidasacapazde
desializar los constituyentesde dicha membranacon una
consecuenteformaciónde poros(Hall B.F.,1993).

Los amastigotesen el citoplasmacelular, sevan multiplicandopor
fisión binaria, mediantenuevea diez divisionesconsecutivas,y
revierten de manera no sincrónica, a tripomastigotes,vía
epimastigotescomoestadiosintermedios.
Luego la célula se rompe liberándo los tripomastigotes,y se
continúa la infección(DvorakJA., 1976; Tafuri W.L., et al.,1983.).

Existenlineascelularesestablecidasconpropiedadesóptimaspara
estudiosde infeccióncelular,ya que posibilitanla interiorización
del parásito y el posterior establecimientode la infección,
característicasque permiten estudios de seguimientode los
mecanismosy comportamientodel parásito7’. erial en condiciones
de laboratorio.

Algunasde las célulasmásutilizadasen los estudiosdel desarrollo
intracelularde T. cruzi hansido, los cultivoscelularesde embrión
de pollo (Meyer H. y Oliveira M., 1948), líneas celulares
permanentescomocélulasVERO (HansonW.L. et at,1976;BrenerZ.
etal, 1976; Bertelli M.S. y BrenerZ., 1980;VelascoJ.R.,1989),líneas
de macrófagos(Carvalho V.T.,1983) y fibroblastos de ratón
(Tanowitz II. et al., 1975).

Se ha demostradoque la línea celular J774 es deficiente en la
producciónde metabolitosintermediosde oxígenodespuésde la
fagocitosis,lo quepermitela continuidadintracelulardel parásito,
estalíneasecomportacomomacrófagos(RalphP., et al., 1975).

Estudios de infección con 7’. cruzí han revelado que los
tripomastigotesinvadencélulasde mamíferosdemanerapolarizada
y penetranlos fibroblastos en la periferia celular donde la
fibronectina y sus receptorescelulares están concentrados
(Schenkman5. et al., 1988).
La alta motilidad del tripomastigotees más eficiente que el
amastigoteparala interiorizaciónen la célulahospedadora,lo que
suponeun mecanismoque involucra la participaciónactiva del
parásitoen el procesode entrada(Kipnis Ti., et al., 1979).

Duranteel procesode invasióncelular de 7’. cruzi a la célulay
despuésde la asociacióndel parásitocon dicha célula, se ha
encontradoun aumentosignificativo en la concentraciónde calcio
intracelular.
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Es de anotarqueel calcio intracelularsirve como factor de los
segundosmensajeroscon miras al control de la variabilidad
funcionaldela célula (Do Campoy MorenoS.Nj.,1996).

Existen sólidasevidencias que demuestranla citotoxicidad del
óxido nítricoen macrófagosen contrade parásitosy bacterias.
Se demuestrala actividadparasiticidade éste,contraTrypanosoma
erial (DenicolaA. etal, 1993).

Son numerososy complejostodoslos mecanismosqueimplican la
interacciónhospedador-parásito,los cualesse han desarrollado
coevolutivamenteen unafina y especialadaptación.

1. 6. INFECCIONCON T. cruzl EN MODELO EXPERIMENTAL

El parásito 7’. cruzl, tiene un amplio rango de hospedadores
mamíferos,en los cualesseestablecela infección.

En experimentoscontroladosse utilizan diferentesmodelostales
como conejos,ratones,ratas,perrosy hamsters(Pizzi T.P., 1957;
OkumaM. et al.,1966; BrenerZ.,.1973; ScottM.T.,y Goss-Sampson
1984; FigueiredoF. et al.,1985; De-GaspariE. et al. 1990; De-Lana
M. et al., 1992; RamirezL.F. etal., 1994).

El modelomurino es muy adecuadoparareproducirlas lesionesy
alteracioneshistológicasde la enfermedadde Chagas.
Tambienha sido utilizado paraestudiosde respuestainmune,
obteniendoselos mejoresresultadosde infecciónexperimentaly es
un buenmodeloen programasde pruebaparadrogasy posibles
vacunas(WrightsmanR., et al., 1982; AndradeV. et al.,1985;
ZweerinkH. et al.,1985; González-C S.M., y Mirkin G.,1994).

Es conocido que, distintas cepas de ratones difieren en la
susceptibilidada la infección con 7’. erial y se ha planteadoque
existeun controlgenéticocomplejode los nivelesde parasitemiay
de la supervivenciade los animalesinfectados(WrightsmanR. et
aL,1982; ZweerinkII. et al., 1985).

Algunascepasde ratonesse comportancomo resistentesy otras
comosusceptibles(JuríM.A., etal., 1990).
Estudiosen faseagudade infeccióncon T. erial en diferentescepas
de ratones,revelan que ratonescepaSwiss son medianamente
susceptibles(Mc CabeR., et al., 1989).
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Entre los factores genéticosimportantesque determinan la
resistenciao susceptibilidadala infecciónconel parásito7’. cruzi se
encuentran los genes ubicados en el sistema mayor de
histocompatibilidaddel ratón(complejo11-2), cuyosproductosestán
involucradosen la regulaciónde la respuestahumoraly celulara
diversosantígenos(WrightsmanR. etal., 1982; Juri M., et al.,1990).

La edad,sexo,constitucióngenéticay dósisdel parasitoinoculadaa
los ratones,al igual que la cepao clon de 7’. eruzl son factores
importantesque influyen en la evolución de la infección y
enfermedad.Tambien es conocido que a bajas temperaturas
ambientalesseencuentranmayoresparasitemiasy las deficiencias
nutricionalesafectannotoriamente(BrenerZ.,1973).

Los tripomastigotesinfectan un gran número de células del
hospedadormamífero,el parásitose diferenciaen amastigotes
intracelulares,los cualessemultiplican y a su vez se transforman
en tripomastigotes.
Lascélulasse rompeny los parásitosson liberados,invadenotras
células adyacenteso se diseminanpor el torrente sanguíneo
llegandoaotrosórganos.

Esteciclo lleva a un incrementoexponencialen la poblacióndel
parásito,tanto intracelulannentecomoen sangre(BrenerZ., 1994).
Los amastigotesintracelularesse dividen de maneraasincrónica,
dandolugaramuchosamastigotesdentro,los cualesse evidencian
como agrupacionesdel parásitollamadaspseudoquistes(Dvorak
J.A., 1975).

Hansido numerososlos estudiosrealizadoscon el parásitoT. cruzi
con miras a dilucidar factoresinvolucradosen la parasitosisy las
diferenciasexistentesde acuerdoa los estadios.

En investigacionesde OuaissiM. A., et al.,1984,sepudo identificar
un sectorespecificoen el tripomastigotesanguíneo,que seunea
fibronectinasde lascélulasde los mamíferos.
Por otraparteel investigadorNogueiraN.,1980y 1983, encontró
un factor antifagocítico en la superficie del tripomastigote
sanguíneo,con actividadglicosidasa,y queno se encuentraen la
formametaciclicaprocedentede cultivo. Lo quepermitepensar
que este factor probablementedefiendeal parásitodel ataque
humoral,alterandoel dominio Fc delas inmunoglobulinas.

Resultadosde recientesestudios,confirman el papelrelevantede
las lectinasespecíficasen trypanosomátidos,las cualesintervienen
en la interaccióndel hospedadorcon el parásito,ya que son
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proteínasque se unen a residuosde carbohidratosespecíficos
(JacobsonR.L., y Doyle R.J., 1996).

Estudiosllevadosa caboporWrighsmanR. et al 1982,permitieron
dilucidar los varios genesen el genomadel ratón, los cualesson
responsablesdel control de la respuestaaparásitosintracelularesy
en generalde la respuestaala infeccióncon 7’. cruzi

Por lo tanto,segunsusobservacioneslos autoresconcluyenquelas
bajasparasitemiassondebidasenparte,aunaexpresióndominante
del raton a la infección. Ademásanotanque, las célulasT están
involucradasen los niveles de parasitentaen todaslas cepasde
raton.

En ocasionessehaplanteadoquelos nivelesde parasitemiaquese
obtienenen ratonesinfectadosexperimentalmente,dependende la
cepadel parásito sin tener en cuentael tamaño del inóculo
(AndradeS.G.,1974).

Sin embargoestudiosrecientesrevelanqueel númerode parásitos
de 7’. eruzi inoculadoses un factor muy importante para la
evolución de la infección, ya que modifican la prepatencia,los
niveles de parasitemia y la supervivenciade los ratones
susceptibles.
Seharevelado,quecepasde ratonessusceptiblesala infeccióncon
2.000 a 10.000 parásitos, se comportan en realidad como
resistentes,cuandose infectancon una dosismenorde parásitos
(ZúñigaC.,1995).
Probablementela bajacargaparasitariainicial permiteal animal
desarrollaruna respuestainmune adecuadapara controlar la
infección(MarsdenP.D.,1967).

Diferentesinvestigacionesde infecciónconmodelosexperimentales
de ratones, muestrande igual manera,que los niveles de
parasitemiano son indicadoresde la potencialduraciónde los
animales(Kuhn R.E., y Durum S.K.,1975;WrightsmanR. et al, 1982>.
Estudios realizados por DeTitto et al., 1987, revelan que
subpoblacionesde 7’. eruzi obtenidasde ratonespreviamente
infectados,puedendiferir en la capacidaddeinfectarcélulasy en la
capacidadde infecciónletal en ratones.

Ratonesinfectados con el parásito 7’. eruzi muestran severa
inmunosupresión,afectándosela actividad de las células T
ayudadorasy la anormalsupresióny expresiónde citoquinas.
Poco se sabe acerca de los mecanismospor los cuales la
inmunosupresiónes induciday mantenidadurantela infección,ni
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acercade la interaccióncelularla cualpuedeser requeridapor la
actividadinmunoreguladora(CerroneM.C., y Kuhn R.,1991).

Ha sido postulado,queratonesinfectadoscon un simple estimulo
antigénicode 7’. erial desarrollanunapequeñapoblaciónde células
T ayudadoras,perola expansiónclonaldelos linfocitos es reducida
por un segundogrupo de macrófagossupresoresen el umbral
requeridoparaproducirunarespuestainmunedetectable.

La administraciónde un segundoreto antigénicoen el tiempo
correcto,puededesencadenarla expansiónde célulasT ayudadoras
en tasasuperiora la de los macrófagossupresores,en el umbral
necesarioparavencerla supresióne inducir la respuestainmune
(CerroneM.C., y Kuhn R.,1991).

Algunosagentesquímicosy físicosse hanutilizadoparael estudio
del efecto de inmunosupresiónen la enfermedadde chagas
experimental.
La ciclofosfaunidaregularmenteincrementala parasitemiay en
algunoscasosla mortalidady la severidadde la miocarditis,en la
faseagudaen ratonesde experimentación.

Todo pareceindicarquela ciclofosfarnidainterfierecon la red de
inmunosupresiónla cual aparentemente,sostiene la forma
indeterminadade la enfermedad(BrenerZ.,1994).

Estudiosinmunológicosrevelanla importanciade lascélulasT para
el control de la parasitemiay susceptibilidadala infeccióncon el
parásitoT. erial.
Unaaltaparasiterniaqueimpide la supervivenciadel ratóndurante
la faseaguda,puedeestarrelacionadacon lapérdidade la síntesis
de anticuerposespecíficos,o por la ausenciadecitoquinascapaces
de activar los macrófagos que destruyen los parásitos
intracelulares.
Se enfatizael papelde los linfocitos CD8 en la proteccióncontrala
infecciónde 7’. cruzi en los hospedadoresmamíferosincluyendoel
humano(HontebeyrieM.,1994).

Otras investigacionescon ratón realizadasen fase agudade la
infeccióncon 7’. erial, muestranqueel interferongammaactivalos
macrófagos,inhibiendosela multiplicación del parásito,lo que
conilevaa unadisminucióndela parasitemiay de la mortalidaden
muchoscasos.
En otro estudioparalelosecompruebaqueno hayningunefectodel
factor de crecimientocelular (TGF) en la disminución de la
parasitemia((Mc CabeR.E. et aL,1991; SilvaJ.S.,et al.,1991).
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Sonmuchoslos cambiosqueseobservanen la actividadcelulardel
hospedadoren las infeccionescon 7’. cruzl.
Los tripomastigotespuedenser destruidospor los macrófagos
activadosy los mecanismosindependientesde oxígeno tambien
tienengranimportancia(Mc CabeR.E. y Mullins B.T., 1990).

Posteriormentecon otrosestudios, sehademostradola actividad
parasiticidadel óxido nítrico (NO), producidopor los macrófagos
activadosencontradel parásito(DenícolaA., et al, 1993).

Estudiosenmacrófagosde ratonesinfectadoscon 7’. cruzl, revelan
transferenciade fragmentosdeADN entreel parásitoy la céluladel
hospedador.El ADN del kinetoplastode T. eruzí seintegraen el
genomadel macrófago,alterandosela regulaciónde la expresión
génicaenel hospedador(TexeiraA.R., et al., 1994).

Trabajosen el campode la biología molecular,hanreportadoque
un péptidosintéticode T. eruzl, de 19 aminoácidos(SP4),muestra
actividaddeproteccióncuandose administraa ratones,ya quese
observaqueinducelas respuestashumoraly celular,porsemejanza
conformacionaldel antígenodelparásito(BuaJ. et al., 1991).

1. 7 TRIPANOSOMIASISAMERICANA
O ENFERMEDAD DE CHIAGAS

Las infeccioneshumanascon el parásitoT. eruzí,puedenocasionar
seriosproblemasde morbilidady mortalidaden poblacionesde
paísesendémicosdeAmérica.
Seestimaque16 a 18 millonesde personasestáninfectadasy cerca
de90 millonesestánenriesgode adquirir la infección(MoncayoA.
1994).

La tripanosomiasisaméricanao enfermedadde Chagas es
fundamentalmenteuna zoonosis, donde el humano es un
hospedadoraccidental.

El parásito T. eruzl es un protozoo hemoflageladoel cual es
transmitido a los hospedadoresvertebradosmediante las
deyeccionesinfectadasde un insectohematófago,en el momento
de la ingestiónde sangre.

1.7.1. Transmisión del parásito: Existen tres ciclos de
transmisiónde T. eruzi en los cualesel vectorparticipa(Schmunis
GA.,1994).
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1.7.1.1 El ciclo doméstico, responsablede la infección en
humanos,ocurreen viviendasruralesy periurbanas,cuyasparedes
de las casassonconstruidasconbarequey techode paja.
Los animalesdomésticosqueviven estrechamenteconel humano,
son los reservoriosdel parásito. FI insecto vector vive y se
multiplicaen lashendidurasde lasparedes,debajode los muebles
y en rinconesoscurosde lashabitaciones.

1.7.1.2 El ciclo peridoméstico,en el cual animalesdomésticos
semuevenlibrementefuerede la habitaciónhumanay puedenser
picadosporinsectosselváticosinfectados.

1.7.1.3 El ciclo selvático, involucra vectores netamente
selváticosque se infectan de animalessilvestresy a su vez los
infectan, talescomodiferentesespeciesde roedoresy marsupiales.
El humano tambien se puedeinfectar ocasionalmentecuando
incurrea estehabitat.

Las infeccioneshumanaspor transmisióninvolucrandoal vector,
suelenocurrir en poblacionesendémicassocioeconomicamente
deprimidas.
Existenotrasinfeccionespor 7’. eruzl quesonde importanciay en
las queno intervieneel vectordirectamente,sonlas adquiridaspor
transfusionessanguíneas(ZunaH., et al., 1985;Martelli C.M.T., et al.,
1992),transmisióntranspíacentariaencontradasen reciénnacidos
entre 1-10% y algunaspocas infecciones por accidentesen
laboratorio(AzogueE. et al.,1985;BrenerZ.,1984;ZunaU., et al.,
1985; Martelli C.M.T., et aL,1992;.KirchhoffL.V.,1993).
En los últimos añosdebido a la problemáticadel SIDA se ha
incrementadoel conocimientode la poblacióninfectadacon7’. erial
por la necesidaddel análisisserológico,lo quehaevitadoen alto
grado la transmisióntransfusionalde la enfermedadde Chagas
(SchmunisG. 1994).

1.7.2. FASESDE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En la tripanosomiasisAmericana o enfermedadde Chagaspueden
distinguirsentresfaseso formasclínicas:

1.7.2.1 Enfermedad aguda: Se presentaen el 5% de los
individuos infectados. Comprendela primoinfección y la
observacióndel parásitoen su estadiode tripomastigotesanguíneo,
en la cual se puedeevaluar las parasitemias,que estaránde
acuerdocon las característicasdel hospedadory la virulenciadel
parásito.
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Las manifestacionesdel Chagasagudoaparecendespuésde un
períodode incubaciónde 3 a 12 días. La evidenciade entradadel
parásitoo chagomade inoculaciónes notableen los casosagudos,
cercadel 80%al 100%presentanla manifestacióncutáneao el signo
de Romañacaracterizadoporel edemapalpebral,constituyendoun
elementode altonivel diagnóstico.

La sintomatologíaincluye hipertemiacon intensidady duración
variables,irritabilidad, cefaleasy mialgias,astenia,anorexia,y en
ocasionessomnolencia,dolores osteoarticulares,adenopatias
satéliteso generalizadas,hepatoy esplenomegaliay ocasionalmente
vómitos (BassoG. et al, 1978).

En alto porcentajeocurre compromisocardíacocon miocarditis
aguda,y en menorgradocompromisoneurológicoquepuedellegar
a la meningoencefalitis.En los niños lactantesse presentanlas
mayorescomplicacionesy su severidadguardaestrecharelación
conel pronóstico(BoccaT. C.,1972).
La faseagudade la enfermedadsuelepasarinadvertidaen muchos
casos.
Aproximadamenteentre uno y dos meses después de la
primoinfección,la parasitemiacesapor la respuestainmune y se
establecela fasecrónica. Sehanreportadocasosde reagudización
en pacientescrónicosinmunosuprimidos.

1.7.2. 2 Faselatente: La mayoríade los pacientesse recuperan
de la faseaguday permanecenaparentementeasintomáticospor
largosperíodosde tiempo,incluso todala vida, considerandoseésta,
la forma ‘indeterminada”de la enfermedadde Chagas(BrenerZ.,
1994).

Los individuos infectadospero sin ningunasintomatologíainicial,
sufrenunaevoluciónlentade la infección, la cualdarápasoa una
sintomatología,sin resolverla infeccióncomosueleocurrir algunas
vecesen otras parasitemias.Por lo tanto tambien se les debe
considerarcomo individuosenfermos(BraunM. y De-Titto E. 1985).

1.7.2.3 Enfermedadcrónica: Se caracterizapor la desaparición
de parásitosen sangre.Entreel 60-80%delos individuos infectados
la padecen(Hontebeyrie-JM., 1993>.
El Chagascrónicoafectaconun gradovariablede compromiso,los
diferentesórganosdel individuo infectado. Los órganosmás
frecuentementeafectadosson el corazón, tubo digestivo y
musculaturaen general.
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No se tienemuy clarotodavíasi lasformascrónicassonsecuelasde
la enfermedad aguda o son manifestaciones tardías o
independientesde la primoinfección(BraunM. y De-Titto E.,1985).

Cabeseñalarque la mayor prevalenciade patologíaen la fase
crónicasepresentaen pacientesquetuvieronalgunamanifestación
clínicadurantela faseaguday queal parecerexisteunacorrelación
significativa entrelas formas clínicasy el áreageográfica,lo que
lleva a pensarque puedehaberunarelación importantecon la
variabilidad de los parásitos,con los hospedadoresy sus
condicionesambientalesy de nutrición (Pinto-D. J.C.,1982).

El compromisocardíacoes la manifestaciónmásfrecuentede la
enfermedadcrónica,seexpresavariosañosdespuesde adquiridala
infección,conevoluciónlentae irreversible.

Clinicamentela cardiopatíachagásica,puedepresentarsecon
síntomasde trastornosdel ritmo cardiacoy/o de insuficiencia
miocárdica.Porimágenesradiológicasseobservaqueel tamañodel
corazón aumenta hasta la cardiomegalia, por dilatación e
hipertrofia,principalmentede las cavidadesizquierdas.
Las anormalidades electrocardiográficasmás frecuentes
correspondena trastornosen la conduccióndel impulsoelectricoy
enel ritmo cardíaco(RosembaumM.B.,1964).

El Chagas crónico presentacaracterísticaspeculiares y la
parasitemiaes subpatente,los tripomastigotessanguíneos,cuando
los hay, sólo sedetectanpor métodosparasitológicosindirectos
comoel xenodiagnósticoy hemocultivo(BrenerZ.,1994)

La fase crónica se caracterizapor una continuaproducciónde
lesionestisulares,lascualesson independientesde la presenciadel
parásito.Durantela enfermedadcrónicael dañotisular se atribuye
amecanismosde tipo inmunológico(GazinelliG. y BrenerZ.,1991).

Estudiosllevadosa cabo en autopsiasde pacienteschagásicos,
revelanque el númerode parásitosencontradosen tejidos,suele
sermuy bajo y éstolleva a suponerque sonmáslos factoresque
participanen la patogénesisde la enfermedadde Chagasquela sóla
presenciadel parásito.

Actualmenteseconocequela respuestainmunehumoraly celular
del hospedadorinducenaunarupturade la autotolerancia,debido
a factoresmuy complejosen la interacciónparasitaria(Brener Z.,
1994).

T
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Se han mencionado algunos factores que perturban la
autotoleranciaen el hospedador,talescomo secuenciasde péptidos
compartidaspor autoantígenos,y la posibleinserciónde ADN del
parásito en el ADN de la célula.

Tambiensehaconsideradola existenciadel ntmetismomolecular
entre antígenosde 7’. eruzi y tejidos del hospedador,lo que
explicaríael dañotisular autoinmuneen la enfermedadde Chagas
(Avila J.,1992;Mesri E.A., et al.,1990;Levitus G., et al., 1991>.

En la actualidady segunresultadosde muchosestudios,secreeque
la patologíadel Chagascrónico es producidapor reacciónes
autoinmunes,dirigidasen contrade célulasmuscularesy nerviosas
principalmentecomo tambien en menor grado por directa
destruccióncelularporpartedel parásito.

1. 8. I14MUNOLOGIA EN LA INFECCIONCHAGASICA

Las múltiples investigacionesllevadasa cabo paradilucidar los
mecanismosde la interacciónhospedador-parásito,tanto en
modelos experimentalesde infección con 7’. cruzi, como en
individuosconenfermedadde chagas,hanevidenciadounasedede
conocimientosrelacionadosconla respuestainmunedelhospedador
mamífero.

Existe unaextensay completarevisión de la inmunologíaen las
infeccionescon Trypanosomacruzi , entreellos ScootM.T., y Snary
D.,982,y TeixeiraA.R.,1987,las cualespermitenmayor claridad
conceptualde numerososmecanismosinvolucrados.

Son muchos los factores que parecenser importantesen la
regulaciónde la infeccióncon 7’. eruzl, talescomola activaciónde
macrófagos,anticuerposy complemento,citotoxicidadmediadapor
célulasy dependientede anticuerpos,y citotoxicidadde célulasT,
entreotros. Estosmecanismosdependendela composicióngenética
del hospedador.
Se postulaque ni los receptoresC3b ni Fc en macrófagos,están
involucradosen la fagocitosisde 7’. eruzi, peroaparentementelas
moléculas pronasa sensitivas del macrófago, junto con
glicoproteinasde superficiedelparásitosonlas implicadas.

Cuandoel macrófagose activa, probablementepor la accióndel
interferón gama, el cual a su vez se ha incrementadopor la
infección, el fagosomase une con los lisosomasy el parásitoes
destruidopor acciónlítica y metabolitosde oxigeno.
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Hay evidenciasen ratón,queel interferonalfa y betainducenla
produccióndecelulasNK, lascualesjueganpapelimportante,pero
pococonocido.

El parásito por su parte, ha desarrolladomecanismosmuy
importantes para la evasión de la respuestainmune del
hospedador.
Los tripomastigotessanguíneosdebenevadir la acción de los
anticuerpos y la lisis del complemento,como tambien la
citotoxicidad.
Se sugierequehayvariosmecanismosmediantelos cualeséstoes
posible:
a. mmunosupresiónno específicainducidaporsustanciasderivadas
del parásito.
b. naturalezaprotectiva de la superficiedel parásito,moléculasde
acciónantifagocíticas,y anti actividadde C3.
c. la hábilidad enzimática del parásito para romper las
inmunoglobulinasliberandoúnicamenteel segmentofabparaunir
al antígenoseparándolodel Fc queactivael complementoevitando
así,la lisis del parásito.
d. cubrimientoy desalojodelos complejosantígeno-anticuerpoque
seformanen la superficiecelular.
e. compartiendoantígenoparásito-hospedador.(Clark 1 A. y Howell
M.J.,1990).

Una de las mayoresactividadesen inmunoparasitología,es la
identificación de antígenosde parásitosque tengandiferentes
efectosinmunológicosbajo circunstanciasde infección, paraser
utilizadosposteriormentecomo antígenosde protección(Gea5. etal,
1992)
Ratones inmunizadoscon antígenosacidicos y parcialmente
purificadosdel citosol de 7’. eruzl, inducenparcialmenterespuesta
inmuneprotectiva. La respuestahumoralen contradel parásito,
dependede la presenciade epitopesantigénicoslos cualesunen
isotiposdeanticuerposcapacesde mediarla muertedel parásito.

Se sugierequela patologíaen la fasecrónicade la enfermedadde
Chagases de naturalezaautoinmune.
Existen dosmecanismospropuestoslos cualespodríanproducir
autoinmunidad:

1. La infección parasitariaproduciría una alteración de la
inmunoregulación,lo cualconduciríaa unapérdidade tolerancia
haciaantígenospropios.
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2. Reconocimientoinmunede algunosantígenosde Trypanosoma
erial, los cualesdaríanreaccióncruzadacon ciertosantigenosdel
mamífero hospedador,lo que produciría autoinmunidadpor
mimetismomolecular(Avila J.L.,1992).

Infeccionescon T. eruzl inducen la división de macrófagos
peritonealesen ratonesBalb/c. Se ha demostradopor análisis
citogenético que fragmentos de ADN de minicirculos del
kinetoplastodel parásito,seinsertandentrodel ADN de la célulade
macrófagosy de fibroblastos(TeixeiraAR. etal, 1994).

Se hanencontradoantígenosdel parásitoen órganosy tejidos de
ratonesdurantela infeccióncon 7’. cruzi. Los amastigotespueden
ser observadosen los tejidos durantela fase aguday en fase
crónicaconprogresivadisminuciónconformepasael tiempo.

Sin embargolos antígenosdel parásitosondetectadosen infiltrados
inflamatoriosdurantela fasecrónicade la infección, quizáscomo
unaconsecuenciade la lisis de célulasinfectadas(YounesA. et al,
1988).
Probablementeel ADN del parásitoinsertadoenel ADN de la célula
actúacomo un antígenoque sostienela reacciónautoinmuneque
aconteceen la patologíadel Chagascrónico.

Desdehacevariosañossevieneinvestigandoacercade la infección
parasitariacon T. erial. La resistenciaen contrade la infección
involucramecanismosde respuestainmuney/o no inmune.

Fuéreveladoen su momento,quelos genesde la respuestainmune
en ratón estanunidos al complejomayor de histocompatibilidad
(MHC), sistemagenéticoinvolucradoen la induccióny regulaciónde
la respuestahumoraly celularen contrade antígenospresentesen
el organismopatógeno(Pizzi T. y PragerR.,1952; TrishmanT.M.y
BloomB.R.,1982).
En la actualidad se sabe que son muchos más los factores
involucradosmodulandola accióndel parásitoy la respuestadel
hospedador.

Algunos estudios revelan que la ausencia de receptores
determinadosgeneticamentey requeridospor el parásitopara
entrara la célulay la ausenciade factoresde diferenciacióndel
hospederorequeridospor el parásitoparasu multiplicación, son
otros factoresqueevitaríanel establecimientodel parásitodentro
del hospedador(ScottM.T. y SnaryD.,1985).
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1. 9. PROTECCION Y PERSPECTIVAS

Sehanllevadoa caboinnumerablesestudiosendiversoscamposde
la investigación,conmirasal mayorconocimientode la interacción
hospedadory parásito en la patogéniade la tripanosomiasis
americanao enfermedadde Chagas.
Todaslas investigacionessonconmiras de búsquedaaunaposible
soluciónde controlen estapatología.

Debido a la estructuraclonal de las poblacionesde 7’. eruzl y su
diversidad genética, se hace absolutamentenecesario un
conocimientomuy amplio de factoresbiológicosy médicosparael
controly proteccióncontraestaparasitosis.

Degran importanciaen los estudioscon 7’. erial sonlos conceptos
de diversidadgenéticadistinguiendolode variacióngenética.
La diversidadantigénicaimplica diferenciasen la expresiónde los
antígenosa diferenciade la variación antigénicadonde lo que
acontecees unaexpresiónde versionesalternantesde un mismo
antigeno,queeslo queocurreen tripanosomasafricanos.

Teniendoclaridad en ésto,se haceparticularmenterelevanteel
entendimientode lasbasesmolecularesestrechamenterelacionadas
con los cambiosen las propiedadespatofisiológicasy el análisis
epidemiológicode la infección, lo cual conduceal hallazgode una
posiblevacuna(Myler Pj.,1993).

Retosantigénicosadministradoscon intervalosestrechosde tiempo,
puedenabolir la imnunosupresiónpresenteen ratonesinfectados
experimentalmentecon T. erial de maneraespecífica.

Durante la infección se encuentransubgruposde macrófagos
supresoresy subgruposde macrófagosayudadoresy beneficiosos
(CerroneM.C. y Kuhn R.,1991).
Estosretos sehacencon la posibilidadde crearunacompetición
entrela producciónde estasdospoblacionescelularesy del número
relativo de los dos tipos se daráunamodulaciónque en última
instanciapermitaresolverla infecciónporpartedel hospedador.
Los resultadosde las investigacionesde González1. et al,1991,
revelanquelos suerosde ratonesinmunizadosconantígeno90 Kda,
muestranactividad tripanolítica complementodependientey
tambien imposibilidad de que formas metaciclicasde la cepa
TulahueninvadancélulasVERO in vitro.
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Trabajosen el campode la biología molecularhan reportado
identificación y caracterizaciónde diferentes moléculascon
capacidadprotectivaen animalesdeexperimentación.

Se haelaboradoun péptidosintéticode 19 aminoácidos(5P4),que
muestraactividadde proteccióncuandose administraa ratones.
Estepéptidoinducelas respuestashumoraly celular,lo queindica
que efectivamenteasemejala conformacióndel antígenodel
parásito 7’. cruzi pudiendodesencadenarproteccióninmune en
ratonesencontrade la infección(BuaJ. et al.,1991).
Es necesariocontinuaren las pruebas,utilizando otros modelos
experimentalesconmirasa determinarsilosantígenossintéticosy
ésteenparticularasemejanantígenosde todoslos clonesnaturales
conocidos.

Otrosestudiosrevelanque péptidosconsecuenciaArg-Gly-Asp-Ser
son reconocidospor los tripomastigotesde 7’. eruzl, siendouna
posibilidad para ser explorada con miras a estudios
inmunoprofilácticos (OuaissiM.A. et al., 1986; Peyrol 5. et al,
1987).

Posterioresestudiosde inmunizaciónde ratones,muestranque
pequeñasconcentracionesde antígenosdel parásitopurificados,e
incorporadosen un sistemapropio de antígenoderescate,confiere
protecciónde 100% alos ratones,evitándosu muertecuandofueron
inoculadoscondosisletalesde tripomastigotes(Araujo F.C. y Morein
B.,1991).
Resultadosde estudios, con ratones inmunizados con la
glicoproteinade 56 kilodalton de 7’. cruzl, muestranevidencias
significativasde proteccióncomoun antígenocandidatode primera
línea,parauna vacunamultisubunitariaen contradel parásito
(Harth G. etal., 1994).

Existen numerosasdiscusionesa cerca de cómo abordar el
problema,semencionandosalternativasaprovechablesparauna
posiblevacuna:

Una, seríala vacunaantiparásito,principalmenteparacontrolarla
parasitemiaen faseaguda y otra, seríala vacunaantienfermedad
conel fin de controlarel desarrollode la patologíacrónica.
La expectativaes quecontrolandola parasitemiasepodríaayudara
disminuirla incidenciay/o la severidadde la patologíacrónicaenla
enfermedadde Chagas(MoncayoA.,1994).
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En la actualidadla infecciónhumanacon T. erial secombatecon
medicamentos,talescomoel Nifurtimox (Lampit), y el Benznidazol,
los cualessonde primeraelecciónenel Chagasagudo.

El modo de acción consisteen la reducciónmetabólicade grupos
nitro. lo quepermitela producciónderadicalesnitroaniónicosy una
directa interferencia en la síntesis de macromoléculasy
componentescelularescomo el ADN, lípidos y proteínas.

La Actinomicina D, la Anfotericina B, y las Aminoquinolonas,el
Allopurinol y compuestosImidazólicosy Ketoconazolson otros
medicamentostambienutilizados(Castrode S.,1993).
Sin embargotodasestassustanciasimplican parael paciente,un
problemade toxicidady de importantesreaccionessecundarias.
Ningún medicamentoha sido señaladocomo totalmenteefectivo
frenteala enfermedadde Chagas.

Regularmentese llevanacabopruebasen el laboratorio,buscando
medicamentosy dosisadecuadas,paraencontrarla mejorelección
en el tratamiento.
Las formas metaciclicas de 7’. eruzl, cepa Y, tratadas con
ActinomicinaD/50 .tg ¡ml a unapoblaciónde io7 parásitos/ml,
muestranque continúanviables peropierdenpropiedadespara
entraralas célulasVERO y no sereplicandentrode los macrófagos
normales,ni inducenlesioneshistológicas(Da-Cruz MQ ,et al,
1991).

La enfermedadde Chagases un problemade salud pública en
muchos paísesde América, constituyendoseen una de las
patolologíasde declaraciónobligatoria recomendadopor la
OrganizaciónMundial dela Salud.

Muchosesfuerzossellevanacaboenla actualidadparasu control,
se hacen numerosascampañasa nivel de las comunidades
afectadas,dandoeducaciónacercade comoerradicarlos vectores
del domicilio en laszonasendémicas.
Tambienanivel de bancosde sangreselleva un rigurosocontrolde
análisisparaevitarla transmisióntransfusional.
Diferentesgruposde trabajotantoen paísesendémicoscomoen los
que no lo son, continúanen las investigacionesparaabonaral
conocimientode estaparasitosis.

II
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2.1 GENERALES

131 presentetrabajoproponeel estudiodelcomportamientode doce
clonesde Trypanosomaerial en condicionesin vitro, medianteel
seguimientodelos parásitosen cultivosaxénico einfeccióncelular
y un seguimiento in vivo mediantela infecciónexperimentalen
modelomurino.

Se pretende hacer un estudio representativotomando en
consideraciónmuestrasde clonescon perfiles isoenzimáticoso
zimodemassimilares y diferentes,aisladosde varios tipos de
hospedadoresy vectores,paradilucidar como incide la estructura
clonal de las poblacionesde 7’. erial y correlacionarpropiedades
médico-biológicas,conel fin de contribuir a clarificar un pocomás
la patogenicidadde la enfermedadde Chagas.

Los clonesdel parásito7’. erial, pertenecenasuvezatresgruposde
clasificaciónllamadosclonesMayoreso genotiposdominantes19,
20 y 39, los cualesseeligieronparael estudio,porquesonlos que
se encuentranmás frecuentementecomo clonesnaturales,en la
extensazonageográficade SurAmérica.

Los clonesquepertenecenal mismo clon Mayor, tienen perfiles
isoenzimáticosiguales.A su vez los clonesMayoresentresí, tienen
característicasisoenzimáticasdiferentes.

Sepretendeconestetrabajo,conocersimilitudesy diferenciasentre
los clonesy mirar posiblescorrelacionesentresuscaracterísticas.
Debidoa la variabilidadgenéticadelparásitoy su heterogeneidad,
es necesarioestudiarde manera individual los clones en sus
propiedadesbiológicasy médicas.

Analizar los resultadosobtenidos,distinguiendosuscaracterísticas
como clonesparticularesy relacionarlosentresí de acuerdoa su
comportamiento.
Dilucidar si lassimilitudesisoenzimáticaso susdiferenciasdefinen
su comportamiento.

Exciarecersi existealgunarelaciónde suscomportamientoscomo
clones,conrespectoal áreageográfica,vectory hospedadordelos
cualesfueronaislados.
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2.2 PARTICULARES

Con el fin de obtenerconocimientosdel comportamientode los
clones,seproponeun estudiodetallado,mediantemetodologías
especificas.

Los parámetrosadesarrollarson:

2.2.1 Estudiodel comportamientode cadaunode los clonesen tres
mediosde cultivo específicos(LIT-GRACE-TAUP).
Analizandosu multiplicacióny transformación(Metaciclogénesis).

2.2.2 Análisis de la evoluciónde la infecciónin vitro, de cadauno
de los doceclones,en doslíneascelulares(VERO, Macrófagos).

2.2.3 Estudiode los metabolitosdel parásitoen cultivo axénico,
considerándosela fasede crecimiento,por mediode la técnicade
ResonanciaMagnéticaNuclearde protones(RMN H1).

2.2.4 Evaluaciónde la infección in vivo, medianteun modelo
experimentalmurino, en el cual se establecela infección y
enfermedad,de manerasemejantea lo que aconteceen el
hospedadorhumano.

2.2.4.1 Seguimientode laparasitentaen los ratonesinfectados,en
la faseagudade la infección.

2.2.4.2 Observaciónmacroscópicade los órganosconsiderados
relevantesen el estudiode la enfermedad.

2.2.4.3 Estudio histopatológicode los tejidos de cadaratón, en
diferentesmomentosde la infección-enfermedad.

La mayor información que se pueda obtener acerca del
comportamientode estos clonesde T. eruzi, puedecontribuir al
entendimientode su relacion conel hospedadoren la infeccióny
enfermedadhumana.
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3.1 MATERIALES

3.1.1. EL PARASITO Trypanosamacruzl

En esteestudioseutilizan 12 clonesnaturalesdel parásitoT. eruzi
los cualeshan sido caracterizadospreviamentepor estudiode
isoenzimas(TibayrencM., 1988).
Los 12 clonespertenecena su vez a 3 grupos de zimodemaso
variantesisoenzimáticasdenominadasclonesmayores19, 20 y 39
aisladosde diferentesáreasgeográficas(TibayrencM., y Breniere5.
F.,1988; VeasF., et al.,1990;TibayrencM., y Ayala F. J. 1991).

A continuacionserelacionacadaclon, indicandoel respectivoclon
Mayoral quepertenece,localización geográficade su aislamientoy
hospedadordel quefué aisladoinicialmente:

Clonesde estudio
T. cruzi

Clon Mayor
(Zymodema)

Aislamiento
País Hospedador

Venezuela
Chile
Bolivia
Brasil

Humano
T. spinolai
Humano
D. agudi

Pl’
ESQUILO
CUICA

20
20
20

S03
NR
BUG2148
BUG2149
MN

39
39
39
39
39

Bolivia
Brasil
Brasil

Bolivia
Chile
Brasil
Brasil
Chile

Humano
5. aestuans
O. cuicaph.

T. infestans
Humano
T. infestans
T. infestans
Humano

3.1.2. MODELO EXPERIMENTAL MURINO

Sehanutilizado ratonesmachosde la cepaSwiss ICO NMRI (IOPS),
de 30 días de edad y mantenidosen condicionesestablesde
temperatura(2FC) y húmedad(55±10%),renovaciónde aire y
fotoperiodode 12 horas. Animailario de servicio, de la facultadde
Medicinade la UniversidadAutónomade Madrid.

OPS21
SP1O4
13379
CUTIA

19
19
19
19
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3.1.3 CELULAS VERO Y MACROFAGOS

Línea VERO: Establecida en 1962 a partir de células de riñon de
mono verdeafricano (Cereophitecosaetiops). Las célulasVERO
utilizadas en este estudio fueron cedidas al laboratorio de
Parasitologíay MedicinaTropicalde la Facultadde Medicinade la
UAM, por el Dr. E. Tabaresde La Unidadde Virología, de la misma
Facultad,en el año1994.

Línea J774: Aisladasde sarcomade célulasreticularesde ratón
Balb/c, en 1968,con propiedadesmorfológicas,de adherenciay
fagocitosiscomolos macrófagos(RalphP.,et al.1975).
Los macrófagosJ774fuerontraídosdel laboratoriode Parasitología
del Instituto Nacional de Salud, Bogotá-Colombiay cedidosal
laboratoriode Parasitologíay MedicinaTropical-Madriden 1994.

3.1.4. MEDIOSDE CULTIVO UTILIZADOS

3.1.4.1. Para cultivo axénicode losclones T. cruzi

LIT (Liver InfusionTryptose)

NaCí
KCl
Na2HPO4
Glucosa
SFBI +

Hemina*
Infusiónde hígado
Triptosa
Penicilina
Estreptomicina
Aguadestilada completara

4.Og
0.4g
8.Og
2.Og
100ml
25 mg
Sg
Sg
l4mg
25 mg
1000mi

Ajustar pH 7.3

+ SueroFetalBovino Inactivado
* 25 mg deHeminasedisuelvenen 1 ml de NaOH(1N)

El medio de cultivo LIT para Tripanosomasfué diseñado
inicialmenteporCamargoE. P.,1964y modificado posteriormente
porvariosautores.
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GRACE (Grace’sInsectMedium)

Grace’sInsectMedium* en 900ml deH20destilada
SEBI 100ml
Soluciónde antibióticoy antiniicótico 2 ml
Ajustar pH 5.8

* SuplementadoconL-Glutaminay con0.7 g/L de Glucosa(SIGMA)

EstemedioGRACE esel modificadoporOsunaA., et aL,1979.

TAU (TriatomineArtificial Urine)

NaCí 5.51g
KCI 0.63 g
CaCI 0.11 g
MgCl2 0.20g

TAUP
En tainponfosfatopH 6.0
NaH2PO4 0.96 g
Na2HPO4 1.13 g
Completarcon1120 destilada 500 ml

L-Prolina 0.57g
L-Na Glutamato 4.22 g
L-Aspártico 0.13 g
D-Glucosa 0.90g
SF131 25 ml
Estreptomicina 12.5 mg
Penicilina 7.0 mg

Los componentesdelTAU sonintegrantesdel TAUP.

Han sido reportadosvarios factoresqueactúanen el procesode
transformación,talescomoel tamañodela poblacióndela siembra,
los componentesdel mediode cultivo y la reducciónde la tensión
de oxígeno entreotros.(ContrerasV.T., et al 1985).

El medio TAU, es especialmenteusado paracultivo de T. erial
induciendo transformación, porque no ocurre replicación
concomitante.
En el medio TAUP suplementadocon L-Prolina, la cepaPerúde
Trypanosoma cruzl, transformaepimastigotesa formas
metacíclicasen 48 horas.(HomsyJ. J.,et.al., 1989).
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3.1.4.2. Medio de cultivo para lineas celulares

(VERO y Macrófagos)

DMEM (Dulbeco Modificado EAGLE’S MEDIUM)

DMF*
SFBI
Bicarbonatosódico
HEPES
Penicilina
Estreptomicina
Gentamicina
HZO destiladacompletara

Ajustar pH 7.2

9.9 g
SOml
2.Og
6 ml
14 mg
25 mg
125ul
1 lt

* SuplementadoconL- Glutaminay 1.0 g/L de Glucosa(SIGMA)

SOLUCIONESY COLORANTES

Suero Fisiológico:

CloruroSódico
Aguaestéril

0.9g
100ml

Solucion Salina Tamponada PBS:

NaCí
KHPO4
KH2PO4
H20destilada

GIEMSA

8.Og
1.2 g
O.3g

pH 7.3

Solución deAzur- Eosina-MethylenBlue

SoluciónStock
Agua tamponadapH 7.2

1000mi

(MERCK)

lOml
90m1

HEMATOXILINA - EOSINA
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Los mediosde cultivo fueron filtrados con membranasde 0.22
micrasy guardadosa40C.
Todoslos materialesde laboratorioutilizadosparacultivos, fueron
esterilizadosmediantecalorhúmedo1200C/30minutos,o mediante
calorseco180 0C.

3.2. METODOLOGIA

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

Los clonesT. erial del presenteestudio,provienendel laboratorio
de Genéticade Parásitos,ORSTOM,Montpellier-Francia.

Una vez se recibió la muestrade los viales con cadaclon, se
procedió a sembrarcadauno por separado,en cajasde cultivo
conlOml de los tresdiferentesmedios.

Losparásitosinician su multiplicaciónconaumentoexponencialde
la población,considerándoseéstala fase de crecimiento, luego
disminuyela tasade división celular correspondiendoa la fase
estacionaria.

Observandodiariamentea travésde microscopioinvertido, sepudo
dilucidar cúalmedioeraelmásapropiadoparala multiplicaciónde
la poblaciónparasitaria.
Cuando la poblaciónoscila entre i06 y ío7 comprobadopor
recuentocon cámarade Neubauer,se procedió a hacer pases
consecutivoscorrespondiendoaperíodosde tiempodelO a 20 días,
dependiendodel cultivo.
Todaslos cultivos fueronmantenidasen incubacióna temperatura
de 280(3.

3.2.2. SEGUIMIENTO DE LA METACICLOGENESIS
DE LOS CLONES T. cruzí

Existenalgunosestudiosrealizadosconel fin de sabercúalessonlos
factores determinantese inductoresde la transformaciónen
cultivos de 7’.cruzl de tal maneraquehaciendomodificacionesdel
medio, como el aumentode la concentraciónde heminaen el LIT
(Arévalo J., et.al 1985),o incubandolas formasepimastigotascon
componentesde orinaartificial de triatomino,agregandolOmM de
L-prolina o L-Glutamina, se pudo encontrarmayor numerode
formasmetaciclicas.



37

La transformaciónes gradualy estáprecedidapor la expresiónde
polipéptidosespecíficos.(ContrerasV.T. et al 1985;HomsyJ.,etal.
1989).

El mediosdecultivo másadecuadoparautilizar, dependeráde lo
que sepretendehacer,si se trata de aumentarla poblacióncon
multiplicación de las formasepimastigotasgeneralmentese utiliza
el medio LIT o GRACE, y si lo que se pretendees inducir la
transformación,esnecesarioconocerel comportamientode la cepa
o clon del parásitoen diferentesmediospor períodosde tiempo
consecutivo.

Parael estudiode la transformaciónde epimastigotesa formas
metacíclicasen los clones, se ha elegido utilizar tres medios
disponiblesLff, GRACE y TAUP.
Se cosechanlos parásitosa partirde un cultivo en faseexponencial
conmayoríade formasepimastigotasy selavanconsoluciónfosfato
tamponada(PBS).
Posteriormentesehaceunasiembrade io4 como poblacióninicial
de cadaunode los clonesdel parásito,en un volúmende 10 ml de
cadamedio de cultivo, en tres cajas separadas.(Metodología
adaptadade Krassner5. M., et al 1990).
La concentraciónde los parásitos fué determinadacon un
hemocitómetro.

Durante 35 dias, a intervalos de cinco dias, se comparael
comportamientode cadauno delosclonesen cadamediodecultivo.
De estamanerase puededilucidar cúalesel mediomásapropiado
paracadauno delos clonesindividualmente,y cúalesel momento
cuandoocurreel mayorporcentajede transformación.

El seguimientoselleva acaboen esterilidad,tomandounagotade
cadamedio de cultivo de los clones, la cual se colocasobreun
portaobjetos,de tal maneraquelas tresgotasde los cultivos deun
clon, vayanen el mismoportaobjetos,el cual ha sido previamente
marcadocon nombredel clon, dia de seguimientoy medio de
cultivo correspondientea cadamuestra.

Las gotas se dejan secar al aire, deben ser pequeñasy
medianamenteexpandidas.Luego sefijan con metanol,y unavez
secas,secoloreanconGiemsadurante30 minutosy selavan.

Finalmentelas lan-finasseobservanal microscopioconobjetivol00X
y conéste,sehacerecuentode 300parásitostotalesencadagotay
númerode formasmetacicicasobservadas,con el fin de hallar el
porcentajede transformaciónen cadaintervalode tiempoelegido.
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3.2.3. ESTUDIO METABOLICO MEDIANTE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN Hl)

Preparaciónde las muestras:Se utilizaron cultivos de 8 díasde
evolución en medio GRACE, de modo quela poblaciónparasitaria
fuerade io~ parásitos/mly cuandola diferenciaciónaúnpermitía
una cierta homogeneidadentre los clones, siendo en su gran
mayoríaformasepimastigotas.
Se tomaron10 ini demediode cadamuestra,siendocentrifugadosa
1500 rpmdurante10 minutosa40(3, tomándoseel sobrenadantey
almacenándosea -200(3hastasu posteriorutilizaciónen los estudios
de espectroscopiade RMN Hl.

Establecimientode la técnicadeespectroscopiade RMN H1

Los espectrosse obtienena 300 MHz en un aparatoBruker AM-
300, operandocon la técnicade pulsos y la transformadade
Fourier.
La temperaturade la sondase mantiene a 270C siendo los
parámetrosde adquisición:pulsos de 900 de radio y anchura
espectralde 3287.5 Hz, tiempode reciclaje total de 8 segundosy
160acumulaciones.
Los desplazamientosquímicosseexpresancomopartespormillón
(ppm) bajoun campode tetrametil-xilano.
Los desplazamientosquímicos utilizados para identificar los
respectivosmetabolitosestánen concordanciacon los descritosen
la literatura (Gilroy E. V.,1988; Sánchez-M M., et al.,1992 y
Thompson5. N.,1991).
Se llevaron a cabo unaseriede controlescon metabolitospuros
adicionándoseéstosal mediode cultivo y anotándosesusespectros.

3.2.4. CLONES DE Trypanosomacruzi PARA
INOCULACION A RATON E INFECCION CELUL4iR

Paraobtenerunapoblacióndel parásitoadecuadatanto parael
inóculo aratón como parala infección celular, secosechanlos
7’. eruzí a partir del cultivo y del día con más porcentajede
transformaciónmetacícica.
Paraestosfines, se tiene cadaclon en un cultivo enmedioóptimo,
previamenteconocidoporel estudiode metaciclogénesis.
Los parásitossecentrifugancon el fin deeliminardetritusantesde
serutilizados.
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Es necesariohacerrecuentopoblacionaly de formasmetacíclicas
paraconocercomoeslapoblacióndel inóculo inicial pararatonesde
estabilizacióny parala infeccióncelular.

3.2.5. MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES
VERO Y MACROFAGOS (3774)

Las célulasVERO y macrófagossemantienenenmedio de cultivo
DMEM modificadopH 7.2,suplementadocon 10%deSFBI (Dulbecco
andFreeman1959),a temperaturade 37 0(3 en cajasde cultivo
celularde 25 cm2,conunvolúmende mediode 5 ml en cadauna.

Diariamentese observana travésdel microscopioinvertido, para
evaluarel comportamientode multiplicación celular, haciendo
cambiodel mediocada48 horas.
Semanalmente,cuandola monocapaestasaturada,se realizanlos
pases.

Parahacerla réplicao pase,seeliminael medioy seagrega5 ml de
medio nuevo, luego se raspasuavementela monocapacon una
varilla fina devidrio doblada,manteniendola mismadirecciónde
movimientoy cuidandode no hacerdañoa las células,las cuales
debenpermanecerembebidasconel liquido del medio.

No se utiliza tripsina paradespegarla monocapaporquese ha
encontradoqueéstapuedeafectarla superficiedel parásito,cuando
sonutilizadasparalas infecciones(UlissesT.,1983).

Unavez sesueltanlascélulasVEROy macrófagos,suspendidasenel
medio, se toman los Sml con una pipetay sedistribuyenen dos
cajasde cultivo las cualesdebentener2.Sxnl de medioDulbecco
nuevo.
Se llevana incubacióny sedejanquietasesperandoquelascélulas
se peguennuevamente.Esteprocedimientose hacede manera
indefinidamientrassenecesitapoblacióncelular.

3.2.6. INFECCIONDE VERO Y MACROFAGOS
CON LOS CLONES DE 2’. cruzi

Trypanosomacnhzl esvirtualmentecapazde infectarcualquiertipo
de cultivo celulary luego escaparsede la vacuolaal citoplasma
(Hall B.F.,1993).
La infecciónin vitro concadaunode los clonesdel estudio,se ha
llevado acaboen lineascelularesestablecidasVEROy macrófagos.
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Se toman cajasde cultivo corning de 25 cm2, herméticamente
cerradasy a las quepreviamenteseleshacolocadoocholaminillas
redondasde 12 mm, sobrelas cualesse adhierenlas célulasen el
momentode la réplica.
A lascélulasdel pasepararealizarla infección,seleshacerecuento
de siembra,evitandoquesu númerosatureel áreade adhesión,
procurandoque quedenaproximadamentediez mil célulaspor
laminilla.

Pasadas24 horas,seprocedeaagregarcercacte cienmil parásitos,
provenientesde un cultivo conporcentajede formasmetacíclicas
conocido, el cual varía, dependiendodel clon y su respectiva
metaciclogénesis.

Paraunabuenainfecciónsepretendequehayade 5 a 10 parásitos
por célula, recordandoque el cultivo estámezcladocon formas
epimastigotasy tripomastigotasmetacíclicasy que sólo éstasse
estableceny sobrevivendentrodela célula.

Cumplidas las 24 horaspostinfección,se procedea cambiar el
medio, lo que permiteeliminar las formasno interiorizadasdel
parásito. Se esperala evolución de la infección, observando
diariamenteal microscopioinvertidoy haciendocambio demedio
cadadosdias.
Pasadoslos primeroscinco díaspostinfección,se retiran cuatro
laminillas,conla ayudadeunapinzamuyfina, selavacadaunacon
suerofisiológico, y se dejansecaral aire sobretoallade papel, se
fijan conmetanoly unavezsecas,secoloreanconGiemsa.

Luego quelas laminillas se hansecadocompletamente,se colocan
sobreláminasconentellan,comopreparaciónpermanente.
Las láminaso cubreobjetosdebenestarpreviamentemarcadoscon
el nombredelclon, linea celulary díapost infección.

Se continúala observaciónde los cultivos infectadosy al díadiezse
procedea retirar las otras laminillas, repitiendo el esquema
anterior.

Fueronelegidoslos díascinco y diez parael análisisdel indicede
infección,porquesonlos mássignificativos,enel casoconcretode
estosclones,ya querevelanclaramenteel mejormomentoparala
visualizacióny hallazgolo quepermiteel recuentode las formas
amastigotasy tripomastigotasintracelularesrespectivamente.
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El posterioranálisiscuantitativodela infecciónenlosdíaselegidos,
en cadalínea celular y de cadaclon de T. cruzi, se lleva a cabo
medianteel recuentoen la laminilla de 200célulastomadasal azar.
Se anotael númerode célulasinfectadas,y cualessonlas formas
del parásitoqueestánpresentesy el númerode ellas dentrode
cadacélula.
Luegosecalculael índicede infecciónparacadaunode los clones.
(Metodologíaadaptadade ContrerasVS etal. 1988).

3.2.7. ESTALBILIZACION DE LOS CLONES EN RATON

Para la adaptacióninicial de los parásitosen el hospedador
vertebrado,se tomapoblaciónde cultivo axénicode los parásitos
que se encuentranen cualquierade los tres medios de cultivo
utilizadosparaT. cruzi (1FF, GRACE o TAU!>), dependiendodel clon
y del mayor porcentajede metacíclicas,se procedea elaborarel
inóculo correspondiente.

Se toman 15 ml del cultivo, se centrifugaa 3000 rpm y de
inmediato se descartael sobrenadante,luego los parásitosse
mezclanconsoluciónsalinatamponadaal volúmenquepermitala
concentracióndel parásitoelegida.
Seprocedeainocularintraperitoneal,4 ratonesmachosde 30 dias
de edad.

La dosisde inóculo elegidaparaestabilizaciónen ratónapartir de
cultivo axénicofué de i06 parásitos/ml El inóculo esunamezcla
de formasepimastigotasy metacíclicas,siendolas metacíclicaslas
que infectanal ratonya que las epimastigotassonlisadaspor el
complemento(SánchezG., et al.,1990).

A los 7 días se hace la primera toma de una gota de sangre,
medianteunapequeñaincisión del extremode la cola, se coloca
sobreun portobjetosextendiendoligeramentede maneracircular,
se dejasecary secoloreaconGiemsa.
Simultáneamentese hace observaciónde otra gota en fresco
colocandolaentre lámina y laminilla, con objetivo de 40X y
recorriendotodala preparación.

Si la parasitemiaen los ratonesesnegativaen ambasobservaciones
frescoy gotagruesa,seprocedeainocularlosconCiclofosfanfidade
manera intraperitoneal,0.2 ml que correspondea 1 mg. de
compuestoactivoy se dejanen esperacontinuandosu observación.
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Algunos estudios indican que la infección con T. eruzl está
acompañadade inmunosupresión,mediadaen partepormacrófagos
supresores(Turk J.L., et al, 1972;BrenerZ.,1994).

Con el suministro de la Ciclofosfamidase pretendeintervenir
temporalmenteen la red de respuestainmune,de tal maneraque
se facilite la infección, ya que la ciclofosfamiday otros agentes
químicos interfieren con la red de respuestainmune y
regularmenteincrementanla parasitemia.

Parael seguimientode la adaptacióny estabilizacióndel parásitoen
los ratonessetomamuestrade sangrecadacinco días,conel mismo
esquemadescritoanteriormente.

Unavez seencuentraparasitemiaen los ratones, secontrolancada
dos días haciendorecuentoy cuandose observanmás de 20
parásitos/lOOcampos microscópicos,se procedea hacerpasesa
otros 4 ratonesconel fin de aumentarla poblacióny estabilizarla,
buscandola adaptacióndel parásitoen su hospedadormamífero.
Se suspendenlos inóculos de ciclofosfamida.

Se hacencercade 6 a8 pasesparala adaptacióny estabilizaciónen
raton, de cadauno de los clonesdel presentetrabajo,antesdel
inicio del estudiode infección experimentalen los dos lotesde
ratonesque se utilizan parael seguimientode la evolución de la
parasitemiay el estudiode la histopatologíarespectivamente.

3.2.8. INFECCIONEXPERIMENTAL EN MODELO MURINO

El desarrollode un modelomurino quesimulalas manifestaciones
de la enfermedadhumana,facilita el estudiode los mecanismosde
la patologíade la infeccionchagasica,haciendoposibleel análisisde
diferentesaspectoscomola respuestainmuney los dañostisulares.
(MoncayoA. 1994).

En esteestudioselleva a caboun seguimientoen faseagudade la
infección-enfermedad,teniendoen cuentala elaboraciónde curvas
de parasitemia,análisis de los órganos elegidos y estudio
histopatológico.
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3.2.8.1.ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA PARASITEMIA

Unavez quesehanestabilizadolos parásitosen ratón,por medio
de pasesconsecutivos,considerándosela estabilizaciónde T. eruzi
comounaadaptacióna la presiónselectivainmunepor partedel
hospedadormurino, se procedeainocular los ratonescon sangre
quecontienetripomastigotes.

Parallevar acaboel estudiode la parasitemia,paracadaunode los
clones,se tomanlotes de 12 ratonesmachos,de 30 dias de edad
correspondiendoaun pesoaproximadode 24 g.

Se inoculan con una dosis elegida de ío5 tripomastigotes
sanguíneos/porratón.
El volúmendel inóculo fué de 0.3 ml porvía intraperitoneal.

El seguimientoseinicia a partirde la primerasemanay durantelas
siguientessemanasdel período de tiempo de la fase aguda,
consideradade cincuentadías.

Las parasitemiasseanalizanmediantetomade sangrede la colaen
cadaraton como se describióanteriormente,muestrasde gota
gruesaleídasen 100camposx 1000.

Secalculala mediay desviaciónestandar.
Cadaunode los ratonesde cadaclonfué marcadoy su seguimiento
fué individualizadoa lo largodel estudio.

Sehizo promediode los resultadosde lasparasitemiasde los doce
ratonesdecadaclon, consusrespectivasdesviacionesestandaren
cadaintervalosemanal.

3.2.8.2. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Se inoculanlotes de 24 ratonesparacadauno de los clones, con
ío5 tripomastigotessanguineos/raton,provenientesde ratones
dondeel parásitoseha estabilizado.

El seguimientose llevó a caboa partir del día 7 post inoculacióny
durantelos siguientesdías de la fase aguda,se eligieron ocho
intervalosde estudio,en períodosde sietedíasentreellos.
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SeguimientoMacroscópicoy estudiohistopatológico:

Se tomanlotesde tresratonesen períodosde tiempoconsecutivos
cada7 días,apartir del día 7 al 53 tiempoquecubrela faseaguda
de la enfermedaden ratón.
A estos ratones seles mide la parasitemiapor gotagruesay se
procedea sacrificarlosen cámaracerradacon eter,previamente
pesadosenunabalanza.

A cadaunosele extraelos órganoselegidos,corazón,hígado,bazo,
intestino(colondescendente),músculoesquelético,vejigaurinaria,
riñon, pulmón,médulay cerebro(Andrade5. G.,1974).

Luego se pesanlos corazones,se miden los bazosy se observa
cuidadosamentecadaórganoconel fin de detectaralgunaanomalia
macroscópica.(MoralesM. (3., etal, 1987).

Se tiene unajaula conratonesde controlno infectados,durantelos
53 días para tener las mismascondicionesde los ratonesde
experimentoconsu respectivaedady compararlos órganosen cada
intervalodesacrificio.

Los órganosse llevan a frascosmarcadosquecontienenformol
salinotamponadoal 10%, cubriendolostotalmente.

Se anotanlos datos de pesosy medidasy se calculael índice
cardiacodecadaratónmediantela fórmulasiguiente:
1(3= P(3/ PRx100 (1(3: Indicecardiaco.PC: Pesodel corazón.PR: Peso
del ratón). Considerandoseun 1(3 normalmenore igual a uno.
Se comparanlos pesosy medidasen cada intervalo, con los
correspondientesal ratonnormalde la mismaedad.

Transcurridauna semanade los órganosembebidosen formol
salinotamponadoal 10%, sellevana tallarcolocándolosenla misma
disposicióndentrode lasrejillas.

Se incluyenenparafinaseparadamentey en doblebloque,haciendo
los cortesconespesorde 6-8 micras,colocandoen cadaportaobjetos
lasmuestrasporduplicado.

Se coloreanconla técnicahematoxilina-eosina(H/F) y seprocedea
su observaciónmicroscópicaconobjetivo de 4x recorriendotodala
preparación,analizandocuidadosamentelos tejidos en buscade
posiblespseudoquistesy reconociendola inflamación.

:1
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Se observanun total de 60 cortespor intervalo, lo queequivalea
480 cortespor cada clon, en los once clones estudiadospor
histopatología.
Luego se analizael estadodel tejido distinguiendoel compromiso
inflamatorioporcruces,correspondiendo:(+) a 25% o menosde la
superficietisularafectada,(++) 25%- 50% y (+++) al 50%o másde
superficietisularafectada

Se cuantificaigualmenteel hallazgode pseudoquistesdel parásito
enel tejido observado,de la mismamaneraqueparala inflamación,
poniendoel resultadoentreparéntesisala derechade la valoración
por cruces.



RESULTADOS
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4.1. CULTIVO AXENICO DE Trypanosomacruzi

El mantenimientode los doceclonesde estudioen condicionesde
cultivo en laboratorio,muestraque el parásitose comportade
maneradiferentedependiendodelmedio.
De los tres mediosde cultivo utilizados (LIT-GRACE-TAUP), los
medios LIT y GRACE permitieronunamayor replicaciónde los
epimastigotes,con un crecimientopoblacionalentre ío6 - ío7
parásitos/ml.

Se observaque en el medio LIT las formas del parásitosonmás
diversas,seencuentranepimastigotascortas,epimastigotaslargasy
formas redondeadas“como aniastigotas”.Ademáslos parásitos
tiendenamantenersenagregadosamanerade rosetas.(Fig 33).

En el medio GRACE, los parásitosse mantienensueltosy con
morfologíade epimastigotelargo. Los clones13379,CUICA, S03,NR
y MN sonlos quemejorcrecenen GRACE, los demássedesarrollan
mejoren LIT.

El crecimientodelos cultivosdelos cloneses exponencial,coninicio
de faseestacionariaaproximadamenteal día 15, en condicionesde
temperaturade 280(3.
Algunosclones tardanun pocomásensu multiplicación,comoesel
casode los clones0P521 y 13379pertenecientesal clon Mayor 19 y
el clon CUICA delclon Mayor 20.

Los clonesquemejorse comportaronen cultivo y cuyapoblación
fué más abundantefueron, ESQUILO y Pl 1 del clon Mayor 20 y
BUG2148, BUG2149, y MN del clon Mayor 39.
El medio de cultivo TAUP no es adecuadoparael crecimiento -
poblacional de estos clones y las máximas tasasobtenidasno
sobrepasaronlos i05 parásitos/mi.

4.2. METACICLOGENESIS DE T. cruzi EN CULTIVO

Los resultadoscomparativosobtenidosde la transformacióno
diferenciaciónmetaciclica,utilizando los tresmediosde cultivo se
muestranen las Figuras1 a 12.

Se observóquelos clonespertenecientesal clon Mayor 19, fueron
los que presentaronmenor porcentajede metaciclogénesisen
comparaciónalosclonesMayores20 y 39.

:1
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A su vez, el clon OPS21 y el c1on13379transformaronmejor en
medioTAUP, conun porcentajede tripomastigotesmetacíclicosde
29% y 28% respectivamente.

En cuantoal clon SP104 presentóun 37% de diferenciaciónen
medio LIT al día 25, seguidopor el 29% en TAUP peroal día 15,
diez díasantesdel máxlino logradoenLIT.

El clon CUTIA es el que presentó menor porcentaje de
diferenciaciónmetaciclicay conel queno fuéposiblellevar acabo
la infeccióncelular ni la infecciónen ratóna pesarde múltiples
intentos.

El máximo porcentajede diferenciaciónocurrió parael clon Pl1 con
un 95% enmedioTAUP al día 15, seguidoporel clon MN con 91%
enmedioLIT al día25.

Se observaqueen los tresmediosocurrela diferenciación.
En el medio LIT, que se supone es para crecimiento
fundamentalmente,ocurrió el mayorporcentajede transformación
paralos clonespertenecientesal clon Mayor 39.

Es de anotarqueestosclonesde T. en.¡zisemultiplicaronde manera
favorableen los mediosLIT y GRACEy menosen TAUP.
Los clonesdel clon Mayor 20 y los clonesMN, BUG2148 y BUG2149
del clonMayor 39, sonlos quepresentaronunatasade crecimiento
poblacionalmayor,cercade ío7 parásitos/ml.

En las figuras33, 34 y 35 sevisualiza,mediantemicrofotografías,
el parásito(Clon Pu) en cultivo en los tresmedios,tomadasal día
20 enel seguimientode la metaciclogénesis.

4.3. ESTUDIO METABOUCO MEDIANTE RMN H’

Tantoen la muestradecontrolcomoen lasmuestrasdel estudio,se
analizaron resonanciascorrespondientesa metabolitos bien
conocidosporsusdesplazamientosquímicosen el patrónde RMN de
protones.
Los metabolitos más 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 TablaXXX1V dondese
consignanlos valoresmáximosapartir de los espectrosoriginales,
paralos sietemetabolitosestudiados
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Los cuatro clonespertenecientesal clon Mayor 19 presentaron
diferenciasno sólo cuantitativasentrelos metabolitosexcretados
sino tambiéndiferenciascualitativas.
Todos ellos excretaronacetatoy succinatocomo metabolitos
mayoritariosy en menorcantidadalanina,sin embargolos clones
0P52~ y 13379 producenademásy como metabolito también
mayoritario1-malato,queen el casode 0P521 esel metabolitoque
seexcretaen mayorcantidad.
Tambiénestosdosclonesproducentrazasde etanoly piruvatoque
no producenlos otrosdosclonesdel clon Mayor 19.

Los tresclonespertenecientesal clon Mayor 20 produjeronacetato,
succinatoy alaninacomometabolitosmayoritarios.

Loscincoclonespertenecientesal clon Mayor 39 produjeroncomo
metabolitosmayoritarios,acetato,succinatoy alanina.
De modominoritario producentrazasde etanol.
Se observarondiferencias cuantitativasy cualitativas en la
producciónde metabolitosentrelos diferentesclones.

4.4. INFECCIONCELULAR EN VERO Y MACROFAGOS

En las tablas1 aXI seresumenlos resultadosde la infeccióncelular
enambaslineascelulares.

Paraesteestudiocuantitativode índicede infección, se hizo el
recuentode lascélulasinfectadasde lasdoscientascélulastomadas
al azar, contabilizandoel númerode parásitosintracelularesy
distinguiendotanto amastigotescomo tripomastigotesen cada
célula.
Se reportó el promediodel númerode parásitosamastigotesy
tnpomastigotesdentrode lascélulasinfectadas.

Ademásdel recuentoobtenidoen los dostiemposelegidos,sehizo
observacióndiaria de lascélulasa travésdelmicroscopioy sepudo
visualizarclaramenteque, en los tiemposintermedios(días 6 a 9>
los amastigotessufrían las transformacionesa tripomastigotes,
pasandopor los estadiosintermediosde epimastigotes.

Es de anotarqueen generalparatodoslos clones,lascélulasVERO
presentaronmayorporcentajede infecciónquelos macrófagosy a
su vezmayornúmerode parásitosintracelulares.
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Esporadicamentese observóformasamastigotasy epimastigotas
liberadasal medioporrupturacelular,principalmenteprovenientes
de macrófagos.

La infecciónsellevó acaboconparásitosapartir de cultivo axénico,
tomados en el momento de su máximo porcentaje de
transformación,las formasno interiorizadasen las primeras24
horasfueron eliminadaspor lavadosy cambiosdel medio.

El desarrollode la infeccióncon estosclonesde T. cruziy su ciclo
intracelularcompleto,en lascondicionesutilizadas,fué más lento a
diferenciade lo queacontececoncepas.
El ciclo intracelularparalos clonestuvo unaduraciónentre12 y 14
días,momentoen el cual, los tripomastigotesseempezarona liberar
en el mediode cultivo.

El clon 503 fuéel quemayorporcentajedecélulasinfectó, 84% en
VERO al día 10, sin embargoel númerode tripomastigotesno fué
tan alto (promediode 73 parásitos/células)como otros clones,
dondeel porcentajede célulasVERO infectadasfué menor,tal es el
caso del clon BUG2148 con 52%, pero el númerode parásitos
tripomastigotesfué significativamentemayor (promediode 758
parásitos/células).
De igual manerael clon BUG2149, presentómenor índice de
infeccióncelularperoconalto promediode parásitosintracelulares.

El clon SP1O4,presentóalto indicede infecciónen VERO y un poco
menor en macrófagos, pero fué el que menos parásitos
intracelularespresentó,tantoen VERO comoen macrófagos.

Comoobservacióninteresantecabeanotar,quelos tripomastigotes
provenientesde las célulasinfectadaspresentaronunamorfología
particulary diferentea aquéllossanguíneos.

Estos- tripomastigotesson pequeños,delgadosy se disponena
manerade “coma” con movimientosmuy rápidosy característicos
a todoslos clonesdelestudio(Fig. 39).

En las figuras40 a 47 sevisualizaa travésde microfotografíasla
infección en células VERO y macrófagoscomo ejemplo de lo
acontecidoparalos clonesdel estudio.
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4.5. ADAPTACION Y ESTABILIZACION DE
CLONESDE T. CRUZI EN RATON

La estabiizacion de los clones se hizo mediante pases en lotes de
cuatroratones.
Los clones pertenecientesal clon Mayor 19 presentaronmayor
dificultad parasu estabilización.

Paralos clones0P521y 5P104fué necesariohacersietepasespor
ratónparalograrsuadaptacióny estabilización.

Se consideróunaestabilizaciónadecuada,cuandolasparasitemias
permitieronobtenerla poblaciónde inóculo elegido de cien mil
parásitospor ratón, para los experimentosde evolución de
parasitemiay estudiohistopatológico.

El clon 13379requiriócuatropasesantesdel estudioexperimental.
El clon CUTíA no fué posible estabilizarloen ratón a pesarde
múltiplesintentos,ya quesolamentesepudolograrquedosratones
presentaranparasitemias,siendoéstasextremadamentebajasy con
tendenciaa negativizarserapidamente.

En cuantoa los clonesESQUILO, CUICA, y Pl1 seestabilizaronsin
mayor dificultad y sólo fué necesariohacertres pasespor ratón
para obtenerparasitemiasadecuadaspara la experimentación
controlada.

El clon MN pertenecienteal clon Mayor 39 presentó una
estabilizaciónmuy rápida, ya que previamenteen Chile, y de
manerareciente,habíasido mantenidaenratónantesde su envioa
nuestrolaboratoriodondeestuvoescasouempoencultivo axénico,
fué necesarioúnicamentedospasespor ratón.

Paralos clonesS03 y NR del clon Mayor 39 senecesitaroncuatro
pasesde estabilización.
En cuantoa los clonesBUG2148 y BUG2149 presentaronmucha
dificultad en su adaptaciónen ratóny su estabilizaciónfué lenta.
Se necesitóhacerseispasesparaobtenerparasitentasadecuadas
de estosclonesquepermitieranel estudioen modeloexperlinental.

Se hicieronpruebasadicionalesparalos clonesBUG2148 y BUG2149
tratandode dilucidar si su dificultad para infectar ratón con
tripomastigotesmetaciclicosde cultivo, era por atenuaciónde
infectividady por tanto se tomarontripomastigotesprovenientes
de VERO y se inocularon 3 ratones.paracadaclon, observandose
unaadaptaciónmásrápida.
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La morfologíadelos tripomastigotessanguíneoscorrespondientesa
los clonesMayores 19 y 20 fué intermedia,con presenciade
kinetoplastoterminaly el clonMayor 39 presentóformasgruesasy
grandescon kinetoplastograndetenninal y núcleoen posición
media.
En los clones de estudio, ninguna forma de trípomastigotes
sanguíneos correspondió a las denominadas delgadas.

4.6. EVOLUCIONDE LA PARASITEMIA EN RATON

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

Los períodos de prepatencia fueron cortos, al día 7 post inoculación
los ratones presentaban parásitos en sangre.

Las máximas parasitemias para los clones 0P521, 13379, y SP1O4,
se encontraron al día 14 post-infección con un promedio de
recuento de 89 parásitos/lOO campos para 0P521 y máxima para
13379 con promedio de 952 parásitos/lOO campos.

En cuanto a los clones ESQUILO, CUICA, y Ph, mostraron máximas
parasiteniias al día 21 para los dos primeros y al día 35 para Pu.
Siendo el clon CUICA el que presentó un promedio máximo de
parasitemia de 439 parásitos/lOO campos.

Para los clones pertenecientesal clon Mayor 39, vemosmáximas
parasitemias en BUG2148, BUG2149 y MN y más bajas para los
clones S03y NR.

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

El estudio de la evolución de las parasitemias se llevó a cabo a lo
largo del tiempo considerado de fase aguda de la infección, con
recuentos cada dos días los cuales se promediaron semanalmente.
Los doce ratones de cada clon para el seguimiento, se comportaron
de maneramuysemejanteen la manifestación de sus parasitemias.

Todos los grupos de ratones inoculados con los clones del estudio,
presentaron un estado general satisfactorio y sobrevivieron a la
infección.
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Lo anterior indica que, para los ratones Swissde 30 días de edad
inoculados con una dosis de i05 trypomastigotes/ratón,estosclones
no producenmortalidaden faseaguda.

En lasfiguras36 y 37 sevisualizael parásitoen sangre.

4.7. OBSERVACION MACROSCOPICADE ORGANOS

El pesopromediode los ratonescorrespondientesa los lotes de
experimentación,oscilóentre24 g. (inicio del experimento,30 días
deedad)a 38 g. (finalizandoel experimentoenfaseaguda).

Los pesosy medidasde los órganosde los ratonescontrol se
tomaron en cada día del sacrificio de los ratones de
experimentación,con el fin de hacer el análisis macroscópico
comparativode los órganosde ratonesinfectados,segúnla edad
correspondiente.
Comosereflejaen la Fig.16,seencontróesplenomegaliaen todoslos
ratonesde los diferenteslotes inoculadoscon los once clones
estudiadosenraton.

Otras anomalíasmacroscópicasse pudierondetectar,talescomo
reblandecimientoen la consistenciadela masacerebral,paratodos
los clonespertenecientesal clon Mayor 20, ESQUILO,CUICA y Pl1.
De igual maneraparalos clonesNR y 503 pertenecientesal clon
Mayor 39.

En la Fig.17 sereportael indicecardiaco, cuyo cálculoseestableció
segunla fórmula adecuaday el cual fué normal paratodoslos
ratonesinoculadosconlos diferentesclones.

4.8. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO EN LOS
RATONES INFECTADOS

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

Se indica la inflamación y los pseudoquistes, encontrados en la
observación de las preparaciones de los tejidos en los diferentes
días postinfección.

Las parasitentas anotadas en las tablas, corresponden al promedio
de los tres ratones sacrificados en el día indicado.
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En las tablasXXIII a XXXIII semuestra el porcentaje de inflamación
y pseudoquistes en los órganos, indicandose por cruces la
inflamación del área tisular afectada y el número de pseudoquistes
encontrados en cada órgano afectado.

En las observacioneshistológicasse encuentraque estosclonesdel
estudio son fundamentalmente miotrópicos, como una característica
común a todos, con hallazgos de pseudoquistes en músculo
esquelético y en fibras del miocardio.

Como resultado significativo, se encuentra que los clones ESQUILO,
CUICA, y 141 pertenecientesal clon Mayor 20, no presentaron
pseudoquistesen músculocardíaco.

Como hallazgointeresante,sereportapresenciadepseudoquistes
en hígadoy bazo,al día 28 en ratonesinfectadosconel clon S03.

En cuantoala inflamación,seobservaquelos órganosquela sufren
sonel cerebro,corazón,hígado,colon, músculoesqueléticoy poco
frecuenteen bazo.
En los demástejidosno seobservani inflamaciónni pseudoquistes.

En las Fig. 18 y 19 semuestrala inflamacióny pseudoquistesen
corazón,comoórganofundamentaly másfrecuentementeafectado
en la enfermedadde Chagas. Se haceel análisisdiferencial por
cavidadescardíacas.

En las fig. 48 a65, sevisualizanpor microfotograflaslos resultados
másrelevantescomoejemplode los hallazgoshistopatológicos.
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TABLA XXIII. TRYPÁNOSOMI4 CRUZ! (CLON OPS21):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION

INFLAMACION

AL AREA AFECTADA.

PSEUDOQUISTES

++ +++ + ++ ±++

50

40 10 40 60 20

100

10

PULMON

RJÑON

M. ESQUELETICO 20 50

VEJIGA URINARIA

MEDULA OSEA

lEuDO

EFREBRO

cORAZON

¡lIGADO

BAZO

50

+ <25% dcl área tisular afectada;++ entre 25 y 50% deI área

tisular afectada; +++ >50% dci área tisular afectada.



TABLA XXIV. TRYPÁNOSOMÁ CRUZI (CLON 13379):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ .±++

cEREBRO

~ORAZON

¡lIGADO

BAZO

PULMON

RION

COLON

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

TEJIDO

25

63 12 12

62

6

44 32 31

+ <25% deI área tisular afectada;++ entre 25 y 50% deI área

tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.



TABLA XXV. TRYPANOSOMA CRUZJ (CLON SPLO4):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION

INFLAMACION

AL AREA AFECTADA.

PSEUDOQUISTES
+ ++ ++± + ++ +++

OJRAZON

HIGADO

BAZO

PULMON

RINON

COLON

NL ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULA OSEA

17 25

75

33

25

9

8

34

lERDO

cEREBRO 33

17 8

+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área

tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.



TABLA XXVI. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON ESQUILO):
INFLAMACION Y

PORCENTAJE DE RATONES CON

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL

INFLAMACION

AREA AFECTADA.

PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++

cEREBRO

CORAZON

¡lIGADO

BAZO

PULMON

RIÑON

COLON

NL ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

44 19

TEJIDO

31

44

25

+ <25% del área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área

tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.



TABLA XXVII. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON Pa):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL

INFLAMACION

AREA AFECTADA.

PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++

cEREBRO

LURAZON

HIGADO

BAZO

PULMON

RINON

COLON

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULA OSEA

1EJIDO

13

25

6

13 25 13 13

+ <25% deI área tisular afectada;++ entre 25 y 50% del área

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



TABLA XXVIII. TRYPANOSOMÁ CRUZ! (CLON CUICA):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++

cEREBRO

cORAZON

¡lIGADO

BAZO

PULMON

RIÑON

GlON

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

TFJIDO

25

44

19

19 31 19 3,7

+ <25% deI área tisular afectada;++ entre 25 y 50% deI área

tisular afectada;+++ >50% deI área tisular afectada.



TABLA XXIX. TRYPANOSOMÁ CRUZ! (CLON BUG 2148):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION

INFLAMACION

AL AREA AFECTADA.

PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + +t +++

cEREBRO

OJRAZDN

¡lIGADO

BAZO

PULMON

RINON

~X3IflN

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

lEJIDO

17

58 33

8

33 25 33 17

+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área

tísular afectada; +++ >50% del área tisular afectada.



TABLA XXX. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON BUG2149):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL

INFLAMACION

ÁREA AFECTADA.

PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++

cEREBRO

EDRAZON

1-lIGADO

BAZO

PULMON

RIÑON

GXJLON

Mi ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

TEJIDO

56

75

69

31

25

44 12 19 37

+ <25% deI área tisular afectada; .¡—¡- entre 25 y 50% deI área

tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.



TABLA XXXI. TRYPÁNOSOMA CRUZ! (CLON NR):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION

IINFLAMACION

AL ÁREA AFECTADA.

PSEUDOQIJISTES

+ ++ +++ + ++ ++-J-

cEREBRO

O3RAZON

¡lIGADO

BAZO

PULMON

RIÑON

ateN

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

¶EJIDO

35

57

50

43 14 14

+ <25% deI área tisular afectada;++ entre 25 y 50% del área

tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.



TABLA XXXII. TRYPÁNOSOMA CRUZ! (CLON S03):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.

INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++

cEREBRO

OJRAZON

¡lIGADO

BAZO

PULMON

RINON

COLON

6

6

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

TEJIDO

19

1262

50

6

19

31 6 31 12

+ <25% deI área tisular afectada;++ entre 25 y 50% deI área

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



TABLA XXXIII. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON MN):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y

PSEUDOQUISTES EN RELACION AL ÁREA AFECTADA.

INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++

cEREBRO

cIDRAZON

HIGADO

BAZO

PULMON

RINON

COLON

M. ESQUELETICO

VEJIGA URINARIA

MEDULAOSEA

25 75

TEJIDO

83 17

25

50

33

25 42

+ <25% del área tisular afectada;++ entre 25 y 50% del área

tisular afectada; +++ >50% del área tisular afectada.
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Existen algunas evidencias que apoyan la correlación entre
clasificaciónbioquímicade cepasde T. cruzi y otraspropiedades
biológicasdel parásito,talescomola tasadecrecimientopoblacional
en cultivos axénicos(Dvorak J. A. et aL, 1980;Katzin V. J., et al.,
1983), especificidad de unión de anticuerposmonoclonales
(AndradeS.G., et aL, 1983;Flint YE., et al, 1984) y propiedades
patogénicas(Miles M.A., et al., 1981a).

Sinembargode acuerdoa la teoríaclonal (TibayrencM. y AyalaF.J.,
1988>, dondesedescribequelos aisladoso cepasestánconstituidos
por poblacionesde clonesnaturales,esnecesarioel estudiode los
clonesde Trypanasoma cruzi por separado,para dilucidar sus
propiedadesbiológicas y médicas,ya que muchasinfecciones
chagásicasson causadaspor mezclas de diferentes genotipos
clonales del parásito lo que puede influir en el desarrollo,
manifestacionescinicas y severidadde la enfermedadde Chagas.

Una característicamuy importante de T. cruzi es su amplia
heterogeneidadcon respectoa sus propiedadesbiológicas,
bioquímicasy médicas(Dvorak J.A.,1984;BreniereS.F., et a11985;
Tibayrenc M. et al.,1986). Los resultados obtenidos en esta
investigaciónlo confirman.

En estetrabajosehanutilizado diversoscriteriosparael análisisde
lascaracterísticasde cadauno de los clonesde T. cruzi,medianteel
estudiodel comportamientoy la capacidadde diferenciaciónen
cultivo axénico, información sobreel metabolismoen cultivo, la
capacidadde infección en cultivo celular y la evolución de la
infecciónen un modeloexperimental.

5. 1. CULTIVO AXENICO DE Trypanosomacruzl

5. 1. 1. METACICLOGENESIS

De acuerdoa los resultadosdel estudioen cultivo axénicode la
transformaciónde epimastigotesa formasmetacíclicas,se demostró
quela metaciclogénesisocurrió en los tresmediosutilizadospero
con diferenciasen susporcentajes.

Son muchos los factores que estimulan o inhiben la
metaciclogénesis,siendomuyimportantela cepao clon del parásito
queseestudiey sucomportamientoautónomo(CarneM. y Dvorak
J.A.,1982), el mediode cultivo utilizado y el tiempotranscurridolo
que implica deficiencia o agotamientode nutrientes (Camargo
E.P.,1964;ContrerasV.T., et aL, 1985b;Gainallo C., et al., 1991)).
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Se podría discutir si los porcentajesaltos de transformación
obtenidosen algunosclonescomo es el casode Pl1, puedenser
consecuenciade su tasaelevadade crecimientopoblacionaly un
menorporcentajede transformaciónen cultivos conbaja tasade
multiplicacióncelular,comoes el casodeCUTIA.

El númeropoblacionalen estecasono pareceser un parámetro
sólidopararelacionarconla ocurrenciadela diferenciaciónen estos
clones,porqueel crecimientofué similar paratodosy el porcentaje
de formasmetacíclicasse calculó en un númerodefinido total de
parásitostomadosal azary paratodoslos clonesel mismo,tuvieran
un abundanteo pobrecrecimientopoblacional.

Sin embargola demandadenutrientesen unapoblaciónabundante,
implica suconsumomásrápido y por lo tanto podríaocurrir una
diferenciaciónmástempranacomo fué el casoparael clon Pl1,
donde su fase exponencialen medio TAUP se alcanzóen los
primeroscincodías.
Estandode acuerdolo anteriorconlos resultadosde BrenerZ.,1973
en los cualesinformaquehayescasatransformacióndurantela fase
de crecimientoexponencial.En el momentoque se agotanlos
nutrientesdisponiblesy se acumulanmetabolitos,seobservala
apariciónde las formasmetacíclicas(CamargoE.P.,1964).

Se suponeque no sólo el agotamientode nutrientespor alta
concentraciónpoblacional induce la diferenciación,entonces
probablementeexisten otras condicionesque influyen y los
menoresporcentajes alcanzadosde metaciclogénesis,están
asociadosa diferencias particulares en los requerimientos
metabólicospara cadaclon y a otros factoresimportantesde
selección,comoporejemploexpresionesgénicasinvolucradasenel
metabolismodel AMP.

Recordemosque el medio de cultivo TAUP estácompuestopor
factoresartificiales de orina del triatomino(TAU), suplementado
confosfatosy suerofetal bovino.
El medio TAU sin suplementos,copia las condicionesnaturales
dentro del insecto vector, donde ocurre usualmente la
transformaciónenel ciclo biológicode T. cruzi.
En estemediode cultivo TAU la diferenciaciónno estáacompañada
demultiplicación (KrassnerS.M. et al., 1990).

Sin embargoenel medioTAUP se observareplicacióndel parásito
aunquemásescasacomparativamentecon los mediosLIT y GRACE
los cualessonmásenriquecidos.

.1 •¡
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En el medio GRACE la diferenciaciónmetacíclicaes baja(Burgos
Mi-!., a al., 1989),sin embargoal sersuplementadoconGlutaniina
y Glucosaocurremayor transformacióncomo acontecióparaestos
clonesdel parásito.

Es de suponerquesedáunapresiónselectivain vitro, quedispara
los mecanismosde diferenciación,algunosde estosmecanismosson
ya conocidos y han sido mencionadosanteriormenteen la
introducción.
Tambien se podría asumir que los factoresrequeridospara la
supervivenciadel parásito,debensermenosestrictosy específicos
que los necesariosparala transformación(Krassner5. M. et al.,
1990).

Seesperariaqueun porcentajealto de transformacióndelparásito,
lo queimplica mayornúmerode formasmetacíclicas,conduzcaaun
mayor éxito de infectar a su hospedadory a su vez baja
transformaciónpocasprobabilidadesdeinfección.
Sin embargono siempre ocurre así, ya que en observaciones
descritasporSánchezG .A., 1992,la cepaTulahuende T. cruz¡ con
diferenciacióndel 10%, presentólos mayoresnivelesde parasitemia
y mortalidaden ratones.

Se podría pensar que la relación entre el porcentaje de
diferenciacióny la infectividadobtenida,no seanecesariamente
unacausa-efectoy queotrascaracterísticasdelparásitofuesenmás
importantes.
Paraalgunosautores(TanuriA. et al., 1985),la infectividadde las
poblacionesde T. cruzi parecedependerdel origende los clonesde
unacepa,másquede sustasasdediferenciación.

El mayorporcentajede diferenciaciónobtenidoparalos clones39
superóel 40%, sin embargosu infectividad en ratón para la
estabilización,no fué comoseesperaría.
Por ejemplo los clonesBUG2148 y BUG2149 necesitaronvarios
intentosparalograrla primerapositivizaciónde ratonesapartirdel
cultivo axénico,lo quelleva apensarqueaunqueseencuentrenlas
formasmetacíclicas,éstasdebencarecerdealgunapropiedadque
las haceinfectivas.
En el caso de los clonesMN, 503 y NR infectaronal ratón con
períodosde prepatencialevementemenores.

En estosclonesno seencontrórelacióndirectaentrediferenciación
e infectividadasociadacon la característicadecompartirun mismo
perfil isoenzimático.
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Los parásitosmantenidosencultivo porlargosperíodosde tiempo,
tiendenala pérdidao atenuacióndesu virulencia, dependiendode
la cepa(Pizzi T.,1961;Rice DE. y ZeledonR.,1970;BrenerZ.,1973;
LeguizainonM.S., etal,, 1993).

Probablementela pérdidade infectividadva relacionadacon una
paulatinadisminuciónhastadarseningunatransformaciónaformas
metacíclicas,como un fenómenode adaptaciónselectivo, esto
pérdidade transformaciónse pudoobservarclaramenteenla cepa
Tulahuende T. cnrzi, la cual estuvopor largo tiempo en cultivo
axénico(observaciónpersonal,no temade tesis).

El clon CUTIA presentóel menorporcentajede transformacióny su
crecimiento poblacional tambien fué escaso,sería necesario
dilucidar medianteotros estudioscualitativos,cúal podría ser la
razónde su comportamiento.Es probablequeesteclon estémuy
adaptadoalas condicionesde cultivo.

5. 1. 2. RESONANCIAMAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES

La doble capacidadde T. cruzi de utilizar tanto azúcarescomo
aminoácidoses probablementede gran valor en su adaptacióny
colonizacióna diferenteshospedadores;indiscutibleventajasi se
tiene en cuenta que estos organismoscarecende un sistema
convencionalde almacenamientode carbohidratos(Vickerman
K.,1994).

Para la identificación de los principales metabolitosque son
excretadosal mediodecultivo seha utilizadola espectroscopiade
RMN H1, técnicaquevienesiendoaplicadaen los últimos añosal
estudiodel metabolismode losprotozoosparásitos(Thompson5. N.,
1991).

Laproducciónde acetatocomo unode los metabolitosmayoritarios,
puededeberseal hechode queen algunasde las formasdel ciclo de
vida de los génerosde la familia Trypanosomatidaela mitocondria
no parece ser totalmente funcional, lo que llevaría a una
incapacidadparareoxidardicho metabolito(OpperdoesF. R.,1987y
Sánchez-MM., et al., 1992).

Probablementedebeestarrelacionadoconel catabolismoaeróbicoa
partirdel excesodeAcetil CoA. En el casode 7’. cruzi posiblemente
se produceporel catabolismode aminoácidosy no de la glucosa
(CazzuloJj., et al., 1988).
El acetatofué un metabolitomayoritarioparatodoslos clones.
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El succinatoesun productouniversaldel catabolismodela glucosa,
usualmenteacompañadoporal menosotro producto(CazzuloJ. 3.
1992) aparentementepuedeser producidopor la glucolisis del
fosfoenolpiruvatoquees carboxiladoa oxalacetato,el cual puede
serreducidoa succinato(UrbinaJ.A.,etal,, 1993).

El piruvatono siempreseproduceen lasdiferentespoblacionesde
T. cruzi (CannataJj. y CazzulojJ.J., 1984 y Sánchez-MM., et aL,
1995).
La producciónpuedeserexplicadapor el hechode que algunos
miembrosde la familia Trypanosomatidaeno poseenlactato
deshidrogenasa(MukkadaA. J., 1985),enzimaresponsablede la
reoxidaciónde NADH durantela glicolisis.
Estaausenciaescompensadapor la conversióndeglicerofosfatoa
glicerol mediantela reversiónde la reacciónde la glicerol-kinasa
(OpperdoesF. R~, 1987).
En los resultadosobtenidosconestosclones,se reportantrazasde
estemetabolíto.

El etanol es uno de los metabolitosmayoritariosdetectadosen
algunosaisladosde T. cruzi (Sánchez-MM., et al., 1995) lo que
suponeque la excreciónde este productode fermentación,es
probablementeel resultadode un metabolismoanaeróbicoparcialo
de la incapacidaddel ciclo de la gicerolfosfatooxidasaparaactuar
sobre todos los equivalentereducidosque se producenen la
glicolisis de talesaislados.
Es importantedestacarqueen los clonesdel presenteestudiofué
mínimala producciónde estemetabolíto.

De acuerdoa Frydman B., et al., 1990, la disminución en la
producción de L-alanina, acompañadadel incremento en la
producción del succinato,en presenciade NaLICO3, ha sido
encontradoenpoblacionesde T. cruzi.
Esteeventoocurrió en todoslos clonesdel estudio.

Las diferenciastanto cualitativascomo cuantitativasobservadas
entre los diferentesclonesestudiados,nos indican un delicado
balance y cambios en las estrategiasmetabólicas para la
degradaciónde substratosenergéticos(glucosao aminoácidos).

Lascaracterísticasmetabólicasdel parásitocomparativamentecon
las célulasdel hospedadormamífero,puedepermitir abordarel
desarrollo de nuevasdrogas efectivas, medianteinhibiciónes
selectivas.
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5.2. INFECCION CELULAR IN VITRO CON T. cruz¡

En la actualidadse tiene conocimientoque el parásito T. cruzi
invadeuna variedadde célulasde mamíferospor interacciones
ligando receptores. Se han postuladodos proteínasuniendo
carbohidratos,la neuraminidasa/transialidasay lapenetrinacomo
importantesen el procesode la interiorización del parásitoen
célulasde mamífero(Ortega-BE. y PereiraM.E., 1992).

De acuedoalos resultadosdeinfecciónconlos clones,sedetermina
un mayor índice de infección en las célulasVERO que en los
macrófagos.

A su vez los macrófagosde la líneaJ774 presentanuna tasade
multiplicacióncelularmayorquelascélulasVERO, de acuerdoalos
recuentosde célulasen saturacióndemonocapay tambienel índice
de infección enmacrófagosfué menorqueen VERO.

Esto podría estar de acuerdo con la aseveraciónde los
investigadoresDvorak YA. y CraneM.S. 1981 y OsunaA. et al.,
1984, quienesdicenqueel éxito de la infecciónde las célulasde
mamíferos,parecequedependede la fasedel ciclo celular, lo que
sugiere probablesalteracionesen las moléculasde superficie
relacionadasconel ciclo celulary quepuedenestarinvolucradasen
los procesosde invasión.

Observacionesde experimentosadicionalesutilizando macrófagos
irradiados, efectivamenteconfirman que los macrófagosJ774
aumentansuíndicede infeccióncuandono se dividen.

Ambas líneas celulares utilizadas para la infección con los
diferentesclones,resultaronsermuy apropiadasparademostrar
queel parásitoT. cruzi infecta tanto a célulasfagocíticascomo
aquéllasqueno lo son. Comprobandosequela interiorizacióndel
parásitoen la célulaes un eventoquecomprometeactivamenteal
parásito,ademásse pudo observarquela infecciónenmacrófagos
resultómenoséxitosa.

El tiempode duracióndel ciclo intracelularen las infeccionesin
vitro paraestosclonesy en las condicionesutilizadas,fué mayor
que otros reportados,ésto estáde acuerdocon Engel J.C., et al.,
1985, quien dice que la tasade replicaciónintracelularvaría en
Trypanosomacruzi dependiendodelos clonesy cepas,por tanto el
ciclo intracelularpuedetenerdiferenteduración.
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Debido a queesteestudiofué cuantitativo,seenfatizael índicede
infecciónen los dos momentoselegidosdel ciclo intracelular,sin
embargolas observacionesdirectaspermitieronla visualizaciónde
todaslas formasdel parásitoy los cambioscelularesaparentesque
sevansucediendoalo largodel desarrollode la infección.

Lascélulasparasitadas,al parecerno sufrendaño,inclusocontinuan
su multiplicación hastael momentoen quese lisan liberandolos
parásitos.Estasobservacionesson respaldadaspor el trabajode
BrenerZ. 1973,quiende igual manerano observóaparentesdaños
celulares.

No todos los amastigotesse desarrollanhasta tripomastigotes
dentrode la célulay al parecercercadel 25% sedegeneran(Brener
Z.,1973).
Esto explicaríaqueal día 10 de infección los tripomastigotesno
sean tantos como se hubieseesperado,con relación a los
amastigotescuantificadosen el día 5.
Se pudo observarlas formasde transformaciónintermediascomo
epimastigotesdentrode la célula, comohasido reportadoporDa-
Silva L.H. 1959.

Se hademostradoquela linea J774es deficienteen la producción
de metabolitosintermediosde oxígeno despuesde la fagocitosis
(Ralp P~, et al., 1975). Estacaracterísticapermitelos estudiosde
infeccióncelularen unalíneaconcualidadespropiasde macrófagos.

Porotraparte,sehaencontradoqueun alto índicede infecciónen
macrófagospor T. cruzi estáasociadoconbajaproducciónde óxido
nítrico. Resultadosde PlasmanN., et al., 1994 demuestranclaras
diferenciasen el curso de la infección de T. cruzi en relación al
estadode maduraciónde los macrófagos.

Las característicasde macrófagosy de la línea J774 que se
comportacomo tal, documentaninformacion que respalda los
hallazgosen el presentetrabajo, con relación a las diferencias
encontradasde menoríndicede infecciónen los macrófagosqueen
lascélulasVERO.
Recordandoademásque J774 producebaja cantidadde óxido
nítrico (Kuhn R.,1993),pero puedeser suficienteparainhibir el
establecimientodela infeccióntanexitosamentecomoocurreen las
célulasVERO, ademáslos macrófagostienencaracterísticaspropias
paraactúarsobrelos microorganismos.
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Comparandolos resultadosdel índicede infección de todos los
clonesen el día 10, vemosqueen célulasVERO seobtuvomás del
50%decélulasinfectadas,conun máximodel 84%.
Enel casode losmacrófagosla infecciónfué mayordel 30% conun
máximodel 67%.

Como observacióninteresante,algunosclones presentaronun
porcentajealto de infección, sin embargoel númeropromediode
parásitosdentro de la célula fué escaso,por ejemplo en células
VERO conel clonSOS.
A la inversatambienocurrió, comofué el casodel clon BUG2148 en
VERO al día 10 de la infección.

Recordandoque las células fueron infectadascon parásitosde
cultivo axénico,tomadosenel momentodemáximadiferenciación,
en estosdoscasoscorrespondieronal 72% y 75%respectivamente,
se demuestraque aunqueestosclones soninfectivos, y ambos
compartenel mismo perfil isoenzimático, su comportamiento
intracelular es diferente en el mismo tipo de célula VERO o
macrófagos.

5.3. ADAPTACION DE LOS CLONES DE T. cruzl EN RATON

La dificultad mayor que se tuvo en estetrabajoparaadaptary
estabilizarlos diferentesclones,dependióen partedel tiempoque
los parásitosestuvieronen cultivo previamentey tambiencomoen
todoslos demásexperimentos,de lascaracterísticasindividualesde
cadaclon.
Paralo sucedidoconel clon CUTIA, no setieneclaridadde la razón
por la cual no infectó célulasni ratones,y en la únicavez quese
positivizó un ratón,su parasitemiafué mínima negativizandoseen
cortotiempo.Lo quesignificaquela respuestadel hospedadorfué
suficienteparasuperarla infección.
Es probablequeesteclon seapocoinfectivo por naturalezao que
hubieseperdido su infectividad por una adaptaciónselectivaa
permaneceren cultivo.

La relaciónentrediferenciacióne infectividadpareceser menos
relevantequeel efectode otrascaracterísticasdel parásitosobreel
procesode infección.
La capacidadinfectivade los parásitosha sido correlacionadaconla
presenciade antígenosde superficiecapacesde adherirsea la
membranade la célulahospedadora(ZingalesB. et al., 1982).



62

Esto podríaestaren relaciónconla dificultad de predeciren que
momentolas formasmetacíclicasestarianaptaspara causarla
infección y por ende explicaría en parte lo sucedido en la
adaptacióndel parásitoaratón,paralos diferentesclones.

Al parecer es necesariopara la infectividad, que el cambio
morfológicoestéacompañadode cambiosmetabólicosy antigénicos
(TanuriA. et al., 1985).

En los resultadosde pruebasadicionalesconlosclonesBUG2148y
BUG2149,en lascualesseinocularontresratonesrespectivamente,
con formas tripomastigotasprovenientesde células VERO
infectadas,seobservóqueéstasinfectaronlos ratonesde manera
más rápida y con mayor parasitemiaque lo acontecidocon los
inóculosde metacíclicasde cultivo axénico.

Estehallazgoestáen desacuerdocon los estudiosde Urdaneta-M5
1983, donde se enunciala escasainfectividad de metacícicas
provenientesde cultivo celular,probablementela diferenciaconsus
hallazgosradicaen queaquí setratade clonesy no cepascomoen
su estudio.

En unarecienteinvestigacionaúnno publicadade ZúñigaC. et al.,
1996, se confirma el poder de infectividad en ratón de los
tripomastigotesde la cepa T. rangeil, provenientes de células
infectadasin vitro, ademásestostripomastigotesmanifiestanotras
característicasde comportamientomuyinteresante,reflejadoensu
virulenciay hallazgoshistopatológicosrelacionadostambienconla
edadde los ratonesinfectados.

En otros estudiosBrenerZ. 1973 y De Souza1984hanreveladoen
sus respectivostrabajos,que los tripomastigotesobtenidosde
sangre,cultivo celulary cultivo axénicosoninfectivos.
Ademásotros trabajosreportanque amastigotesderivadosde
células infectadaspuedeninfectar y multiplicarsendentro de
célulasde manúfero(Ley V., et al., 1988;UmezawaE.S., 1985).

Medianteexperimentosconclonesde cepaY de 71 cruzi, Alves A.M.
et al.,1993, tratan de averiguarsi los diferenteszimodemasse
correlacionanconcaracterísticasdel comportamientodel parásito,
determinandolos nivelesde infectividadde los clonesy subclones
de T. cruzi.
Estavariaciónde zimodemasencontradadentrode clones,sueleser
reversibley estáasociadaconinfectividadal raton.
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Se ha encontradovariación en los perfiles isoenzimáticos
acompañadade cambiosen la infectividad y virulencia, además
estánasociadoscon la ocurrenciadediferenciascuantitativasen el
contenidototal de ADN y contenidode las basesG-C y A-T entre
tripomastigotesy epimastigotesde clonesde T. cruzi (Nozaki y
DvorakJ.A.,1993).

En la actualidadsesabequelas poblacionesde T. cn¡zi presentan
altaheterogeneidady característicasdiversastales como tropismo
tisular, morfología,parasitemia,patronesisoenzimáticosy perfiles
de productosde restricciónpor endonucleasasy que tambien
sucedencambiossignificativos de infectividad y diferenciación
metacícicaen cultivosde laboratorio(EngelJ.C.et al., 1982).
Por lo tanto esmuy necesariollevara cabolas investigacionescon
poblacioneshomogéneaso clones, donde las característicasse
conservansin cambiossignificativos.

5.4. INFECCIONEXPERIMENTAL CON T. cruzl EN RATON
COMPORTAMIENTODE JA ESTRUCTURACLONAL

El parásitoTrypanosomacruzi es un organismomuy complejo,
como se define por diferentes marcadoresbioquímicos como
isoenzimas(TibayrencM., et al., 1986),anticuerposmonoclonales
(Kirchhoff L.V. et al., 1984), y estudiosde ADN del kinetoplasto
(MacinaItA. et al., 1987),ademásde muchasotrasinvestigaciones
en diferentestópicos.
Sin embargopocainformación existeacercade la infectividady
comportamientode los clonesnaturalesen modeloexperimental.

El desarrollode un modelomurino quesimula lasmanifestaciones
de la enfermedadhumanaen sus fasesaguday crónica,facilita el
estudiode los mecanismosde la patogenia,haciendoposibleel
análisisde diferentesaspectosde la respuestainmuney el estudio
del dañotisular.

Los estudios experimentalesutilizando formas metacíclicas
inducidasen cultivo, muestranqueocurresemejantea si fuerancon
tripomastigotesprovenientesde triatominosy las perturbaciones
inmunológicasen el hospedadormamíferosonlas mismas(López
Mi., et aiL,1995).

De tal manera, los estudiosrealizadosen esta investigación
utilizando tripomastigotesmetacíclicosde cultivo, copianlo que
ocurre en las infeccionesen la naturalezacon la mayor cercanía
posible.
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Los resultadosdel presentetrabajo permitieron dilucidar el
comportamientode los diferentesclonesde T. cruzi en modelo
murinoy otros aspectosbiológicosdelparásito.
En la infección a ratón se evaluó la prepatencia,la curva de
parasitemia,el estudiode órganosy su análisislústopatológíco.

Se revelansemejanzasy diferenciasentrelos distintosclones,que
tienenel mismoo distinto perfil isoenzimático,ambaspropiedades
configuranun comportamientoindividual quepermitecomprender
la compejidadde esteparásito.
Se observaclaramentela relación bidireccional en la relación
hospedadory parásito,dondeintervienenlos mecanismosde escape
del parásitoa la accióndefensivadel hospedadory los factores
genéticosdeambosorganismoscomprometidos(BraunM. y DeTitto
E. 1985).

Segunlos resultadoshistopatológicosde ratonesinfectadosconlos
clones,claramentese distinguen las lesionesinflamatoriascon
infiltrados de célulasmononuclearesy polimorfonuclearesen el
cincuentaporcientode los órganoselegidosparael seguimiento,
ademásloshallazgosde pseudoquisteso “nidos de amastigotes”los
cualesconfirmanel establecimientode la infecciónen el raton.

El parásitoT. cruzi puedepresentardistintostropismostisularesen
vertebrados(Melo R.C.y BrenerZ.,1978;Mayer R. et al., 1990).
Durantela infección agudaseproducedañotisular, debidoa la
replicaciónde los organismosy al efectode las toxinasliberadaspor
el parásitoy en algunoscasosinicios tempranosde reacciones
autoinmunes.
Ocurredenervacióntemprana,perosólo enla fasecrónicasepuede
ver con claridad las manifestacionesde disfunciónorgánica(Mc
CabeR.E. et al., 1989).

Comocaracterísticacomúnenlos resultadosde la histopatología,se
encontrótropismomuscular,como un tejido de primeralíneade
infecciónparatodoslos clonesde esteestudio.

Los órganosmuscularesincluyendo el corazón, se encuentran
frecuentementeinfectadosenla faseagudade infeccióncon 71 cruzi
(Bice D.E. y ZeledonR.,1970;HansonW.L. y RobersonE.L.,1974).
Segunlos investigadoresAntunesV.de P. et al., 1993 en la fase
agudade la infeccióncon T. cual, ocurreunarápidamultiplicación
del parásito, con parasitemiaevidentey parasitismo tisular,
distribuidode acuerdoa la afinidaddel parásitocontipos celulares
específicos,usualmentecon afinidad por miocardio, músculo
esqueléticoy tracto digestivo. 4

T
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La miocarditischagásicaagudaseha encontradoen la granmayoria
de losratonesinfectadosconlos clonesdel estudio.
Es sabido que estamiocarditis tiendea regresaren fase aguda,
segunlos estudiosdeinfeccióncon T. cruzi enperros,al igual quela
inflamaciónencontradaanivel de sistemanerviosocentral(Pittella
J.F.,etal.,1990).

Varias investigacionessugierenpor otra parte,que en pacientes
infectadoscon T. cruzí, la miocardiopatíachagásicaesproducida
pormecanismosautoinmunes,inducidospor antígenoscompartidos
porel parásitoy lascélulasdel humano(BrenerZ., 1994).
Tambiense hanreportadocardiopatíaschagásicasen faseaguda
con tropismotisularvariado(PeninP. et al., 1990).

Generalmenteestaspatologíasseverasse reportanen Chagas
crónico. Otros hallazgosdel mismo autor, manifiestanque la
respuestahumoralprobablementeparticipaen lesionesde músculo.

Los anticuerposqueseunena la superficiedecélulasdel músculoy
principalmenteen músculocardíaco,estánen el suerode ratones
crónicamenteinfectadoscon T. cnszi.
Las célulassufrendañopor la citotoxicidadmediadapor células
dependientede anticuerpos

En los últimos años se ha puesto especialinterésen estudios
multidisciplinariosquepermitanmayorconocimientodel parásito
T. cruzi.
La correlaciónentrevariación moleculara nivel génico con los
cambiosen las propiedadespatofisiológicas,requierenespecial
interés.
En la actualidadexistela tendenciade investigarconlos clonesmás
que con cepas,debidoa que éstospermitenmayor certezade
homogeneidad(Myler P.J., 1993).

La teoríaclonalen T. cruzi, ha reveladola existenciade diferencias
entre individuos en relación a característicasbiológicas y
patogenicidad,probablementecomo respuestaa la seleccióny
adaptaciónamúltiplescircunstancias(De Titto E.U., etal.,1987).
En los resultadoshistopatológicosde esteestudio, sevisualizan
procesosinflamatoriosen la mayoríade los órganos,siendomás
relevantesanivel de musculaturaesqueléticay cardiaca.
Todoslos ratonesinfectados,presentaroninfiltradosinflamatonos
en los órganos comprometidos,cerebro, corazón, músculo
esqueléticoy enmenorgradoenhígado,bazoy colon, conpresencia
o no de pseudoquistes. -.
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Es de anotarquela inflamaciónno esun parámetrodefinitivo para
asegurarunainfecciónpor T. cruzi, ya quemuchaspatologíaslo
presentan,sin embargoen estecasopodríaatribuirseala infección
con el parásito,ya que ha estadoasociadacon el hallazgode
pseudoquistescomo infección estableciday presenciade
parasitemiaen todoslos ratones.

Ademásla mayoríade los investigadoresaducenquelos infiltrados
inflamatoriosen infeccionescon T. cruzi, aparecengeneralmentey
de maneratemprana,lo cual seríaun efectode la perturbación
electrofisiológicaen los tejidos,a nivel de fibras nerviosasy sitios
intramuscularesprincipalmente.

Los infiltrados inflamatoriosencontradosen corazónde ratones
infectadosconformasmetacídicasprovenientesde cultivo axénico,
estánigualmentepresentescomoen las infeccionesconlos parásito
provenientesdel insectovectorLópez M.F., et al., 1995).

En otros trabajosde infecciónde ratóncon T. cual, mencionanlos
procesosmflamatorioslos cualesvaríande acuerdoa la cepade
ratonutilizaday los correlacionanconnivelesde Ig G2a, además
explicanque ratonesmás susceptiblesrespondencon procesos
inflamatorios donde predominan las células mononucleares
(Andradey. etal., 1985).

OtrosautoreshanencontradopredominiodecélulasT tipo CD8 enla
inflamaciónpor infecciónconT. cruzi en ratón. Cercadel 90% del
infiltrado celularde corazóny músculoesqueléticocorrespondea
estascélulasen la enfermedaddeChagas(KierszenbaumF. 1995).

Tambien se atribuye a los procesosiniciales autoinmuneslas
lesionesinflamatoriasencontradas,sin presenciade parásitosen la
enfermedadde Chagas(Mireilles H.j., et al., 1987).

De igual maneraotros investigadoresafirman que durantela
infeccióncon 71 cruzi, laslesionesinflamatoriasen corazón,músculo
esqueléticoy otros tejidos probablementeson debidasa la
respuestainmuneinducidaporel parásito(RibeirodosSantosR., et
al.,1991). Además la inflamación es de variada intensidady
distribucióny avecessueleserregresiva(Pittella3. E., et al., 1990).

En el estudiohistopatológicode estetrabajo,seencontróbastante
compromisoinflamatoriode distribuciónvariableen la mayoríade
los órganos,quepodríaserexplicadoen parte,por los enunciados
anteriores.
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Con respectoal hallazgode pseudoquistesen hígadoy bazo de
ratonesinfectadoscon el clon S03 fué exclusivo paraesteclon y
ninguno de los otros clones con igual perfil isoenzimático,lo
presentaron.
Además este clon 503 mostró manifestaciónmacroscópicade
hepatomegalia,con bajasparasitemiasen ratones.

SegúnBertelli M.S. y BrenerZ. 1980, sehanencontradoreceptores
de membranaen macrófagos,diferentesa C3 y Fc, los cualesson
específicosparaparásitossanguíneos.
Existe la posibilidadque receptoressimilarespresentesen otras
célulasdelhospedador,puedanestarcomprometidosen el diferente
tropismo de T. cruzi en el hospedadorvertebrado,ésto podría
explicaren partela diferenciade tropismoen el casode esteclon.

Probablementeunaseriede factoresconfluyenparala especificidad
del tropismotisular relacionadoconla infecciónde cadaunode los
clonesnaturalesen T. cnizi.

El hallazgo de tripomastigotesen líquido ascítico de ratones
infectadosconel clon BUG2149, secorrespondecon lo reportado
hacevariosañospor los investigadoresDa-Silva L.H.,1959y Wood
D.F., 1951,quienesinformaronla presenciade transformaciónde
amastigotesa tripomastigotesen liquido peritoneal,probablemente
liberadosporelementoscelularesen ratonesinfectadoscon T. cruzi.

Es de mencionar el hallazgo macroscópicode cerebros de
consistenciamuy blanda,probablementese podríadefinir como
encefalitis con áreasde necrosis colicuativa en los ratones
inoculadoscon los clonesCUICA ESQUILO y Pl1 pertenecientesal
clon Mayor 20 y los clonesS03 y NR del clon Mayor 39, aunquea
nivel microscópicola inflamaciónno fué relevante.

Llama la atenciónel hechodequeéstosclonesa su vez,presentaron
bajas parasitemiasen los ratones y no se encontraron
pseudoquistesen corazónde ningunode ellos, exceptoen infectados
conel clon S03dondeseobservóun pseudoquiste.
No sonsuficientesdatosparaafirmar algunarelaciónentreestos
parámetros,sin embargocabemencionarqueel clon 503 presentó
compromisostisularesmuyinteresantesy fuéen los únicosratones
dondeseencontraronpseudoquistesanivel de bazoe hígado.

Estudiosrealizadosen ratonpor González-CS.M. y Mirkin G. 1994
describendañodel sistemanerviosocentraltraducidoen hallazgo
de infiltradoscelularesfocalescono sin parásitosasociados.
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Tambien segunlos estudiosde estosinvestigadores,en la fase
agudade la enfermedadde Chagas,los parásitosparticipanal
menosen algúngrado,en la producciónde lesionestisulares(De
Diego J. A. eta.,1991).

Engenerallas lesionessonproducidaspor acciónmecánicadurante
el período de intensamultiplicación intracelular del parásito,
cuandoéstossonliberadosy seproducela lisis celular.
Ademáslos macrófagosya activadosson capacesde la acción
parasiticida,lo cualpuedeagravarel dañotisularpor liberaciónde
sustanciascitotóxicasde origenparasitario.

Haciendoun análisiscomparativodelos resultadosde parasitemias
y compromisostisularesde los clones, vemos que las mayores
parasitemiasseencontraronen los clonesBUG2148, BUG2149, MN,
del zimodemao clon Mayor 39 y en el c1on13379pertenecientesal
clon Mayor 19, y las menorescorrespondierona los clonesPu,
CUICA y ESQUILO pertenecientesal Clon Mayor 20.

Sin embargolos compromisosinflamatoriosy los hallazgosde
pseudoquistesde amastigotesen los ratonesinfectadoscon los
clones de mayoresparasitemias,no fueron significativamente
superioresa los encontradosen los ratonesinfectadoscon los
clones que dieron menoresparasitemias,como se puedever
comparandolos clonesSP104y ESQUILO con el clon BUG2149.

Cabemencionarqueseencontróimportantecompromisocardíacoy
muscularesqueléticoen ratonesinfectadoscon el clon 0P521, el
cual presentólaparasitentamásbaja.
Lo anterior indica que no hay directa correlación entre la
parasitemiay dañotisular. Igualesconclusionesfueron dadaspor
BorgesM.M., et al., 1992 en su amplio estudiorealizadoen ratones
cepaSwissinfectadoscondiferentescepasde T. cruzí.

En otros trabajosa nivel de poblacioneshumanas,tampocose ha
encontradorelacióndirectaentrela parasitemiay la evolucióndela
cardiopatíachagásica(Borges-P.J., et aL,1992).

De acuerdo a los resultadosde compromisode las cavidades
cardiacasen cuantoala inflamaciónencontrada,seobservóquelos
clones presentaronmayor porcentajede inflamacióna nivel de
ventrículos,lo queestáen concordanciacon los hallazgosde Simoes
M.V. etaL,1994,en pacientesconmiocarditisaguda.

SegunSabreG., et al.,1981 sugierenque la distribuciónde las
lesionesinflamatoriasen las diferentespartesdel corazón,están
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relacionadascon el metabolismoy diversidadantigénicade las
cámarasdel corazón.

Todaslasdiferenciasal igual quelassimilitudesentrelos clones,se
agrupanen un contextoquelleva necesariamentea considerarla
variabilidaden las interaccionesparásito-hospedador.
Estaheterogeneidadtieneun impactoimportanteen la ecologíay
evolución de los parásitosy por tanto en la epidemiologíade la
enfermedad.
Se ha reportadoque dos clones del mismo zimodematienen
característicasmédico-biológicasdiferentes(TibayrencM. y Ayala
FJ., 1988).
Por lo tantosehaceaúnmáscomplejoel análisisy esprecisamente
lo queaconteceparalos clonesdeesteestudio.
Segunlo discuteSchmid-HempelP. y Koella J. C. en su trabajo
publicadoen 1994,seencuentraunaaltavariabilidaden todoslos
sentidos,refiriendosetantoal parásitocomoal hospedador.

[lay muchasevidenciasque respaldanla afirmación que una
parasitosisinvolucra activamenteal parásitoy su hospedadory
todos los factores que inciden en estas interaccionesestán
relacionados.

La variabilidad en el genotipo del parásito(Dvorak J.A.,1984;
Wagner W. y So M., 1990) y en el genotipo del hospedador
<TrischmanT., et al., 1978), susceptibilidado resistenciaa la
infección, la edad,comportamientosocial,variacióngeográficay
espacialdefinenel desarrollodela enfermedad.

Algunosinvestigadoresencuentranque la susceptibilidadde las
diferentescepasde ratonesa la infección con T. cruzi en fase
aguda,dependetanto de la cepadel ratóncomode la cepao clon
del parásito(PostanM. etal., 1982ay 1982b).

Los resultadospresentadosaquí,revelanqueestosclonesinfectan
ratonesdela cepaSwiss,enlos cualessedáunaprepatenciacortay
la parasitemiarelativamentebaja con tendenciaa desaparecer
alrededorde los 30 días.
En cuantoal estudio histopatológicose encuentracompromiso
tisular contropismovariado,sinmortalidaden faseaguda.

Los estudiosrealizadosen modelosanimalespermitencomprender
la interacción compleja que regula la infección, ademásque
diferentessubpoblacionesde cepasT. cruzi puedendeterminar
diferentescaracterísticasde infección como la mortalidady el
tropismotisular (Mc. CabeR., etal., 1989>.
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Segunlosresultadosde las investigacionesen infeccióncon T. cruzí
realizadasconmodelomurino, incluyendoel presentetrabajo,se
está de acuerdocon la aseveraciónde algunosautorescomo
KierszenbaumF. et al., 1995,quienesdicen que es inapropiado
referirsea cepasde ratonessusceptibleso resistentessin referirse
ala cepao clon de T. cruzi usadaparaestablecerla infección.

El parásito T. cruzi estáasociadocon dos principalesformas
clínicas, la cardiacay la intestinal. Estasmanifestacionesno se
encuentranigualmentedistribuidasdentrodel rangogeográficode
la enfermedad.
Se ha tratadode buscarla explicacióna éstoy Miles M.A., et al.
1981,propusoqueestasdiferenciasclínicaspuedenserexplicadas
por la distribuciónde los distintoszimodemasdel parásito.

A pesarde las muchasinvestigacionesque se realizan, existe
todavíaunaseriede interrogantesen torno ala morbilidaden la
enfermedadde Chagas.
Los largos períodoslatentesque en ocasionesprecedena las
lesiones,la discrepanciaentrela carenciao escasesde parásitosy la
severidadde la enfermedad,la variable e imprevisible forma
clínicay la evidenciade diferenciasgeográficasen la prevalenciade
las formasclínicas.

En las investigacionesrealizadaspor BreiMere 5. E, et al, 1989,con
un númeroconsiderablede pacienteschagásicosen Bolivia y
cubriendodiferenteszonasgeográficasdel país,encontróunagran
variabilidadgenéticade T. cruzi, traducidaen diferenteszimodemas
identificados.
Estoen principio estáde acuerdoconla hipótesisde laspropiedades
patogénicasde los zimodemas.
Sin embargoestosautoresno encontraronunareglaquedetermine
la hipótesisde especificidadpatogénicade estrictaasociacióncon
zimodemaparticular.

Con los resultadosde estetrabajotampocosepuededeterminaruna
asociación específica de zimodema ni área geográfica del
aislamientoconmanifestacióndinica, lo quepermiteasumirquelos
clones son entidades autónomas en su comportamiento,
probablementeasociado con las condicionesdel entorno y
propiedadesindividualesdel clon.

Segúnlos estudiosde característicasbiológicasde 7’. cruzi realizado
por SánchezG. et al.,1990,los zimodemasZí y Z2 bol y Z2braque
correspondea una clasificaciónai~tiguade amplios grupos,se
encuentrandiferenciassignificativasentreellos.
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Los clonesnaturalesSP1O4y MN del presenteestudioaisladosen
Chile, pertenecenrespectivamentea Zí y Z2bol, los cualessegunsus
resultadostienenbajavirulencia en raton, igual sucedeen los
resultadosde estainvestigación.

De igual manera,otrosautoresLuquettiNO. etal., 1986y Apt W. et
al.,1987, dicen que no hay una clara correlación entre los
zimodemasde T. cruzi y los diferentessíntomasde la enfermedad
de Chagas.

En general,todos estos investigadoresexplican las dificultades
metodológicasqueseencuentranen los aislamientosnaturales,que
puedenobrar como filtros de selecciónde subpoblacionesdel
parásito,en infeccionesmixtas lascualessonmuy frecuentes.
Sehanobservadocambiosen el ADN del parásitocomorespuestaal
“stress” (Nozaki T., y Dvorak J.A.,1993),es probable que estos
cambiosen última instanciainfluyan enla adaptacióndelparásitoa
laspresionesmedioambientalesy por lo tantoocurraunaselección
enla distribucióngeográficade los organismos.

Se hacealusióna éstoparacomentarque los clones de estudio
aisladosde la misma zonageográfica y compartiendoel mismo
perfil isoenzimático,comopuedeserel casode los clonesMN y NR
del clon Mayor 39 aisladosde Chile, no manifiestangrandes
similitudes en su comportamientoa nivel de metaciclogénesis,
infeccióncelularin vitro ni en raton.

Además,sehan encontradoclonesaisladosde unamismazona
geográficalos cualespresentandiferenteszimodemasentresi, con
manifestacioneshistopatológicassimilares,como es el casode los
clones 13379, Pu y S03 aisladosen Bolivia, lo que hace más
complejala asociaciónclínicaconun zimodemaparticular.

En la presenteinvestigaciónse utilizaron clones naturalesdel
parásito Trypanosomacruzi, lo que permite mayor certezade
homogeneidadparacorrelacionarsu comportamientoen animales
de experimentación,conel clon Mayor o zimodemay dilucidar la
especificidadpatogénica.

Se pudorelacionarunamanifestaciónclínicadeimportancia,fué así
comolos clonesESQUILO, CUICA, y Pl1 congenotipode clon Mayor
20, no presentaronpseudoquistesanivel de corazóny presentaron
pocosfocos de inflamación con bajo porcentajede áreatisular
afectada.
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En términosgenerales,en los resultadosde esteestudio,se pudo
observaruna autonomíade comportamientoclonal, con algunos
parámetrosdesimilitud, no tantoscomosehubieraesperadopara
los clonesconel mismoperfil isoenzimático,lo quenosindica que
existeun abanicodeposibilidadesqueocurrenen las infecciones
chagásicas,deacuerdolos parámetrosbiológicosy cinicos.

Los clonesMayoreso zimodemas,másfrecuentementeencontrados
enla naturalezasonl9,20 y 39 y selespuedeencontraren aislados
de pacientescon infeccionesmixtas (Ayala EJ. 1993) y segun
Breniere5. et al., 1989,no muestrandiferenciassignificativasen su
patogenicidad y estan asociadoscon todas las diferentes
alteracionesy patologíaschagásicas.
En los resultadosde estainvestigaciónutilizando estosclones
Mayoresenun modeloexperimental,sepuedeconfirmar lo mismo,
exceptoparala manifestacióncardíacade pseudoquistesque está
ausenteparalos clonesdel zimodema20.

Es necesarioenfatizarqueexistenvariosfactoresquecontribuyen
a las diferenciasen el comportamientodel parásito en otros
aspectosbiológicos.
En las investigacionesde HenrikssonY, et al., 1993 convariabilidad
de cariotipoy variabilidad isoenzimática,lograron correlacionar
clasificaciónde poblacionesnaturalesdel parásito T. cruzi por
marcadoresisoenzimáticosy localización de los genes en los
cromosomas,lo querespaldala teoríaclonaldereproducciónen un
parásitoconsectoresdel ADN diploidescomoes T. cruzi.
Sin embargoensusresultados,no encontraroncorrelaciónconlas
manifestacionesclínicas.
Las poblacionesnaturalesde Trypanosoma cruzi, tienen una
estructuraclonal, lo cualhasido reveladoporextensosestudiosde
genéticade poblaciones(TibayrencM., et al., 1986).

Sehanreportadointeresanteshallazgosdevariacionde zimodemas
dentro de clones,dependiendode la composicióndel medio de
cultivo, dichos cambios pueden ser regresivos y afectan la
infectividaden ratón(Alves A., etal., 1993).
De igual maneraTanuri A. y Almeida D.F., 1984, encontraronla
existenciade diferenciasintraclonales.

Entre el grannúmerode clones naturalesque se han aisladoe
identificadoisoenzimáticamente,algunossonlos másfrecuentesen
lasdiferenteszonasendémicas,a los cualesse lesdenominaclones
Mayorespor su genotipodominante,tambienrecibenel nombrede
clonet (TibayrencM. y Breniere54K 1988; AyalaF.J.,1993).
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Los clones Mayores 19 y 20 están muy relacionados
filogenéticamente,condistanciagenéticade 0.02 y conunaúnica
diferenciaalélicaen 15 loci <TibayrencM. y Ayala F.J. 1988).
La distanciagenéticaestimael númerode sustitucionesalélicasque
hanocurridoen dosorganismos,en estecasoclones,desdequeellos
compartieronun ancestrocomún(Ayala F.J.,1993).

Cabeentoncesla preguntaporqué, silos clonesMayoresl9y 20
sonfilogeneticamentemuy cercanos,tienenmarcadasdiferencias
ensu comportamiento.
Es precisopensarla explicaciónen referenciaa las implicaciones
evolutivasde adaptaciónlo quecoincidecon los argumentosque
esgrimeen su trabajoAyalaF.J., 1993,cuandoafirma queT. cruzi
es geneticamenteen extremoheterogéneoy necesariamenteha
ocurrido una adaptaciónal hospedadorhumano, de manera
independientey porlinajes.

Probablementepor esta razón se encuentrandiferencias
significativasen la adaptación,infectividad,virulenciay diversidad
en la patologíade esteparásitoen sushospedadoresmamíferos.

Por lo tanto aunqueseantan similaresisoenzimáticamente,se ha
encontradoen esteestudiode infecciónexperimentalcon raton,
importantesdiferenciasentreellos en manifestacionclínica y de
igual maneraen su comportamientoen cultivo.

Cabe resaltarel comportamientoindividual de clon de manera
independientey su posible relación con forma clínica de la
enfermedad,lo quepermiteunamayorcomprensiónde la infección
mixtaporvariosclones,dentrode un mismohospedadorhumano.

Todala informaciónconocidade la estructuraclonal en T. cruzi,
demandauna caracterizaciónpor separadode los atributos
biológicosy médicosde cadaunade lasunidadesclonalescomolo
hasugeridoTibayrenc.M. et al., 1990.

En la presenteinvestigaciónsellevó acaboun estudiocon 12 clones
naturalesde T. cruz¡, y seencontraroninteresantesresultadosque
muestranun comportamientoautónomoy característicode clon.

Conla utilizacióndevarioscriterios deestudiocomohasidoeneste
trabajo,se reportaunasignificativavariabilidadentrelos clonesde
71 cruzi con algunas propiedadescomunes, tanto en sus
característicasbiológicascomoen lasmanifestacionesclínicas.
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El modeloclonalnecesitamayorrefinamientomedianteadicionales
investigacionesanivel genético,inmunológicoy molecular,además
de la utilización del mismo y otros modelos experimentales,
necesariosparael entendimientodelos fenómenosinvolucradosen
la patogeniaconrelaciónactivaen unaparasitosis,lo queen última
instancialleva al mayorconocimientode la enfermedade Chagasen
laspoblacioneshumanasy su posiblesolución.
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De acuerdoa los resultadosobtenidosen la presenteinvestigación
sepuedeconcluirlo siguiente:

1. En estosclonesno seencontrórelacióndirectaentreporcentaje
de tripanosomasmetacíclicose infectividady virulencia.

2. Los resultadosdel estudiodel metabolismodel parásitoen
cultivo en faseexponencial,mostraronun delicadobalanceen las
estrategiasmetabólicaspara la degradaciónde substratos
energéticos,con producciónde succinato,acetatoy alanina,como
metabolitosprincipales.
Ademáslos clonesOPS21y 13379pertenecientesal clon Mayor 19,
producenL-malatocomo metabolitoprincipal, siendoésteel más
importanteparael clon OPS21.

3. Conrespectoala infecciónenlíneascelularesVEROy macrófagos
J774, con los clonesdel estudio, se pudo determinarun mayor
índicede infecciónen VERO. Sin embargose encontróen algunos
clones,alto númerode tripomastigotesintracelularesaunquesu
índicede infecciónfueramenor.
La duracióndel ciclo intracelularparaestosclonesfué mayora lo
establecidoparacepasde EF. 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 común en la
histopatología el tropismo muscular.
Se encontraron pseudoquistes en hígado y bazo de ratones
infectados con el clon S03 del clon Mayor 39.

5. Cabe mencionar la ausenciade pseudoquistesen corazón de
ratones infectados con los clones pertenecientes al clon Mayor 20.

6. No se encontró relación directa entre parasitemias e
histopatologia.

7. La infección en ratón cepaSwiss,presentópara todos los clones
estudiados, prepatencias cortas, parasitemias bajas, y fase aguda de
cincuenta días de duración, con ausencia de mortalidad
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El parásito Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la
enfennedad de Chagas o tripanosomiasis americana.
Este protozoo parásito posee un ciclo biológico complejo, con
alternancia entre un hospedador vertebrado y un insecto vector, lo
que implica una necesidad de adaptación selectiva a los diferentes
medios.

Trypanosomacruzi manifiesta una alta variabilidad genética,
siendo una característica muy importante su amplia heterogeneidad
con respecto a sus propiedades biológicas, bioquímicas y médicas.

Este parásito presenta una reproducción básicamente clonal,
manifestando que su evolución ha sido muy antigua y ha ocurrido
de manera independiente.
lEn la naturaleza las poblaciones de EF. cruzi seencuentrancomo
genotiposdominantes,identificadosporperfilesisoenzimáticos.
En la actualidad se reconocen43 zimodemas llamados clones
Mayores, los cuales seencuentranen ampliaszonasgeográficas.

Los clones Mayores 19, 20 y 39 motivo del presenteestudio,sonlos
más frecuentementeencontradosen los diferentesaisladosen la
naturaleza.

Se ha realizado un estudio comparativo del comportamiento de los
diferentes clones pertenecientesa los tres clones Mayores
mencionados, bajo el punto de vista de las características biológicas
y la manera como inciden sus propiedades individuales en la
relación con el hospedador, lo que conduce en última instanciaa la
comprensiónde lasmanifestacionesclínicasen la enfermedadde
Chagas.

El proceso de diferenciación o metaciclogénesis, analizado en tres
medios de cultivo para cada clon en particular, reveló que ocurre la
transformación de formas epimastigotas a tripomastigotas
metacíclicas, copiando lo que acontece en el insecto vector.

Los porcentajes de diferenciación varían en cada uno de acuerdo al
medio de cultivo utilizado y al clon en particular.
Se encontró máximo porcentaje de transformación del 95% en
medio TAUP para el clon Pu del clon Mayor 20, y mínimo
porcentaje de 14% para el clon CUTIA del clon Mayor 19.

El estudio de metabolitos mediante la técnica no invasiva de RMN
[1, mostró 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 clon Mayor 19,
mostraron como producto de excreción adicional L-malato, siendo
para 0P32 1 el metabolito principal.

Se observaron diferencias tanto cuantitativas como cualitativas
entre los diferentes clones.
Los resultados del estudio metabólico indican activación de la vía
glicolítica y de aminoácidos como estrategia importante para la
obtención de energía por parte del parásito.

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 infección acontece de manera similar para
todos los clones, independientemente de sus porcentajes de
diferenciación, excepto para el clon CUTíA cuyas formas
metacíclicas obtenidas fueron incapaces de infectar tanto a células
en cultivos como al modelo experimental.
Por lo tanto, no se observa relación importante como causa y efecto,
entre el porcentaje de diferenciación y la infectividad.

En cuanto a la infección celular in vitro, se pudo comprobar que
estos clones de EF. cruzi infectan y desarrollan su ciclo intracelular
en los diferentes tipos de células fagociticas y no fagocíticas, con un
tiempo de duración intracelular mayor a lo usual para cepas del
parásito.

El índice de infección fué mayor en células VEROque en macrófagos
para todos los clones, con 80% de máximo en VEROal día 10
postinfección para el clon S03 del clon Mayor 39 y 67% de máximo
en macrófagos, línea J774 para el clon Ph 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
isoenzimático.

Se observa claramente la relación bidireccional en la relación
hospedador-parásito, donde intervienen los mecanismos de escape
de EF. cruzi a la respuesta del hospedador, y los factores genéticos
de ambos organismos comprometidos.

De acuerdo a la evolución de la parasitemiaseencuentraque es
relativamente baja y tiende a desaparecer a los 30 días
pos tinfección.
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Los resultadoshistopatológicosrevelan tropismotisular variado,
siendoel músculoel tejido de primeraelección.
Procesosinflamatoriosseverosy hallazgodel parásitoen tejido a
maneradepseudoquistes,lo cualconfirmael establecimientode la
infección.

Es de resaltar el hallazgo de pseudoquistes en hígado y bazo de
ratones infectados con el clon S03, tropismo tisular poco frecuente
en las infecciones con EF. cruzi.

Como diferencia significativa se encontró que los clones
pertenecientes al clon Mayor 20, no presentaron pseudoquistes en
corazón, siendo éste órgano el más afectado en la enfermedad de
Chagas.

Según los resultados de parasitemias y manifestaciones histológicas
de lesión tisular, no se encuentra correlación directa entre estos dos
parámetros.

Los resultados generales en modelo experimental, revelan que los
clones del estudio, infectan ratonescepaSwiss con prepatencia
cortay parasitemiasbajasy compromisotisular importante,sin
mortalidad en faseaguda.
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