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iDios mio! - jHe conseguido lo que nadie ha logrado
hasta ahora! - Ya tengo un microbio aislado, con el cual
no puede chocar ningin otro. Ahora voy a ver si se divi-

de en dos microbios hijos. - SPALLANZANI -
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INTRODUCCION

Conceptos’ generales

En el afio 1909, Carlos Chagas describid una nueva
tripanosomiasis en base a sus observaciones realizadas
en una zona rural de Minas Gerais, Brasil, que¢ se inicia-
ron con el hallazgo de un insecto hematdéfago de habitat
domiciliario parasitado frecuentemente en el tubo digesti-
vo por un tripanosoma.

Posteriormente, aisld triéanosomas a partir de mues-
tras Je sangre de pacientes de la regidn, enfermos con
fiebres de etiologia desconocida. L1 estudio exnerimental
del ciclo evolutivo de estos parédsitos, tanto en el hués-
ped invertebrado como en el huésped vertebrado, le permi-
tid demostrar que el pardsito flagelado aislado del tubo
digestivo del insecto y de la sangre de pacientes era el

mismo. Carlos Chagas denominé Schizotrypanum cruzi al agen-

te etioldgico de esta nueva parasitosis humana.

En su monografia del afio 1909 (1), C. Chagas describid
los aspectos generales de la enfermedad denominada posterior
mente Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana. Las
descripciones del agente etioldgico, de los ciclos evoluti-

vos del pardsito en su huéspedes vertebrado e invertcbrado,



y de la evolucidn del pardsito en cultivos "in vitro", sir-
vieron de base para los estudios posteriores de la Enferme-
dad de Chagas.

A pesar de haber transcurrido mds de 70 aifios desde su
descubrimiento, la Enfermedad de Chagas es actualmente la
rarasitosis humana de mayor incidencia en América, afectando
a un nimero estimado en 20 millones de personas, mientras
que se estima en 100 millones de personas (2) a la poblacidn
de zonas rurales endémicas potencialmente bajo riesgo de ser

infectadas por Trypahosoma cruzi, lo que crea un problema sa-
— — b

nitario y social de tal magnitud que existen programas a nive-
les nacionales e internacionales entre los pelises afectados.
La Organizacidén Mundial de la Salud apoya programas de inves-
tigacidn basica y aplicada en la lucha contra la Enfermedad

de Chagas (3), siendo el estudio de la biologia del parésito
uno de los temas de importancia.

Histdricamente, la ubicacidn sistem&tica del parasito
proctozoo causante de la Enfermedad de Chagas no ha variado
mayormente, segin Hoare (1966) (u). Pertenece a la Clase Mas-
tigophora (Diezing, 1866), orden Kinetoplastida (Hohinberg,
1963), Familia Trypancsomatidae (Doflein, 1901), Género Try-
pancsoma (Gruby, 1842), Seccidn Stercoraria, Subgénero Schi-

zotrypanum (Chagas, 1909), Especie Trypanosoma (Schizotrypa-

nun)cruzi (Chagas, 1909).



Trypanosoma cruzi es un parasito digenético cuyo ciclo

de vida involucra la alternancia de dos huéspedes, un hués-
ped mamifero y un insecto hematdfago que representa al hués
ped intermediario o vector. El ciclo evolutivo de T. cruzi
en el huésped invertebrado fue descripto originalmente por
C. Chagas y posteriormente ampliado por diversos investiga-
dores, E. Dias (5), C. PRrack (6) y N. Alvarenga (7) entre
otros. T. cruzi parasita el intestino de un gran namero de
especies (8) de triatominos pertenecientes a la Subfamilia
Triatominae, Familia Reduviidae, Orden Hemiptera, siendo

Triatoma infestans (Klug) (9,10), un insecto de habitat do-

miciliario, el principal vector de la Enfermedad de Chagas

en la Repiblica Argentina.

Ciclo de vida del Trypahosoma cruzi

La infeccidn del huésped invertebrado por T. cruzi
ocurre durante la ingesta del insecto, siendo las formas
sanguineas del parédsito (tripomastigotes) ingeridas
juntamente con la sangre del huésped mamifero. En el trac-
to digestivo del insecto, los tripomastigotes sufren una
serie de transformaciones morfoldgicas y fisioldgicas, dan-
do inicialmente origen a formas amastigotes (esfercmastigo-
tes) y posteriormente a epimastigotes. Este estadio del pa-
rasito es el responsable de la reproduccidn y del manteni-

miento de la infeccidn e¢n el huésped invertebrado. Eventual-



mente, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes
metaciclicos. Este estadio no reproductivo del pardsito es

la forma infectante para el huésped vertebrado y es elimina-
do con las heces del vector que pueden ser depositadas sobre
la piel o mucosas del vertebrado, ya que el vector defeca
durante la ingesta o pocos minutos después de la misma (11).
Asi se posibilita la penetracidn de los tripomﬁstigotes me -
taciclicos en células del huésped vertebrado, con lo que se
inicia el ciclo evolutivo del pardsito en el huésped verte-
brado. El conocimiento actual del ciclo evolutivo de T. cru-
zi en el insecto se basa en eventos morfoldgicos, descono-
ciéndose los mecanismos de transformacidn del pardsito en el
intestino del insecto. Incluso ciertos aspectos del ciclo
evolutivo de T. cruzi en el insecto son poco conocidos, como
por ejemplo la formacidén de masas de organismos que se obser-
van pocas horas después de la ingesta del insecto (i2). La
observacidén de las mismas llevd a sugerir la posibilidad de
la existencia de fusidn celular, aunque esta hipdtesis no pu-
do ser posteriormente demostrada mediante microscopia electrd
nica. El origen de estos aclmulos de pardsitos podria estar
relacionado con el fendmeno de Adler (13) que se produce por
el agregado de suero inmune inactivado a cultivos de epimas-
tigotes, los cuales se agregan formando masas aparentemente

sinciciales de organismcs. Este mecanismo podria ocurrir en



forma naturai en el intestino del insecto por efecto de los
anticuerpos ingeridos juntamente con la sangre.

Un aspecto poco conocido de la relacidn huésped-pardsi-
to se evidencia en la existencia de diferentes susceptibili-
dades de distintas especies de triatominos (14,15) a la in-
feccidn por T. cruzi, las cuales pueden ser el resultado de
peculiaridades bioldgicas del vector, de diferencias fisio-
légicas en el tubo digestivo de los vectores, del tipo de
sangre  ingerida, etc. Estos factores podrian afectar el ci-
clo de vida de T. cruzi en el insecto vector.

La infeccidn en el mamifero se inicia habitualmente
con la penetracidn de tripomastigotes metaciciicos a través
de la piel o mucosas y la invasidn de células subyacentes
en las cuales los parésitcs se reproducen intracelularmente
(1,16) . La infeccidn se propaga a otros tejidos a partir de
esa zona, presentandose un aumento concomitante de los nive-
les de parasitemia en sangre. Varios b6rdenes de mamiferos
tanto silvestres como domésticos, son naturalmente recepti-
vos a la infeccidn por T. cruzi (17,18,19). Los mamiferos
silvestres constituyen reservorios naturales del parasito,
siendo précticamente desconocida la evolucidn de la infec-
cidén por T. cruzi en estos animales. Los conocimientos ac-
tuales de esta parasitosis se basan en la evolucidn de la

infeceildn natural y accidental dzl hombre y de la infeccidn



experimental en animales de laboratorio (1,20,21).

La Enfermedad de'Chagas presenta dos fases en su evo-
lucidn clinica. La primera, denominada fase aguda de la en-.
fermedad, comprende los primeros meses de infeccién por T.
cruzi. La fase aguda de la enfermedad. se caracteriza clini-
camente por una sintomatologia de intensidad y duracidn va-
riables (22,23). Esta variabilidad es de tal magnitud que
se estima que esta fase pasa totalmente desapercibida en un
gran nimero de casos, mientras que en otros se produce la
muerte del huésped (2u).

A continuacidn de la fase aguda se desarrolla la fase
crbénica de la enfermedad (25,26) en la cual se diferencian
clinicamente dos etapes, una latente asintomitica y otra
sintomdtica. La mayoria de los pacientes presentan una fase
crdénica asintomtica, con parasitemias detectables sblo por
técnicas parasitoldgicas indirectas (14) y en la cual se de-
tectan altos niveles de anticuerpos especificos contra T.
cruzi (27,28). El desarrollo progresivo de sindromes chaga-
sicos durante la fase crdnica de la enfermedad puede llevar
a la muerte prematura del paciente. La fase crbnica perdura
durante toda la vida del huésped, desconociéndose la exis-

tencia de curas espontaneas.

Mantehimiento de T. eruzi en’ el laboratorio

La mayoria de los conocimientos actuales sobre T. cruzi



y la relacidn huésped—parésitovhan sido obtenidos mediante
estudios realizados bajo condiciones de laboratorio debido

a la posibilidad de mantener indefinidamente a este proto-
zoo tanto "in vitro" come "in vive" en cultivos y en anima-
les de laboratorio, respectivamente. T. cruzi puede ser man-
tenido "in vivo" mediante pasajes seriados en animales de
laboratorio susceptibles a la infeccidn (29). E1 huésped més
cominmente utilizado es el ratdn, debido al vasto conocimien
to de su fisiologia y genética y a la susceptibilidad de dis
tintas cepas de ratdn a T. cruzi (30). E1 ratdén ha sido asi-
mismo utilizado en modelos experimentales de la Enfermedad
de Chagas, especialitente en estudios histopatoldgicos e in-
muncldgicos del huésped (31,32).

T. _cruzi puede ser mantenido en insectos en el labora-
torio, disponiéndose de colonias de distintas especies de
Reduvidos, huéspedes naturales de T. cruzi, criados en in-
sectarios (33). En general dichos huéspedes han sido utili-
zados para estudios del ciclo evolutivo del parasito en el
huésped invertebrado o para diagndstico parasitoldgico in-
directo (xenodiagndstico) (14). El xenodiagndstico es una
técnica en 1la cual el vector es utilizado como medio para
la multiplicacidn del paréasito.

En contraste con lo que sucede con otros parasitos

que afectan al hombre y a animales, la mayoria de los es-



tadios del ciclo de vida de T. cruzi pueden ser cultivados
"in vitro" sin dificultad (34). Dichos cultivos pueden di-
vidirse en dos categorias: 1) el cultivo de los estadios de
T. cruzi presentes en el huésped invertebrado, y 2) el cul-
tivo de los estadios de T. cruzi presentes en el huésped
vertebrado.

Carlos Chagas informd por primera vez sobre la evolu-
cidn de aislamientos de T. cruzi en medio de cultivo de No-
vy y Mac Neal, observando que una vez transcurridoe un cier-
to lapso la forma predominante en cultivos libres de células
era el epimastigote, el cual corresponde al estadio reproduc
tivo del par@sito en el mesenterdn del huésped invertebrado.
Actualmente existe un gran nimero de medios de cultivo bif&-
sicos y monofésicos de composicidn semidefinida, que permi-
ten el desarrollo de epimastigotes y el mantenimiento inde-
finido de T. cruzi pcr pasajes seriados. Debido a la facili-
dad con que se pueden cultivar y obtener altas concentracio-
nes de pardsitos por ml de medio de cultivo, la forma cpimas-
tigote de T. cruzi ha servido como base para estudios bio-
quimicos, inmunoldgicos, morfolbgicos, antigénicos, etc. En
cultivos de epimastigotes de T. cruzi sec observa normalmen-
te un porcentaje variable de tripomastigotes metacicliccs
(35,36) que constituyen las formas del pardsito infectantes

para el mamifecro, presentes en el insecto. La importancia



del estudio de las formas metaciclicas ha motivado intentos
tendientes a obtener cultivos puros de tripomastigotes meta-
ciclicos a partir de cultivos de epimastigotes, mediante 1la
utilizacidn de distintos profocolqs que favorecen la trans-
formacidén de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos,
lograndose obtener hasta un 90% de formas metaciclicas duran-
te la fase estacionaria del desarrollo de los cultivos (37,38).
El estadio multiplicativo de T. cruzi en el huésped ver-
tebrado es obligatoriamente intracelular (1). La utilizacidbn
de técnicas de cultivo de células ha posibilitado el manteni-
miento "in vivo" de los estadios de T. cruzi presentes en el
huésped vertebrado por medio de pasajes seriados de los paré-
sitos. Las formas tripomastigotes sanguineos de T. cruzi, pro-
ductos del ciclo intracelular en células huéspedes, son no
multiplicativas o sea células en Go (39). El estudio del ciclo
intracelular de T. cruzi ha avanzado paralelamente al desarro-
1lo de la metodologia de cultivo de células. En el afo 1935,
Kofoid (40) informdé sobre el primer éxito al cultivar T. cruzi
en cultivo de tejidos. demostrando no sblo que es posible in-
fectar células de vertebrados "in vitro'",sino que el ciclo in-
tracelular es probablemente similar al que ocurre "in vivo".
El desarrollo de las técnicas de cultivo y la invencidén de ca-
maras de cultivo que permiten observar la evolucidn de la in-
feccidn celular mediante la utilizacidn de microscopios de alta

resclucidn y en condiciones ambientales constantes (1), han per-
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mitido el estudio de la interaccién entre .células de vertebra-
dos y T. cruzi (42). La interaccién entre T. cruzi y células

del sistema reticuloendotelial, como por ejemplo los macréfa-
gos (43) y leucocitos polimorfonucleares (44), ha sido estudia-~
da "in vitro" con el objeto de conocer el rol de estas células
pertenecientes al sistema reticulo-endotelial en la evolucidn

de la Enfermedad de Chagas. Tanto los tripomastigotes metaci-
clicos como los tripomastigotes sanguineos presentan la capa-
cidad de penetrar células de vertebrados y reproducirse intra-
celularmente. La penetracidn de T. cruzi en una célula huésped
va seguida por 1la transformacidn de la forma infectante en amas-
tigote, la forma in*racelular obligada de T. cruzi. La célula
huésped puede ser infectada por uno o varios pardsitos en forma
simultinea o sucesiva. Los amastigotes permanecen en estado la-
tente o quiescente durante un cierto periodo de tiempo denomina-
do periodo lag, previo al comienzo de la multiplicacidn intrace-
lular del parédsito por divisidén binaria. Los parésitos se multi-
plican exponencialmente en forma asincrdnica durante un nlmero
constante de generaciones. A continuacidn del periodo multipli-
cativo, los amastigotes se transforman asincrdénicamente en tri-
pomastigotes, siendo liberados por muertc y ruptura de la célu-
la huésped, pudiendo invadir nuevas células del huésped e ini-
ciando un nuevo cicio de vida intracelular (2). Los tripomasti-
gotes derivados de cultive celular o de la sangre de un animal

infectado, son utilizados para infectar cultivos virgenes de
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células y mantener de este modo a los pardsitos por cultivos
seriados, indefinidamente.

Los estudios bioquimicos e inmunoldgicos de las formas
amastigotes son escasos debido a las dificultades existentes
hara estudiar a los amastigotes "in situ". Sin embargo existen
técnicas para aislar amastigotes a partir de tejidos musculares
de animales infectados experimentalmente (45) o a partir de cul
tivos de cé&lulas (46). En ambos casos las cé&lulas huéspedes de-
ben ser rotas por procedimientos fisicos con el objeto de libe-
rar las formas intracelulares de T. ¢ruzi y los amastigotes de-
ben ser posteriormente purificados con el objeto de eliminar
los restos celulares. Los procesos de extrac:idn y purificacidn
pueden ser perjudiciales para los amastigotes. Ademds, la impo-
sibilidad de eliminar totalmente la contaminacidn debida a las
células huéspedes y los bajos rendimientos de amastigotes obte-
nidos han limitado considerablemente el conocimiento de las for-
mas amastigotes (u7,u48). El hecho de que el amastigote sea el
estadio reproductivo intracelular del pardsito en el huésped
vertebrado evidencia la importancia del desarrollo de metodolo-
gia adecuada para el cultivo de amastigotes en medio libre de
células, como primer paso para el estudio de la fisiologia de
este estadio.

La presencia de amastigotes en medios de cultivo libres de

células fue originalmente observada en las primeras etapas de



desarrollo de hemocultivos (49). Cuando se cultivan tripomas-
tigotes sanguineos, tfipomastigotes provenientes de cultivos

de células o tripomastigotes metaciclicos obtenidos a partir

de insectos, en medio axénico a 26°C, la mayoria de los tripo-
mastigotes se transforman an amastigotes (50,51) los cuales

se multiplican durante un cierto nimero de generaciones y lue-
go se diferencian a su vez en epimastigotes, que son las for-
mas predominantes en cultivos mantenidos en las condiciones
mencionadas. Es posible observar el mismo fendmeno cuando se
repican cultivos de epimastigotes en fase estacionaria de de-
sarrollo. El origen de los amastigotes obtenidos por pasajes

de cultivos en estado de desarrollo estacionario se debe a la
transformacidn de trirpomastigotes metaciclicos en amastigotes,
los que eventualmente sufren una nueva transformacidn a epimas-
tigotes. En todos los casos mencionados, los amastigotes de
cultivo presentan la caracteristica de tender a agruparse (1,
52), pudiendo llegar a formar masas multicelulares que pueden
ser temporariamente disgregadas por agitacidn mecanica. Por
otra parte, existen diversos trabajos en los cuales se comuni-
can protocolos que posibilitan el mantenimiento de amastigofes
en medios libres de células (563,54,55,56). Estos cultivos de
amastigotes nc han sido extensamente utilizados debido a la
complejidad de los medios de cultivo utilizados y a su baja re-
producibilidad. En este trabajo de tesis se expone un sencillo

protocolo para cl cultivo de la forma amastigote de T. cruzi,
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utilizandose un medio de cultivo comunmente usado para el

cultivo de epimastigectes de ' T. cruzi.

Origen de las cepas o aislamientos de T. cruzi

Las poblaciones de T. cruzi existentes en los laborato-
rios provienen de aislamiento a partir de diversas fuentes.
Dichas fuentes pueden agruparse en dos categorias, a saber,

I. de origen selvatico, o sea pardsitos provenientes de hués-
pedes vertebrados silvestres, como por ejemplo edentados,
marsupialgs, roecdores, etc. y de huéspedes invertebrados rela-
cionados con esos vertebrados. II. de origen domiciliario, que
incluye pardsitos aislados de humanos, animales domésticos e
insectos domiciliarios y peridomiciliarios naturalmente infec-
tados con T. cruzi.

Estos aislamientos estdn constituidos por un nimero varia-
ble y no cuantificado de parésitos. Dichos aislamientos, deno-
minados '"cepas" de T. cruzi, han sido mantenidos y expandidos
en el laboratorio mediante diversos protocolos. Lamentablemen-
te, el intento de llamar aislamientos a estas poblaciones no
ha sido generalmente aceptado, continudndose con la denomina-
cidn incorrecta de "cepas" (57). Mediante la utilizacidén de
diversos pardmetros se ha demostrado que existen diferencias
entre "cepas" de T. c¢ruzi.. Varios de estos parémetros han sido
utilizados para caracterizar distintas cepas y han servido para

intentar establecer criterios de clasificacidn en tipos o padro-
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nes con caracteristicas comunes. Dos criterios se han seguido
para fundamentar una clasificacidn de las cepas de T. cruzi.
El primer criterio se basa en la relacidén huésped-parésito,
consideridndose los siguientes parémetros: virulencia, patoge-
nicidad, curvas de parasitemia, morfologia de los parésitos
en la sangre perisférica, tropismo tisular y cuadro histopa-
toldégico (58,59,60,61,62,63,64). Estos parametros fueron ana-
lizados utilizandose distintas cepas de ratones como huésped.
Por ejemplo, uno de los primeros criterios utilizados para
clasificar las cepas ha sido el de agruparlas en reticulo-
trdépicas o miotrdpicas, segin la tendencia que presentan los
parasitos a invadir dichos tejidos.

Otro criterio de clasificacidén de cepas de T. cruzi se
basa en diferencias bioquimicas a nivel molecular. Mediante
la comparacidn de perfiles enzimiticos de distintas cepas
de T. cruzi se han podido agrupar en padrones, llamados zimo-
demos (65), dentro de los cuales es posible ubicar a la mayo-
ria de las cepas. Mediante el uso de endonucleasas de restric-
cidn especifica, es posible clivar los minicirculos de DNA mi-
tocondrial (kinetoplasto) y comparar y caracterizar genotipica-
mente a las cepas de T. cruzi mediante el andlisis de los per-
files de los productos (66).

La finalidad préctica de caracterizar cepas de T. cruzi,
represcntantes de las poblaéiones naturales, es la de estable-

cer correlaciones entre poblaciones de T. cruzi y las distintas
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manifestaciones clinicas y epidemioldgicas de la Enfermedad de
Chagas. Las diferencias observadas entre cepas implicarian que
existen variaciones intra-especificas en T. cruzi , o sea en
poblaciones de T. cruzi presentes en la naturaleza parasitando
diversos huéspedes.

Uno de los mayores problemas que han surgido en el estudio
y caracterizacidn de cepas de T. cruzi ha sido la aparicidn de
variaciones en caracteristicas de las cepas, como por ejemplo,
disminucidn de la capacidad infectante de cepas mantenidas en
medios de cultivo (86), variaciones del ciclo intracelular (67),
de los patrones isoenzimdticos (68), tropismo (58), etc. Para
explicar estos cambios, se postuld que T. cruzi estd com-
puesto en la naturaleza por una poblacidn heterogénea de or-
ganismos y que las condiciones utilizadas para mantener po-
blaciones de T. cruzi en el laboratorio pueden ejercer una pre-
sidn selectiva sobre sub-grupos, causando la aparente inestabi-
lidad de las cepas de T. cruzi (69). A pesar de que esta teoria
sobre la heterogenicidad de T. cruzi fue generalmente aceptada,
debido a la falta de evidencias que demostraran inequivocamen-
te la presencia de subpoblaciones de T. cruzi en la natura-
lcza, no se podia descartar la posibilidad de que la inesta-
bilidad de ciertas caracteristicas de las cepas de T. cru:zi
mantenidas durante tiempo prolongado en el laboratorio, se debia

a la seleccidn de mutantcs. La falta de marcadores genéticos y el
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desconocimiento de la tasa mutacional de T. cruzi, impidieron

verificar esta hipdtesis.

Objetivos
En este trabajo de tesis se encara la caracterizacidn

"in vitro" de 19 clones de Trypanosoma cruzi provenientes

de aislamientos unicelulares,que consecuentemente constitu-
yen poblaciones homogéneas de pardsitos, utilizindose a tal
efecto cuatro pardmetros distintos. a) Cinética de crecimien
to de los .clones de T. cruzi en medio de cultivo libre de
células. 2) Cuantificacidn del volumen modal en el pico de la
fase de crecimiento exponencial de pardsitos pertenecientes

a los distintos clones, en medio de cultivo libre de células.
3) Estudio del contenido de ADN (DNA) total/organismo de los
clones mediante el an&lisis citométrico por flujo laminar y
por microespectrofluorometria de epimastigotes obtenidos en
fase exponencial y en fase estacionaria de crecimiento y de
tripomastigotes obtenidos a partir de cultivo de cé&lulas. Uu)
Analisis del ciclo intracelular de clones de T. cruzi en cul-
tivo de cé&lulas.

Se expone,ademds,un protocolo para la obtencidén y la ca-
racterizacidn de amastigotes en medio de cultivo libre de cé-
lulas.

Los resultados obtenidos a partir de estos estudiocs y del

andlisis de los parédmetros han permitido demostrar la existen-
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cia de heterogenicidad bioldgica en poblaciones de Trypanosoma
cruzi provenientes de pacientes infectados crdnicamente, intro-
duciendo un nuevo aspecto en la relacidn huésped-pardsito. Esta
heterogenicidad podria explicar los diferentes perfiles patogé-
nicos y geograficos que presenta la Enfermedad de Chagas en

América.
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MATERIALES Y METODOS

1.1 Origen de los clones de T. cruzi

Los organismos utilizados para el proceso de clonado pro-
vinieron de dos fuentes distintas. Seglin su origen, se denomi-
nbé Miranda y Cepa Argentina-I (CA-I) a los dos grupos de clones.
Los clones Miranda provienen de parasitos aislados de insectos
utilizados en un xenodiagndstico aplicado a un paciente de 26
aﬁos.de edad con Chagas crdnico asintomdtiico, oriundo de la Pro-
vincia de Santiago del Estero. E1l grupo de clones CA-I proviene
de una cepa de T. cruzi originalmente aislada de un xenodiagnds-
tico aplicado a un paciente de 45 afios de edad con Chagas crdni-
co, afectado de una miocarditis crdnica determinada por estudios
clinicos, electrocardiograficos y seroldgicos, oriundo de la Pro-
vincia de San Juan (70). El contenido intestinal parasitado de
los insectos utilizados en el xenodiagndstico fue inoculado, via
intraperitoneal, en ratones de la cepa Rockland, manteniéndose
una linea por pasajes sucesivos en ratbén, utiliz&ndose un indcu-
lo de 1 a 5x10" parésitos/ratdn, durante un lapso de 5 afios.
Posteriormente, la cepa fue inoculada en un perro, al cual se
le aplicd luego un xenodiagndstico. Los pardsitos fueron clona-
dos a partir de los insectos utilizados para el xenodiagndstico.
En ambos casos los xenodiagndsticos se realizaron utilizando
cuatro cajas conteniendo 10 ninfas del tercer estadio de Triato-

ma infestans que fueron aplicadas sobre la piel del paciente o
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del perro durante una hora, permitiéndose 1la alimentacidn di-
recta de los insectos. Posteriormente, las cajas conteniendo

los insectos fueron retiradas y mantenidas a temperatura ambien-
te por un lapso no menor de 30 dias para permitir la multiplica-
cibén de los parésitos. El clon Silvio X-10/5 (Miles, M.A., comu-

nicacidn personal) fue aislado de las heces de Rodnius pro-

. os ‘o .
lixus,en sus 5— estadios larvales,utilizados en un xenodiagnds-

tico realizado en un paciente con Chagas agudo en el Estado de

Par&, Brasil (71).

Técnica de clonado

Los clones fueron obtenidos por el aislamiento de células
individuales, mediante la adaptacidén de una ":écnica de microma-
nipulacidén (72) que se detalla a continuacidn. Los aislamientos
se realizaron entre los 30-u45 dias post-infeccidn de los insec-
tos. Los insectos utilizados en el xenodiagndstico fueron este-
rilizados externamente durante 30 minutos por inmersidén en solu-
cidén de White (73) (C12Hg 0,25 gr, ClNa 6,50 gr, CIH 1,25 ml,
Alcohol Etilico 250 ml, H20 Destilada 750 ml). A continuacidn,
el tubo digestivo fue disecado y colocado en una cépsula de Pe-
tri de 3,5 cm de diémetro, conteniendo 2 ml de medio de cultivo
LIT, cuya composicidn quimica es: Infusidén de higado 5 gr/1,
Triptosa 5 gr/l, ClNa 4 gr/l, ClK 0,4 gr/l, POHHNa 8 gr/l, Dex-
trosa 2 gr/l con el agregado de 10% (V/V) suero fetal bovino

inactivado, Hemina 0.05%, Penicilina 100 U/ml y Estreptomicina



20

100 ug/ml (74), y el intestino seccionado con el objeto de
liberar los pardsitos contenidos en el mismo.

El medio fue centrifugado a 100 g durante 10 minutos
en tubos de centrifuga cdnicos con tapa a rosca,con el ob-
jeto de eliminar restos de tejido. El sobrenadante conte-
niendo los pardsitos fue recentrifugado a 1500 g durante
10 minutos, para concentrar los pardsitos. El pellet asi
obtenido fue resuspendido a una concentracidn final de
1a2x 10" parasitos/ml.

En una cdpsula de Petri plistica se realizd una per-
foracidn circular de un didmetro de 20 mm, que fue cubier-
ta ‘mediante la fijacidén de un cubreobjetos circular de 25
mm de didmetro. Sobre el cubreobjetos se colocaron 5 gotas
de glicerina de aproximadamente 1 mm de didmetro,en forma
equidistante una de otra. El cubreobjetos fue a continua-
cibén rociado con tefldn y una vez seca la cobertura de te-
f16n se procedidé a lavarlo, elimindndose las gotas de gli-
cerina. De esta manera el cubreobjetos repele el agua, sal-
vo en los sitio en los cuales se encontraban las gotas de
glicerina, lo que impide el desplazamiento de las muestras
y permite su répida localizacién, facilitando la operacidn
de clonado. Las cépsulas de Petri fueron esterilizadas por
luz U.V. previamente a su utilizacidn. Sobre la cara inter-
na del cubreobjetos se colocaron 5 gotas aisladas de la sus-

pensidén de pardsitos en los sitios translficidos por medio
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de una microjeringa (Hamilton). La placa de Petri fue cubier-
ta e invertida, quedando las gotas en posicidn suspendida.

Las gotas fueron observadas mediante el microscopio a un au-
mento de 320 X, el cual posibilita la observacidn de la tota-
lidad de la gota en el campo visual del microscopio. Aquellas
gotas conteniendo urn solo pardsito fueron aspiradas individual
mente por medio de una jeringa de tuberculina de 1 ml, previa-
mente cargada con 0,1 ml de medio de cultivo (LIT). E1l conteni-
do fue transferido a un tubo de plastico de 6 en® con tapa a
rosca, conteniendo 1 ml de &agar nutricio (DIFCO), suplementa-
do con 10% de sangre de conejo desfibrinada. La jeringa fue
lavada dos veces ccn 0,1 ml de medio y el medio transferido

al tubo para asegurar la transferencia del parAisito, resul-
tando un volumen final de 0,3 ml de medio liquido por tubo.
Solamente las formas epimastigotes fueron seleccionadas para
el clonado. Se realizaron 18 aislamientos del =xenodiagndstico
del paciente Miranda y 15 aislamientos de la cepa CA-I. Los
aislamientos se incubaron a 26°C, controldndose mensualmente
para determinar el desarrollo de parasitos durante un afio.
Aquellos cultivos que evidenciaron crecimiento fueron identi-
ficados con las siguientes nomenclaturas: clones CA-I/59,64,
65,67,69,70,71,72 y 73 y clones Miranda/75,76,77,78,80,81,83,
84,88 y 91. En los aislamientos en los cuales se observd cre-
cimiento se agregarcn 2 ml de medio LIT, con el fin de aumen-

tar el nimero de parésitos. Posteriormente, los pardsitos fue-
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ron expandidos en medio liquido (LIT). A tal efecto se uti-
lizaron frascos plésticos de cultivo (Falcon) de 25 cm2 de

superficie, conteniendo 10 ml de medio de cultivo.

Mantenimiento de los clones en medio LIT

Los 18 clones de T. cruzi fuercn mantenidos continuamen-
te en estado de desarrollo exponencial, mediante pasajes se-
riados cada 7 dias en frascos plasticos estériles de cultivo
de 25 cm’ de superficie conteniendo 10 ml de medio de culti-
5

vo LIT, a una concentracidn inicial aproximada de 5 x 10

pardsitos/ml e incubados a 26°C + 0,2°C.

Mantenimiento de los clones en cultivo celular

Cultivos celulares primarios de msculo esquelético de
feto bovino (BESM) (Flow Laboratories, CAT. N°01-304) fueron
utilizados como cé&lulas huésped. Los cultivos de células fue-
ron mantenidos regularmente en frascos plasticos de cultivo
de 75 cm2 de superficie, conteniendo 10 ml de medio de culti-
vo RPMI 1640 (75), suplementado con 5% de suero fetal bovino
inactivado, e incubados a 37°C bajo 5% de CO,. Los cultivos
confluentes fueron divididos a razén de 1:10, utilizéndose
una solucidn de tripsina-EDTA (4cido etilén-diamino tetracé-
tico) cuya composicidn quimica es: Tripsina 2,5 gr/l, EDTA

1 gr/l en solucidén Dulbecco PBS (ClNa 8 gr/1l; PO, HNa, 0,46
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gr/l; POuHK 0,2 gr/l, ClK 0,2 gr/l, H,O destilada) para des-

2
prender las células adheridas. Los cultivos fueron mantenidos

en las mismas condiciones anteriormente descriptas.

Infeccidn de los cultivos celulares con pardsitos cultivados

en medio LIT.

Cultivos de BESM parcialmente confluentes fueron infec-
tados con formas de T. cruzi obtenidas en cultivo en medio LIT,
utilizandose un indculo inicial de 10’ pardsitos/ml e incubé&n-
dose durante un lapso de 24 horas. a 37°C. Posteriormente, se
realizaron dos cambios de medio RPMI-16u40 para eliminar el ex-
ceso de parédsitos en el sobrenadante. Los cultivos fueron rein-
cubados en las condiciones ya descriptas y observados diaria-
mente bajo microscopio invertido de contraste de fase, con el
fin de detectar células infectadas y controlar la evolucidn de
las mismas. Una vez completado el ciclo intracelular, los tri-
pomastigotes liberados fueron utilizados para infectar culti-
vos virgenes de BESM, manteniéndose de esta manera los clones

de T. cruzi por pasajes seriados en cultivo de células.

Técnica de congelacidn

Todos los clones de T. cruzi, cultivados tanto en medio 1i-
quido como provenientes de cultivo de células, fueron criopre-

servados en Nitrdgeno liquido.



24

1. Criopreservacidn de epimastigotes de cultivo

Se criopreservaron muestras de los primeros pasajes de
pardsitos en fase de crecimiento exponencial. Los parasitos
fueron lavados, centrifugados y resuspendidos en medio de
cultivo LIT con 7,5% (V/V) de dimetil sulfdéxido, a una con-
centracidén final de 2 a § x 108 pardsitos/ml. La suspensidn
de pardsitos se fracciond a razén de 0,5 ml por vial (Viales
de polipropileno, Intern.Med.Nunc, Dinamarca). La congelacidn
se realizd en un equipo (Cryo Med.Mt. Clemens, Michigan) ca-
librado para disminuir la temperatura a razdén de 1°C/minuto
hasta una temperatura de -30°C y a una velocidad de 4°C/minu-
to a partir de -30°C hasta -70°C. Una vez estabilizadas a
-70°C, las muestras fueron introducidas directamnente en nitrd-
geno liquido para su conservacidn. Posteriormente, se retird
una muestra para determinar la viabilidad de los parasitos
en medio LIT.

2. Criopreservacidn de tripomactigotes provenientes de culti-
vo de tejidos.

Tripomastigotes de los 19 clones de T. cruzi provenientes
de cultivos celulares, fueron criopreservados mediante la uti-
lizacidn de la misma técnica anteriormente descripta, con la
excepcidn de que los pardsitos fueron resuspendidos en medio
RPMI conteniendo 5% de suero fetal bovino inactivado y 7,5% de
dimetil sulfdxido. La viabilidad de los tripomastigotes se con-

trold posteriormente en base a su capacidad de infectar cultivos
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de BESM y de desarrollar el ciclo intracelular completo.

Cinética de crecimiento en medio LIT y volumen modal.

El estudio de la cinética de crecimiento en medio LIT
y del volumen modal de los 19 clones de T.cruzi se realizd
utilizando la siguiente metodologia. Se utilizaron pardsi-
tos en estado de crecimiento exponencial. Para cada clon,
se prepararon frascos de cultivo por duplicado conteniendo
10 ml de medio LIT que fueron incubados a 26°C, partiendo
de una concentracién inicial de 10° pardsitos/ml. El desa-
rrollo de los cultivos fue monitoreado dia por medio median-
te un contador electrdnico de particulas (Ccilter Counter,
modelo B & ZEBI,Coulter Electronics,’Inc., Hialeah, Florida),
en el cual se contaron muestras de los cultivos a intervalos
regulares, a una dilucidn apropiada, desde el dia cero de
cultivo hasta alcanzarse la fase estacionaria de crecimien-
to de los pardsitos. Las muestras de los cultivos fueron di-
luidas en una solucidn de electrolitos (Coulter Isotdn II)
a razdén de 1/40 a 1/4000, dependiendo de la concentracidn de
parasitos en los cultivos. Las diluciones fueron realizadas
con el propdsito de ajustar el rango de cuentas entre 5 x 103
y x 10" células/ml para minimizar el error de conteo. Se rea-
lizaron al menos tres experimentos independiente para cada

clon, con sus respectivos duplicados. La cepa Tulahuen (76)
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de T. cruzi, mantenida en.medio de cultivo LIT durante més de
20 afios, fue incluida como control en cada experimento. Dia-
riamente,se calculd la variacidn de la concentracidn de paré-
sitos durante el desarrollo de los cultivos, la cual fue ex-
presada como concentracidn de parésitos/ml/dia. Los datos ob-
tenidos fueron utilizados para alimentar una computadora Tek-
tronix, modelo 4051 (Tektronix, Inc. Beaverton, Oregon), pro-
gramada para generar curvas de crecimiento y suministrar ade-
mas la pendiente de la curva, el coeficiente de correlacidn y
el tiempo de duplicacidn de la misma. A partir de los datos
sobre tiempo de duplicacidn de cada clon, provenientes de por
lo menos 6 curvas de crecimiento resultantes de tres experi-
mentos independientes para cada clon con sus respectivos du-
plicados, se calculd el tiempo de duplicacidn medio, la des-
viacidén standard y el error standard. El anilisis estadisti-
co de los tiempos de duplicacidn de clones y grupos de clo-
nes se realizd mediante el Test "t" de Student (77).
Diferencias entre datos para niveles de confianza supe-
riores o iguales al 95% fueron consideradas estadisticamente
significativas. El1 volumen modal fue calculado utiliz&ndose
un analizador de particulas (Coulter Channelyzer) en forma
simultidnea con el contador de particulas. La distribucidn
de tamafios fue graficada mediante un graficador Coulter Mo-
delo X-Y Recorder II) acoplado al analizador de particulas.

El pico de la curva estd dado por la acumulacidn de 1060
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células. E1 volumen de mayor frecuencia durante el desarrollo
de la curva de crecimiento correspbnde al volumen modal pico

de los parasitos en su fase de desarrollo exponencial. El pi-
co de la curva estid dado por la acumulacidn de 1000 células,
estando el eje de las X dividido en 100 canales, lo que po-
sibilita localizar el canal en el que se encuentra el pico

del histograma. Mediante el uso de esferas de didmetro conoci-
do utilizadas como standard, se calculd el volumen ( en um3)
correspondiente a cada canal del aparato. El contador de par-
ticulas utilizado, permite visualizar electrdénicamente el ta-
mafio y distribucidn de tamafios de la muestra mediante dos os-
ciloscopios. El priver osciloscopio de particulas da pulsos
cuyas amplitudes esté&n directamente relacionadas con los tama-
fios de las particulas analizadas. E1l segundo osciloscopio su-
ministra el histograma de acumulacidn de frecuencias de los
pulsos. Este histograma puede ser transferido al papel median-
te un graficador incorporado al contador de particulas. El ca-
nal del pico modal del histograma es calculado directamente por
el instrumento. Los valores obtenidos durante los distintos ex-
perimentos fueron analizados estadisticamente segin el Test "t"

de Student.

Ciclo intracelular

El estudio del ciclo intracelular se realizd en una cémara

de cultivo disefiada por Dvorak y Stotler (1) (Nicholson Precision
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Instruments, Inc., Gaithersburg, Maryland), que permite la
observacidn continua de la interaccidn individual célula
huésped/pardsito a nivel celular y subcelular bajo condicio-
nes ambientales controladas. La cédmara se fija a la platina

de un microscopio invertido, modelo Zeiss ICM. La platina se
desplaza en sus ejes X e Y mediante dos motores eléctricos
controlados manualmente. Los movimientos son registrados en
una consola digital que permite ubicar la po;icién de las cé-
lulas a observar en la cémara de cultivo mediante sus corres-
pondientes coordenadas. La c@mara presenta dos conexiones;

una de entrada conectada a una bomba de perfusidn regulada
para proveer un flujo de 1 em®/hora de medi- de cultivo RPMI
1640 con 5% de suero fetal bovino inactivado; la otra conexidn
es de salida a un erlenmeyer de 300 ml de capacidad, utilizado
como depdsito del medio de cultivo descartado. Dos incubadoras
(Air Stream Incubator, NPI), que producen una cortina de aire,
mantienen constante la temperatura de la cémara.

Para estos estudios se utilizaron células BESM . En una
cédpsula de Petri de 4 cm de didmetro, se colocd un cubreobje-
tos de 25 mm de.diametro el cual se cubrid con 2 ml de una sus-
pensidén de células (BESM) , en medio RPMI con 5% de suero fetal
bovino inactivado, a una concentracidn aproximada de JOu células/
ml. Las células.se incubaron durante 18 horas para permitir la
adhesidn al cubreobjetos. Posteriormente se armé la camara de

cultivo bajo condiciones de esterilidad. La cmara se llend de
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medio RPMI 1640 con una jeringa plastica estéril de 3 ml de

capacidad. Las células se observaron al microscopio, contro-
landose su estado y la dispersidn de las mismas. Sdlo se uti-
lizaron camaras en las cuales las células se encontraban se-
paradas unas de otras por una disfancia no menor al diémetro

de una célula.

Infeccidn de la clmara de cultivo

'Tripomastigotes provenientes de cultivos celulares fue-
ron centrifugados, segin lo anteriormente descripto, a una
velocidad de 300 g, durante 10 minutos a 4°C, con el objeto
de eliminar restos celulares. El sobrenadante conteniendo los
parasitos fue recentrifugado a 1500 g, durante 10 minutos a
4°C. Los parédsitos sedimentados se resuspendieron en medio
RPMI 1640 con 5% de suero fetal bovino inactivado a una con-
centracidn aproximada de 5 x 10° pardsitos/ml. La inoculacidn
de la cédmara se realizd con jeringa de 1 ml, bajo condiciones
de esterilidad, siendo el indculo de 0,5 ml. La interaccidn
células-paridsitos se mantuvo durante un lapso variable depen-
diente del clon de T. cruzi utilizado, con el objeto de evitar
la infeccidn de mids del 20% de las células totales de la céma-
ra de cultivo. E1 exceso de paradsitos se elimind por lavado
con 5 ml de medio de cultivo, aproximadamente, conectandose lue-
go una jeringa de 20 ml conteniendo medio de cultivo a una bom-

ba de perfusidén a un flujo continuo de 1 cm3/hora. Posteriormen-
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te se identificaron 25 a 30 células infectadas con 1-2 para-
sitos y se anotaron las coordenadas de referencia de cada cé-
lula. Los ciclos intracelulares de los clones estudiados fue-

ron observados en forma- continua durante las 24 horas del dia,

durante toda la extensidn del ciclo celular. Se observaron al

menos 16 ciclos intracelulares de los pardsitos por clon, los
que fueron analizados mediante curvas de crecimiento generadas
a partir de los datos obtenidos por cl conteo del nilmero de a-
mastigotes intracelulares durante el ciclo celular para cada
célula individualmente, posibiliténdose asi el andlisis esta-
distico de las diferencias individuales en el ciclo intracelu-
lar de cada clon de T. cruzi. La duracidn del ciclo intracelu-
lar fue determinada desde la infeccidn de las células huéspe-
des hasta la liberacidn de los tripomastigotes para el 50% de
las células infectadas. Este criterio se adoptd debido a las
variaciones intracelulares que presentaron desviaciones de has-

ta 14 horas con respecto a la media.

Contenido total de ADN (DNA)/pardsito y estudio del ciclo ce-

lular por una técnica citométrica por flujo laminar (Flow

Cytometry) (78).

La técnica de Citometria por flujo laminar involucra los

siguientes pasos:



31

1) Preparacidn de una suspensidn acuosa monodispersa de célu-
las o particulas.

2) Marcado del componente subcelular de interés ﬁediante una
coloracidn especifica.

3) Medicidn mediante un Citdmetro de Flujo Laminar (Flow
Cytometer).

4) Andlisis cuantitativo de los datos mediante el uso de una
computadora.

5) Interpretacidn de los resultados cuantitativos en té&rminos
de su significado bioldgico.

El concepto fundamental de la Citometria por Flujo Lami-
nar se basa en el flujo, a alta velocidad, de una suspensidn
acuosa de células o componentes subcelulares a través de una
regidén sensora, adonde se genera una sefial dptica o electrdni-
ca. Estas seflales son analizadas y acumuladas para su evalua-
cidén cuantitativa. Tipicas tasas de flujo permiten la medicidn
de alrededor de 2000 células/segundo. Las cé&lulas son general-
mente coloreadas con un fluorocromo. Un diagrama basico del
Citémetro por Flujo Laminar estd representado en la figura 1.1.
Se utilizan métodos hidrodinémicos para forzar a las células
a desplazarse siguiendo trayectorias casi idénticas y a una ve-
locidad uniforme cercana a los 10 m/segundo, a través de un pun-
to focal intensamente iluminado a una longitud de onda tal que
excite al fluorocromo y produzca emisidn de fluorescencia. La

.

fuente de luz es generalmente un liser de argdn o criptdn. De
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esta manera, cada célula recibe una iluminacidn uniforme por
un periodo sumamente corto, de 1-3 micro segundos, y emite
fluorescencia. Una fraccidn de la fluorescencia de cada célu-
la es capturada por un dispositivo Optico y captada por un
fotosensor que genera una sefial eléctrica proporcional a la
sefal dptica. Las sefiales son amplificadas, medidas y acumu-

ladas en una computadora para su posterior anilisis.

Crecimiento y preparacidn de los clones de T. cruzi para

Citometria por Flujo Laminar

Los estadios epimastigote y tripomastigote de los clones

de T. cruzi fueron utilizados para el andli::s citométrico por
flujo laminar. Los epimastigotes fueron cultivados de la mane-
ra descripta anteriormente. Se cosecharon cultivos de epimasti-
gotes en estado de crecimiento exponencial a una concentracién
de 10°-107 parasitos/ml. Los epimastigotes en estado estaciona-
rio se cosecharon cuando la densidad de los cultivos alcanzd los
108 parasitos/ml. El estadio tripomastigote, proveniente de cul
tivo de células, fue cosechado al final del primer ciclo intra-
celular con el objeto de disminuir el nGmero de amastigotes pre-
sentes en la fase liquida que aumenta después del primer ciclo
intracelular debido a la muerte de las cé&lulas huéspedes por in-
feccidn multiple. La concentracidn, fijacidén y coloracidn (Dvo-

rak, J.A., Comunicacidn personal, 79) de los pardsitos se realizd
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en forma estéril. Los parisitos de cultivo fueron cosechados

en tubos de centrifuga‘de 15 6 50 ml de capacidad y centrifu-
gados a 2000 g durante 10 minutos a 4°C. A continuacidn se re-
tird todo el sobrenadante del tubo, a excepcidn de 0,1 ml. Se
calculd previamente el volumen inicial de la suspensidn de pa-
rasitos de cultivo, de modo tal que el volumen final de 0,1 ml
contuviera 108 parasitos/ml. La suspensidn de parédsitos fue fi-
jada por el agregado de 0,3 ml de una solucidn conteniendo 1%

de Tritdén X-100 (Packard Inst.Comp.Inc., Illinois) y 0,2 M de
sacarosa en una solucidn tampdén de 0,05 M de citrato de sodio-
fosfato, a pH 3,0 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Lue-
go de la fijacidn, la suspensidn de parasitos se diluyd en una
solucidn salina fosfato-tamponada de pH 7,2, conteniendo 0,15 M
de NaCl y 125 mM de MgCl, (PBS-Mg) . E1 resto de 'la técnica se
desarrolld a u°cC, recubriéndose los tubos con papel de aluminio
para mantener el material a oscuras, con el propdsito de evitar
la degradacidn del colorante por la luz. E1 DNA de los pardsitos
se colored "in situ", durante 30 minutos, por el agregado de 0,1
ml de una solucidn de 1 mg/ml de mitromicina (Polysciences Inc.,
Warrington, Pennsylvania) . Este componente utilizado para célo—
rear DNA (80) es un antibidtico de alto peso molecular, con alta
afinidad por DNA helicoidal pero no por RNA. La mitromicina se
une a la Guanina en presencia de un catidén bivalente (81). La
suspensidn de pardsitos coloreados para DNA fue diluida a razdn

de 1:10 (V/V) con PBS-Mg, dejindose equilibrar durante por lo
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menos 18 horas previamente al andlisis por Citometria por Flujo
Laminar. Una suspensidn de epimastigotes de la cepa Tulahuen de
T. cruzi fue preparada conjuntamente con las preparaciones de
pardsitos para andlisis citométrico por flujo laminar y utiliza-
da como control standard de la coloracidén. Cada suspensidn de
parédsitos fue filtrada a través de un filtro Nitex de 10 um (To-
ble, Ernest and Traber Inc., New York, New Yofk) para eliminar

ocasionales actmulos de paréasitos.

Instrumentacidn y an8lisis del Citdmetro de Flujo Laminar

El andlisis del contenido de DNA total por parasito fue rea-
lizado con un instivmento EPICS-II "Flow Cytometer Cell Sorter".
Este instrumento fue originalmente desarrollado por Particle
Technology Inc., Los Alamos, New Mexico, siendo el predecesor del
modelo EPICS-V actualmente producido por Coulter Electronics Inc.
Este equipo tiene incluida una computadora digital Modelo PDP 8/E
(Digital Equipment Corporation, Maynard, Massachusets). A tra-
vés de una iterfase RS-232c agregada a la terminal Tektronix 4010
de la computadora PDP 8/E se posibilita el uso de un Graficador
Digital Tektronix 662 (Tektronix Inc., PBEeaverton, Oregon).

Para estabilizar el sistema, el rayo laser, los sensores e-
lectrdnicos, la computadora y el sistema de fluidos son puestos
en funcionamiento durante 45 minutos previamente al uso del ins-

trumento. La estabilidad es controlada por la salida en los sen-
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sores de dispersidén de luz y ‘del fotomultiplicador durante el
flujo normal de la camisa con solucidn isotdn en la cubeta de
flujo. En este caso el rayo laser es operado a un longitud de
onda de 457 nm, con una salida de 150 mW de luz estabilizada.
Se utilizd un filtro barrera de 530 nm que excluye la luz del
ldser y permite el pasaje de 1la luz fluorescente emiti-
da al fotomultiplicador (PMT). La informacidén sobre el pico de
los pulsos en el espectro de emisibn es recolectada y mostrada
como una distribucién de frecuencias con una resolucidn de 512
canales. En esta distribucidn la localizacidn del canal es di-
rectamente proporcional a la intensidad de emisidn de fluores-
cencia. Por lo tanto, la frecuencia de distribucidn representa
un histograma de DNA total/organismo versus nimero (cuentas) de
células. E1l méximo nGmero de cuentas por canal se fijdé en 4096,
ajustlndose el indice de acumulacidén de modo tal que se examina-

ron aproximadamente 2000 par&sitos/segundo.

Calibracidn externa mediante un material bioldgico

Se fijaron eritrocitos maduros de pollo con 10% de glutar-
aldehido, durante 30 minutos a temperatura ambiente, para esta-
bilizar las células e inducir fluorescencia en las membranas ce-

lulares (Dvorak, J.A., comunicacidn personal, 79). Los gldbulos

rojos fueron posteriormente -lavados con solucidn salina buffer-

fosfato y mantenidos a 4°C. Cada vez que se realizd un andlisis
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citométrico por flujo laminar, se diluyd una muestra de la sus-
pensidn de gldébulos rojos en solucidn Coulter Isotdn II a una
concentracidn tal que permitiera obtener 2000 cuentas/segundo,
bajo las mismas condiciones utilizadas para el andlisis del

DNA total/pardsito de los clones de T. cruzi.

Calibracidn interna de la electrdnica del Citdmetro de Flujo

Laminar

'La estabilidad y calibracidn de los elementos electrénicos
utilizados en la deteccidn de fluorescencia fue controlada perid-
dicamente mediante una luz emitida por un diodo (LED) pulsado con
una onda cuadrada de 0,68 KHz, generada por un generador de pul-
sos Wavetek, modelo 142 (Wavetek Inc., San Diego, California).

La sefial resultante detectada por el fotomultiplicador es acumu-
lada bajo control computado, para determinar el canal en el cual
se localiza el pico de las cuentas y el coeficiente de variacién
(CV) de los pulsos. El1 coeficiente de variacidn (CV) se define co-
mo CV= S/%X x 100,donde S es la desviacidn standard y X es la me-

dia de la distribucidn.

Calibracidn externa del Citdmetro de Flujo Laminar

Se utilizaron microesferas fluorescentes de 10 pym de diame-
tro (Fluorepheres, lote 3045, Coulter Electronics Inc.) para eva-

luar la estabilidad del Citdémetro de Flujo Laminar en condiciones
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operativas (82). A intervalos regulares se determind el CV me-
diante la frecuencia de distribucidn de los pulsos de fluores-
cencia de una muestra de microesferas. Para cada.determinacién
individual de DNA total/pardsito se recolectaron tres espectros.
El primer espectro recolectado correspondid al de una muestra de
eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido. A continuacidn,
se obtuvo el espectro de la muestra de parésitbs coloreada con
mitromicina. Finalmente, se obtuvo un segundo espectro con eri-
trocitos de pollo fijados con glutaraldehido. Epimastigotes de
la cepa Tulahuen de T. cruzi, preparados y coloreados simulté-
neamente bajo las mismas condiciones que los preparados de para-
sitos para el andlisis de DNA total/organismo de los clones de
T. cruzi, suministran el Gltimo espectro. Todos los espectros
obtenidos fueron archivados en cintas magnéticas y transferidos
al papel mediante un graficador Tektronix 4662. Los perfiles
fueron determinados por la intensidad de fluorescencia en el
eje de las abscisas, la cual es proporcional al contenido de DNA
de la poblacidn de organismos, y por el nimero de células en el
eje de las ordenadas. Por lo tanto, el espectro representa la
distribucidén del contenido de DNA/organismo de una poblacidn. Co-
mo el contenido de DNA celular varia entre N y 2N durante el ci-
clo celular, se puede dividir al ciclo del DNA celular (83) de
acuerdo al mismo. Consecuentemente, en una poblacidn celular da-
da, se encontraridn células que presentan contenido de DNA igual

a N, las cuales se encuentran en el periodo G1 durante el cual
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no hay sintesis de DNAj dicho periodo es seguido por el pe-
riodo de sintesis de DNA, durante el cual se produce la dupli-
cacidn del mismo y que estd representado por aquellas células
que presentan contenidos de DNA intermedios entre N y 2N (pe-
riodo S); a continuacidn se observa un segundo periodo carac-
terizado por la ausencia de sintesis de DNA (periodo G2) que
estd representado por aquellas células que ya han duplicado
su genoma (2N) y que culmina con el evento morfoldgico de la
mitosis, completandose el ciclo celular. Los distintos métodos
utilizados normalmente para definir G1, S y G2 no determinan
el periodo mitdtico M, que puede ser incluido en G2 o ser de-
terminado separadamente (8L4).

De esta manera, es posible analizar y determinar gréafica-
mente la localizacidn del canal en el cual se encuentra el pi-
co G1, una vez determinados los picos G1 para la cepa Tulahuen,
para las muestras de pardsitos a analizar y para los eritroci-
tos de pollo. Por lo tanto, el contenido de DNA total/ parasi-
to se puede expresar en unidades arbitrarias, como por ejemplo
G1(®) /XCE (P)) / (G1(T) / X CE (T)), donde P es la muestra
de paradsitos que estd siendo analizada, T es la de los epimas-
tigotes de la cepa Tulahuen, G1(P) es la posicidn del canal
que corresponde al pico G1 de la muestra de pardsitos que esta
siendo analizada, X CE (P) es la media de la posicidn de los
‘canales obtenidos del primef pico y segundo pico de los espec-

tros de eritrocitos de pollo para el espectro P, G1 (T) es la



39

posicidn del canal que corresponde al pico G1 de la cepa Tula-
huen y finalmente X CE (T) es la media de la posicidén de los ca-
nales correspondientes al primer pico y segundo pico de los es-
pectros de eritrocitos de pollo para el espectro T. Se realizd
un minimo de tres determinaciones independientes del contenido de
DNA total/pardsito, espaciadas en el tiempo, para cada clon de
T. cruzi estudiado. E1 estudio del ciclo de DNA celular de T.
cruzi analizado por Citometria de Flujo Laminar, se realizd si-
guiendo el protocolo anteriormente descripto. Las proporciones
de células presentes en las fases G1l, S y G2 se determinaron gré-
ficamente mediante un Graficador Tektronix 4662, utilizéndose
una computadora Tektronix 4051 para integrar el &rea del espec-
tro de la muestra de pardsitos a analizar. ¢ determind la ubi-
cacidn del pico correspondiente a G1. El1 doble de la distancia
entre el origen y G1 correspondid al pico G2. Habiéndose deter-
minado graficamente G1 y G2, se realizaron los cdlculos de los
procentajes de células en G1, S y G2 (figura 1.2) integrandose
desde el punto A al punto B para el eje de las Y, desde el pun-
to B al punto C para el eje de las X y desde el punto C al pun-
to D para el eje de las Z. Por lo tanto, Y+X+Z = M, siendo M
igual al &rea total del espectro. Por lo tanto, (G1 = 2.Y),

(G2 = 2.2) y (S=X=M-G1+G2).

Cuantificacidn del DNA total, DNA nuclear y DNA extranuclear o

kinetopldstico (k-DNA) por pardsito mediante Microespectrofluoro-.

metria.



1.

17

40

Tripomastigotes Qerivados de cultivo celular en BESM fue-
ron fijados y coloreados con mitromicina, utilizidndose el mis-
mo protocolo que para el andlisis citométrico por flujo laminar,
cuantificé&ndose el ADN total/parésito, el DNA nuclear/parésito
y el DNA-kinetopléstico/pardsito en base a la intensidad rela-
tiva de fluorescencia por el Método de Microespectrofluorometria.
Para este propdsito se utilizd un microscopio Leitz Ortholux 2
MPV compacto. La longitud de onda de excitacidén del fluorocromo
fue del rango de 390-490 nm. La luz de excitacidn fue eliminada
del fotomultiplicador mediante un filtro barrera de 515 nm. El
tiempo de exposicidn de la excitacidn fue de 0,25 segundos y se
recolectaron un minimo de 10 valores por clon para cada estruc-

tura analizada.

Origen de los cultivos de amastigotes de T. cruzi

Los cultivos de amastigotes fueron originados a partir de
formas de cultivo en estado estacionario de\crecimiento, en fa-
se de desarrollo exponencial y a partir de tripomastigotes pro-
venientes de cultivo de tejidos del clon Miranda/83. A tal efec-
to, se sembraron cultivos virgenes con concentraciones de 10.000
a 50.000 parésitos/ml proveniéntes de cultivos axénicos en fase
de crecimiento exponencial o en estado estacionario de desarrollo
o con 10.000 tripomastigotes/ml provenientes de cultivo celular,

durante un periodo de incubacidn de 50-70 horas bajo las mismas
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condiciones de cultivo utilizadas para el mantenimiento de epi-
mastigotes (temperatura, medio LIT de cultivo, frascos de culti-
vo, etc.). Finalizado el periodo de incubacidn, ios cultivos fue-
ron centrifugados a 1000 g durante un lapso de 10 minutos y 1los
pardsitos sedimentados fueron resuspendidos en medio de cultivo
fresco y reincubados a 26°C durante un nuevo periodo de 50 - 70
horas.

A partir del segundo pasaje, el cambio de medio se realizd
colocando el frasco de cultivo en posicidn vertical durante un
periodo de 1 minuto, con lo cual los acOmulos de amastigotes se-
dimentaron més rédpidamente que los epimastigotes que permanecie-
ron en suspensidn, extrayéndose a continuacidén aproximadamente el
90% del medio de cultivo con extremo cuidado de no producir agita-
cidn, el cual fue reemplazado con medio LIT fresco. Los pasajes
subsiguientes, del uL%al 7°, se realizaron siguiendo esta sencilla
metodologia, manteniéndose estrictamente el intervalo de 50 - 70
horas entre subcultivos. El tiempo de sedimentacidn se redujo a
aproximadamente 15 segundos en los pasajes sucesivos, siendo po-
sible extraer practicamente todo el medio de cultivo, debido a
que la mayoria de los acimulos de amastigotes permanecen adheri-
dos al fondo del frasco de cultivo. Una vez establecido el culti-
vo de amastigotes, el mantenimiento se realizd por pasajes seria-

6 _ 1 x 107 parédsitos/ml.

dos a una concentracién de 3 x 10
El mismo protocolo fue utilizado para obtener cultivos de

amastigotes de los clones Miranda/80, Miranda/91, CA-I/64 y de la
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cepa Tulahuen de T. cruzi. El tiempo transcurrido entre los su-
cesivos pasajes fue aproximadamente igual al doble del tiempo
de duplicacidn correspondiente. Todos los datos presentados so-
bre el estudio de los amastigotes extracelulares corresponden

al clon Miranda/83, salvo indicacidn contraria.

1.18 Cinética de crecimiento de los cultivos de amastigotes en medio

LIT

El desarrollo de los cultivos de amastigotes se monitored
en forma semejante a la descripta anteriormente para cultivos
de epimastigotes. Los cultivos monitoreados se iniciaron a par-
tir de amastigotes de un cultivo madre de 3 i dias. Los cultivos
se agitaron vigorosamente antes de la toma de cada muestra con
el objeto de disgregar los aclmulos de amastigotes. Las muestras
extraidas fueron diluidas en Solucidn Coulter Isotén II y agita-
das nuevamente, como paso previo a la determinacidn del namero

de pardsitos. Parte de la muestra se utilizd para el recuento de

las formas amastigotes y epimastigotes presentes.

1.19 Coloracidn de Giemsa

La coloracién de los distintos estadios de T. cruzi fue rea-
lizada mediante extendidcs sobre portaobjetos secados a 120°C du-
rante 3 minutos. Los pardsitos fueron luego fijados con etanol o

metanol durante 5 minutos y posteriormente coloreados con una so-
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lucidén de colorante de Giemsa al 1,5% durante 30-60 minutos. A
continuacibn se procedi6 a lavarlos con agua desionizada y se
los secd a temperatura ambiente previamente al montaje. Ll re-
cuento de los parasitos de los distintos estaqios de T. cruzi
en los preparados coloreados con Giemsa se realizd a 425 aumen-
tos. Se contaron de 200 a 400 pardsitos, diferencidndose los
epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes segiin su morfolc-
gia general y seglin las posiciones relativas del kinetoplasto
con respecto al nGcleo (85). Los datos se expresaron como por-

centajes de los distintos estadios de T. cruzi presentes.

1.20 Andlisis del desarrollo de los cultivos de amastigotes por Cito-

metria por Fluijo Laminar

Los amastigotes fueron fijados y coioreados'para Citometria
por Flujo Laminar, utilizindose a tal efecto el mismo protocolo
descripto anteriormente para epimastigotes de T. cruzi. Las mues-
tras de amastigotes fueron pasadas 10 veces sucesivas a través de
una jeringa descartable de 1 cm3, con una aguja de 25 x 5/8", pre-
viamente al andlisis de la muestra, con el objeto de asegurar la
obtencién de una suspensidn monodispersa de amastigotes. L1l calcu-
lo de las fases G1, S y G2 del .ciclo celular fue realizado a partir

de los perfiles obtenidos, segin se ha descripto anteriormente.

1.21 Incubacidn de amastigotes y epimastigotes en presencia de comple-

mento.
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Epimastigotes y amastigotes provenientes de cultivos en me-
dio LIT en estado de desarrollo exponencial, fueron lavados y re-
suspendidos en solucidn buffer de fosfato (PBS), a una concentra-
cidén aproximada de 2 x 10° parasitos/ml, adiciondndose a continua-
cidn un 25%(V/V)de suero normal humano como fuente de complemento
e incubdndose a 37°C durante 30 minutos. Se evalud la accién del
complemento sobre los organismos mediante la observacién de una
muestra de la suspensidn de pardsitos bajo microscopio de contras-
te de fase., La viabilidad de los pardsitos luego de la incubacidn
en presencia de complemento se evalud mediante una curva de creci-
miento, para lo cual se centrifugd a los pardsitos a 1000 g duran-
te 10 minutos a 4°C v se los resuspendid en medio LIT, incub&ndose-
los posteriormente a 26°C. El1 desarrollo de los cultivos fue deter-

minado segiin se describid anteriormente.
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RESULTADOS

Evolucidn de los aislamientos unicelulares de Trypanosoma cruzi

De los 31 aislamientos originales realizados mediante micro-
manipulacidn, 10 (59%) de los aislamientos del paciente Miranda
y 9 (64%) de los aislamientos provenientes de la cepa CA-I, desa-
rrollaron a una densidad suficiente como para ser expandidos y
mantenidos posteriormente por pasajes seriados. De los restantes
12 aislamientos, 2 fueron descartados por presentar contaminacidn
bacteriana y los 10 restantes fueron descartados después de un
afio por no detectarse desarrollo de parasitos. Los primeros clo-
nes en los que se observaron formas de divi::.dn de los pardasitos
fueron los clones CA-I/70 y CA-I/72, a los 30 dias posteriores
al aislamiento. El clon Miranda/91 fue el Gltimo en presentar
desarrollo detectable a los 210 dias post-aislamiento. El1 tiem-
po requerido para el crecimiento de los aislamientos fue indepen-
diente del origen de los aislamientos y de la tasa de crecimien-

to de los organismos.

Cinética de crecimiento de los 19 clones de Trypanosoma cruzi

Las curvas de crecimiento individuales de la cepa Tulahuen y
de los clones fueron generadas a partir de los datos de concen-
tracidn de pardsitos/ml obtenidos durante la evolucidn de 1los

cultivos. Ejemplos de las mismas se ven representados para la
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cepa Tulahuen y los clones CA-I/69 y Miranda/84 en las Tablas
2.01 A, 2.03 Ay 2.05 A; Figuras 2.01, 2.03 y 2.05. A par-

tir de la regidn correspondiente a la fase exponencial de

la curva de crecimiento se célcularon, en forma computariza-
da,el coeficiente de correlacidn (r) y el tiempo de duplica-
cidn de los pardsitos, como se observa en las Tablas 2.02 A,
2.04 Ay 2.06 A; Figuras 2.02, 2.04 y 2.06. S6lo se presenta

la fase exponencial de una curva de crecimiento por clon, jun-
tamente con los datos de concentracidn de pardsitos/ml en fun-
cidn del tiempo (Tablas 2. 1 A-2.19 A y Gréficos 2.1-2.19).

Los restantes datos de las curvas de crecimiento obtenidos pa-
ra cada clon se encuentran resumidos en tablas individuales pa-
ra cada clon y para la cepa Tulahuen. Dichas tablas (2.0 B-
2.19 B) detallan el tiempo de duplicacibén e incluyen los paré-
metros estadisticos obtenidos a partir de los tiempos de dupli-
cacidn derivados de los datos experimentales obtenidos para ca-
da clon, a saber, valor medio del tiempo de duplicacidn (X) y
error standard.

Tanto las diferencias entre tiempos de duplicacidn de clo-
nes pertenecientes a un mismo origen, como las diferencias en-
tre los dos grupos de clones, .fueron analizadas estadisticamen-
te mediante el Test "t" de Student. En la Figura 2.20 estan re-
presentadas las curvas de crecimiento de las tres poblaciones
en sus fases de desarrollo exponencial. Dichas curvas tebricas

fueron generadas a partir de los respectivos valores medios. La
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comparacidén de las medias de los tiempos de duplicacidn de los
grupos CA-I (0) y Miranda (A) y de la cepa Tulahuen (*), no re-
veld relacidn estadistica con respecto a sus tasés de crecimien-
to.

Las diferencias entre tiempos de duplicacidn de los 19 clo-
nes de T. cruzi se ven representadas graficamente en la Figura
2.21. Se compard individualmente el tiempo de duplicacidn medio
de cada grupo con la media de cada clon perteneciente a ese gru-
po, determindndose que los clones CA-I/59, CA-I/70 y CA-I/71 di-
fieren estadisticamente de la media del grupo CA-I, siendo los
tiempos de duplicacidn de los clones CA-I/59 y CA-I/70 més altos
que la media de duprlicacidn del grupo de clones CA-I y el tiempo
de duplicacidn del clon CA-I/71 significativamente menor que el
del grupo CA-I. Las diferencias de tiempos de duplicacidn entre
los clones CA-I/59 y CA-I/70 fueron analizadas por el Test de "t",
comprobandose que sus tiempos de duplicacidn son estadisticamente
distinteos, los que demuestra que la cepa CA-I estd compuesta de
por lo menos cuatro subpoblaciones definidas por las tasas de cre-
cimiento de epimastigotes en medio axénico. El mismo criterio fue
utilizado para analizar las difereﬁcias en tiempo de duplicacidn
de los clones Miranda. En este grupo de clones, el clon Miranda/83
presenta un tiempo de duplicacidn significativamente menor que la
media del grupo Miranda. Consecuentemente, el grupo de clones Mi-
randa estd constituido por dos subpoblaciones con respecto al cre-

cimiento en cultivos axénicos.
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El anilisis comparativo de los valores de tiempo
de duplicacidn de cada clon con respecto a la media del otro
grupo de clones reveld que, el tiempo de duplicacidn del clon
CA-1/59, cuya tasa de crecimiento es significativamente menor
con respecto al grupo de clones al cual pertenece, es similar
al del grupo Miranda. Inversamente, cl clon Miranda/83 presen-
ta un tiempo de duplicacidn similar al del grupo CA-I, difi-
riendo significativamente de su grupo. Los clones CA-I/70 y
CA-I1/71 constituyen subpoblaciones aisladas por presentar ta-
sas de crecimiento que difieren significativamente de las de
las tres poblaciones estudiadas. La tasa de crecimiento del
clon CA-I/70 presenta una posicidn intermecdi: entre el grupo
CA-I y el grupo Miranda. El clon CA-I/71 presenta un tiempo
de duplicacibn intermedio entre el grupo CA-I y la cepa Tula-
huen. Considerando los 19 clones de T. cruzi en conjunto, es-
tos clones constituirian cuatro grupos integrados como se de-
talla a continuacidén: 1) CA-I/71 constituye el grupo de mayor
tasa de crecimiento. 2) CA-I/64, CA-I/65, CA-I/67, CA-1/69,
CA-I/72, CA-I/73 y Miranda/83. 3) CA-I/70. 4) CA-I/59, Miran-
da/75, Miranda/76, Miranda/77, Miranda/78, Miranda/80, Miran-
da/84, Miranda/88 y Miranda/91 constituyen el grupo con menor

tasa de crecimiento.

Volumen Modal de clones de f. cruzi en el pico de desarrollo

exponencial de crecimiento
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Durante la evolucidn de un cultivo de células en estado
asincrénico de desarrollo, la distribucidn de los vollmenes
celulares de la poblacidn aumenta hasta alcanzar un valor méa-
ximo. Posteriormente, la poblacidn entra en su fase de desarro-
llo estacionario y el volumen celular disminuye (84).Los datos
obtenidos de los picos de volumen modal de los 19 clones y de
la cepa Tulahuen de T. cruzi en los distintos experimentos rea-
lizados, se encuentran resumidos mediante tablas individuales
para cada clon. En dichas tablas se expresa el pico del volumen
modal obtenido para cada experimento, la media y el error stan-
dard (Tablas 3.0 A - 3.19 A). Las diferencias existentes en los
volimenes modales de los 19 clones y la cepa Tulahuen de T. cru-
z1i se encuentran grificamente representadas en la Figura 3.1.
El andlisis estadistico de las diferencias observadas en el vo-
lumen modal de los dos grupos de clones fue analizado mediante
el Test "t". E1l volumen modal en el pico de desarrollo de cada
clon fue comparado con la media del volumen modal del grupo de
clones al cual pertenece. Se determind que los clones CA-I/69
y CA-I/70 difieren significativamente respecto a la media del
grupo CA-I, siendo las células de estos clones de menor volumen
que el resto de los clones de T. cruzi analizados.: E1l ané-
lisis estadistico de 1las diferencias en el volumen modal
del grupo de clones Miranda demuestra que el volumen mo-
dal del clon Miranda/83 es significativamente menor que
el obtenido para el grupo Miranda, y en cambio no di-

fiere de la media del grupc CA-I. El1 pico del volumen modal del
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grupo Miranda es significativamente mayor que el del grupo CA-I.
Sin embargo, las medias aritméticas de los volumenes modales de
los dos grupos de clones no difieren significatiQamente de 1la
media de la cepa Tulahuen. Debido a la dispersidn en el volumen
modal pico de los clones, no existe una clara sepa-
racién enire los grupos Miranda y CA-I, presentdndose una dis-
tribucién superpuesta representada por los clones CA-1/59 (27,6
+ 1,5 umS), CA-I/6U (28,6 + 0,8 um>), CA-I/72 (28,3 + 1,3 um>),
Miranda/88 (29 + 0,6 um3) y Miranda/81 (27,5 + 0,7 um3). Por 1lo
tanto, considerando las medias aritméticas del volumen modal pi-
co como criterio de clasificacidn podemos distinguir tres subpo-
blaciones en el gruno de clones CA-I, constituyendo el clon CA-I/
70 la subpoblacidén de menor volumen modal del mrupo CA-I, el clon
CA-I/69 la segunda subpoblacidn con un volumen modal intermedio
y estando integrada la tercera subpoblacidn por el resto de los
clones del grupo CA-I. El grupo Miranda estd constituido por
dos subpoblaciones, utilizdndose como criterio el volumen modal
pico de la media aritmética de los clones que los constituyen;
una subpoblacidn estd representada por el clon Miranda/83 y el
resto de los clones Miranda constituye la segunda subpoblacidn,
que es la de mayor volumen modal.

La variabilidad inter-experimental de estos parémetros, cre-
cimiento y volumen modal pico, fue del 0,2 al 6% para la tasa
de crecimiento y del 1,6 al 6,7% para el volumen modal pico. Es-

te grado de variacidn para ambos parédmetros es despreciable y se
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encuentra dentro del error experimental, demostrando la estabili-
dad de los clones de T. cruzi durante el transcurso de este estu-
dio. Dos clones CA-I/64 y Miranda/83, mantenidos por pasajes se-
riados bisemanales durante 148 pasajes, fueron estudiados con
respecto a estos pardmetros durante el transcurso de un afio y me-
dio sin mostrar variaciones inter-experimentales superiores a

las mencionadas anteriormente.

Estudio del ciclo intracelular de clones de T. cruzi

El estadio reproductivo de T. cruzi en el huésped vertebra-
do se desarrolla intracelularmente en la cé&lula huésped. El pro-
pdsito de este estudio fue determinar si existen diferencias en-
tre las distintas fases del ciclo intracelular entre clones de
T. cruzi y si existe correlacidn entre el tiempo de duplicacidn
de los amastigotes intracelulares y el tiempo de duplicacidn de
los epimastigotes en medio de cultivo liquido, y por otra parte
confirmar la heterogenicidad de T. cruzi mediante la utilizacidn
de otro parédmetro bioldgico.

En este estudio se utilizaron cinco clones de T. cruzi, ana-
lizandose los siguientes parametros: periodo quiescente (lag), que
es el lapso que transcurre desde la penetracidn del tripomastigo-
te hasta el inicio del periodo multiplicativo del amastigote; fa-
se multiplicativa del pardsito por la cual es posible calcular
el tiempo de duplicacidn y el nimero de generaciones y finalmen-

te la transformacidén del amastigote a tripomastigote, Gltima etapa
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del ciclo intracelular del pardsito que culmina con la libera-
cidén de los tripomastigotes por ruptura de la célula huésped.

Los datos obtenidos sobre la evolucidn temporal de un pardsito,
desde su penetracidn en la célula huésped hasta la liberacidn

de tripomastigotes, para cada uno de los clones se ejemplifi-

can en las tablas (4.1, 4.3, 4.5, 4.7). Los mismos se encuen-

tran expresados en horas post-infeccidén/N°de pardsitos. De los
datos tabulados se generaron curvas de crecimiento (Figuras

4,1, 4.3, 4.5, 4,7) a partir de las cuales se determinaron las
fases de desarrollo exponencial cprrespondientes a cada ciclo
intracelular. Los datos utilizados para graficar las fases ex-
ponenciales de los ciclos intracelulares se presentan en las
Tablas (4.2, 4.4, 4.6, 4.8, 4,9). A partir de las curvas corres-
pondientes a las fases exponenciales generadas se calcularon el
periodo lag o quiescente, el tiempo de duplicacidn de los amas-
tigotes y el coeficiente de correlacidn para cada célula huésped
infectada (Figuras 4.2, 4.4, 4.6, 4.8, H.Q): El resumen de 1los
datos de los ciclos intracelulares se expone en las Tablas (4.1 A,
4,3 A, 4.5 A, 4.7 A,4.9 Ay 4.1B, 4.3 B, 4.5 B, 4.7 B, 4.9 B) que de-
tallan en forma individual el periodo lag y el tiempo de duplica-
cidn, respectivamente. Asimismo, dichas tablas detallan las medias
y errores standard de los periodos lag y del tiempo de duplicacidn.
Las medias de los valores de los tiempos de duplicacidén de epimas-
tigotes en medio LIT y de amastigotes intracelulares, periodo lag,

ciclo intracelular total y nimero de generaciones de los clones
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estudiados se encuentran taﬁu]ados en la Tabla (4.10). Las di-
ferencias observadas entre los tiempos de duplicacidén de los
clones estudiados son estadisticamente significaiivas. El estu-
dio estadistico de los periodos lag o de quiescencia no reveld
diferencias significativas entre los clones CA-I/72 y CA-I1/73,
mientras que las diferencias observadas entre los restantes
clones resultaron estadisticamente significativas. El1 lapso
transcurrido entre la visualizacidén de los primeros cambios mor-
foldgicos de los amastigotes en su transformacidn a tripomasti-
gotes y la liberacidn de los mismos. fue de aproximadamente 2u
horas para todos los clones estudiados. El1 nlmero de generacio-
nes estimado por el nimero total de pardsitos por célula es de
6 a 7 generaciones para los clones CA-I/72 y CA-I/73, mientras
que el clon Miranda/78 presenta de 8 a 9 generaciones y el clon
Miranda/80 de 7 a 8 generaciones de pardsitos por ciclo intra-
celular. A pesar de las dificultades encontradas para determi-
nar con exactitud el nimero de generaciones intracelulares, de-
bidas a errores de conteo del nimero final de pardsitos por cé-
lula huésped, se pudo determinar que existen diferencias con
respecto al nimero de generaciones intracelulares entre los clo-
nes, de hasta 3 generaciones como maximo y de una generacidn
intracelular como minimo.

La duracidn del ciclo intracelular fue clon dependiente,
correspondiendo al clon CA-I/72 el ciclo de menor duracidn

(4,5 dias), con excepcidn del clon Silvio X-10/5, mientras que
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el clon Miranda /80 presentd el ciclo de mayor duracidn

(9 dias). En 1la tabla (4.10) se observa quec existe una rela-
cibén directa enire el tiempo de duplicacidn intracelular de
los distintos clones y la duracidn de sus ciclos intracelula-
res. 0 sea, a mayor tiempo de duplicacidn de los amastigotes
mayor es la duracidn del ciclo intracelular. Una relacidn si-
milar se deduce de la comparacidn entre los tiempos de dupli-
cacidn intracelulares y los periodes lag de los clones corres-
pondientes. Asimismo a partir de los datos detailados en 1la
Tabla (4.10) y de la Figura (4.11) se puede apreciar que
existe una relacidn entre los tiempos de duplicacidn de 1los
estadios epimastigote y amastigote. Es posible definir una
correlacidédn mediante el cédlculo tedrico de 1la curva que
mejor se ajuste a los valores experimentales. Mediante com-
putacidén se graficd el tiempo de duplicacidén de los a-
mastigotes intracelulares (abscisas) versus tiempo de du-
plicacidén de los epimastigotes en medio LIT (ordenadas),
analizé&ndose 1la correlacidn entre los datos experimenta-
les y 1la curva tedrica definida por la ecuacidn:

(y = a + b/x), en la cual el parametro y corresponde al tiem-
po de duplicacidn ‘en horas de los epimastigotes, a y b son
constantes y finalmente el parametro x corresponde al tiempo
de duplicacidn en horas de los amastigotes intracelulares.

De la ecuacidn anterior, se deduce que: x = b/(y-a), o sea que
dado el tiempo de duplicacidn en horas de los epimastigotes es

posible calcular el tiempo de duplicacidn de los amastigotes



intracelulares, siendo los valores de las constantes a = 83,2
y b = -526,36, respecfivamente. Esta curva que mejor se ajusta
a los valores experimentales presenta un coeficiente de corre-
lacidén r = 0.988 (Fig. u4.11 A).

La relacidn observada entre el periodo lag y el tiempo de
duplicacidn (Fig. 4.12) se analizd en forma similar, grafican-
dose el tiempo de duplicacidn de los amastigotes intracelulares
versus el periodo lag. En este caso, la curva que mejor se ajus-
ta a los datos experimentales estd definida por la ecuacidn
y = x / (a + bx), en la cual el pardmetro y corresponde al perio-
do lag en horas, siendo X el tiempo de divisidn en horas de los
amastigotes, a y b son constantes que definen la curva. De
la ecuacidn anterior, se deduce que: X = y.a / (1 - yb). O sea:
x(tiempo de duplicacidn de los amastigotes) = y (periodo lag). a/
(1 - y.b). Los valores obtenidos para ambas constantes son
a=20,3y b =0,012,respectivamente, siendo el coeficiente de

correlacidén r = 0,982 (Figura 4.12 A).

Andlisis del contenido de DNA (ADN) total por organismo para

los clones de T. cruzi, obtenido por Citometria por Flujo Lami -

nar.

La distribucidén del DNA de una poblacidn celular en creci-
miento asincrdnico contiene informacidn detallada sobre su ciné-
tica de crecimiento. Los respectivos perfiles de DNA se caracte-

rizan por presentar demarcaciones que los distinguen; el pico
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mayor, con un contenido de bNA'expresado en unidades relativas,
se debe a las cé&lulas que se encuentran en la fase G1 del ciclo
celular; el pico menor, que se encuentra ubicado en un contenido
de DNA del doble del pico G1, corresponde a células en fase G2-M.
La distribucidn continua entre ambos picos corresponde a aquellas
células que se encuentran transitando la fase S. Esta distribu-
cidn del DNA no varia durante el crecimiento exponencial de una
poblacidén celular. En cambio, durante la fase estacionaria, el
pico correspondiente a G1 aumenta proporcionalmente a la dismi-
nucidn del pico de las células que se encuentran en G2 y S. En
poblaciones de T. cruzi se observdé el mismo comportamiento an-
teriormente detallado. En la Figura 5.1 se observa la distribu-
cién del DNA en poblaciones de T. cruzi; los dos perfiles supe-
riores corresponden a cultivos de epimastigotes en fase exponen-
cial de crecimiento, mientras que el perfil inferior izquierdo
corresponde a un cultivo de pardsitos en fase estacionaria de
crecimiento y el perfil inferior derecho corresponde a tripomas-
tigotes derivados de cultivo de células. La existencia de un pi-
co Gnico en este iltimo caso, confirma que el estadio tripomas-
tigote es una célula arrestada en forma continua en G1 o en Go.
La localizacidn del canal correspondiente al pico G1 de ca-
da uno de los clones de T. cruzi fue constante para pardsitos
en fase exponencial o fase estacionaria de desarrollo y para tri-
pomastigotes derivados de cultivos celulares. Consecuentemente,

este parametro es independiente de la posicidn del pardsito en



su ciclo de desarrollo o del estadio evolutivo del mismo.

La intensidad de fluorescencia emitida por gldbulos ro-
jos de pollo fijados con glutaraldehido fue de magnitud simi-
lar a la fluorescencia correspondiente al pico G1 de muestras
de T. cruzi coloreadas con mitromicina. Por lo tanto, el pico
inico de los histogramas derivados de eritrocitos de pollo re-
sulta ser un excelente estandard para comparar los picos G1
de los histogramas de DNA derivados de parasitos coloreados con
mitromicina. La localizacidn, con respecto al pico Gnico de gld-
bulos rojos de pollo, del canal correspondiente al pico G1 para
parasitos coloreados con mitromicina fue constante para cada
clon de T. cruzi. Sin embargo, la posicidn d=1 canal correspon-
diente al pico G1 con respecto al estandard fue distinta para
cada uno de los clones de T. cruzi estudiados. Las diferentes
localizaciones de los picos correspondientes a G1 de los clones
CA-I/64 y Miranda/80 se encuentran representadas graficamente
en la Figura 5.2, obtenida por la superposicidn de los respec-
tivos perfiles de distribucidn del DNA.

En la figura 5.3 se muestran las diferencias obtenidas en
el contenido total/organismo entre clones. E1 grupo CA-I y el
grupo Miranda pueden separarse estadisticamente (1imite de con-
fianza del 95%) en base a las medias relativas del contenido
total de DNA/organismo de cada grupo. La diferencia es de apro-
ximadamente un 12%, siendo la diferencia méxima del DNA total/

organismo de los 19 clones de T. cruzi superior al 20%.
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El clon Miranda/78 presenta un contenido de DNA total/
organismo significativaﬁente menor que la media del conteni-
do de DNA total/organismo del grupo de clones Miranda. Las
diferencias en el contenido total dg DNA total/organismo en-
tre los clones del grupo CA-I no fueron significativas con
respecto a la media del grupo.

En la figura 5.4 se encuentran representadas las medias
de las intensidades de fluorescencia del niicleo, kinetoplasto
y DNA total/tripomastigote de cuatro clones de T. cruzi: CA-I/
71, CA-I/72, Miranda/75 y Miranda/88, medidos por espectrofluo-
rometria. La media de la intensidad de fluorescencia del DNA
total/organismo del clon CA-I/72 fue 4,6% mas alta que la del
clon CA-I/71. De manera semejante, la media del clon Miranda/88
fue 4,2% mads alta que la del clon Miranda/75. Los datos obteni-
dos por microespectrofluorometria discrepan con los datos obte-
nidos por Citometria por Flujo Laminar, en los cuales el conte-
nido de DNA total/organismo para el clon CA-I/71 fue 1,3% mayor
que para el clon CA-I/72, mientras que para el clon Miranda/88
fue 4,5% mayor con respecto al clon Miranda/75. Esta discrepan-
cia se debe probablemente al reducido nimero de muestras anali-
zadas por espectrofluorometria. Sin embargo, las diferencias en
contenido de DNA total/organismo entre los clones de los grupos

CA-I y Miranda medidas por Citometria por Flujo Laminar (21%)

fueron confirmadas por Microespectroflucrometria (27%). Se encon-

trd que las diferencias de DNA interclonales se deben tanto a
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diferencias de contenido de DNA del niicleo como del kineto-
plasto. La mayor diferencia interclonal en la intensidad de
fluorescencia media para el niacleo fue del 36%, miéntras que
la mayor diferencia interclonal encontrada para el kinetoplas-
to fue del 25%, para los cuatro clones analizados por espec-
trofluorometria. Sin embargo, la razdn entre el contenido de
DNA del nficleo y del kinetoplasto es de 2,07 y i,97 para los
clones CA-I/71 y CA-I/72,respectivamente. Para los clones Mi-
randa/75 y Miranda/88 la razdn fue de 3,53 y 3,20,respectiva-

mente.

Estudio de las formas_amastigotes en cultivo axénico

La obtencidén y el mantenimiento de amastigotes en medio
de cultivo libre de células se basd en el estricto cumplimien-
to del protocolo descripto en Materiales y Métodos, cuyo fun-
damento es el pasaje seriado a intervalos regulares determina-
dos por el tiempo de duplicacidn de los parasitos. La evolucidn
de los cultivos fue similar, independientcmente del origen de
los mismos.

En los cultivos de amastigotes originados a partir de cul-
tivos de epimastigotes, el numero de epimastigotes decrece en
los sucesivos pasajes al ser eliminados los epimastigotes en
suspensidn con cada cambio de medio. En cambio el nimero y ta-

mafio de lo acumulos de amastigotes aumenta progresivamente, al-
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canzando didmetros de hasta 0,1-2 mm (TFotos 1,2). La Foto 3
corresponde a un cultivo de amastigotes dispersados previa-
mente por agitacidn. En cultivos originados a partir de tri-
pomastigotes provenientes de cultivo de c&lulas se observd
que la mayoria se transforman en amastigotes, observandose
aclmulos y ocasionalmente formas flageladas en los primeros
pasajes. La pureza de los cultivos de amastigotes obtenidos

y el desarrollo de los mismos dependid del periodo de tiempo
transcurrido entre pasajes sucesivos, siendo el lapso dptimo
de 50-70 horas para el clon Miranda/83. Se han mantenido cul-
tivos dgnamastigotes del clon Miranda/83 con una pureza no
menor de 99,9% durante mads de un afio y medio, en mas de 15
experimentos independienies realizados en ese lapso. El1 mis-
mo protocolo utilizado con los clones Miranda/80, Miranda/91,
CA-I/64 y con la cepa Tulahuen de T. cruzi permitid la obten-
cidn de cultivos de amastigotes cuyas purezas, en el pasaje
15, oscilaron entre el 98% para los clones y el 70% para la
cepa Tulahuen. En todos los casos, el lapso transcurrido en-
tre sucesivos repiques fue aproximadamente igual al doble del

tiempo de duplicacidn de los epimastigotes respectivos.

Cinética de crecimiento de amastigotes del clon Miranda/83 de

T. cruzi en medio de cultivo acelular.

El desarrollo de los amastigotes fue estudiado a partir

de cultivos puros de amastigotes, realizandose cultivos de
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epiﬁastigotes del mismo clon en forma simultdnea bajo idé&nti-
cas condiciones experimentales. En la Figura 6.1 se represen-
ta graficamente el desarrollo de epimastigotes del clon Miran-
da/83 en fase de crecimiento exponencial, segin se describid
anteriormente (ver Seccidn 2 de Resultados). Los datos corres-
pondientes se detallan en las Tablas 6.1 Ay 6.1 B. La evolu-
cidn de los cultivos de amastigotes durante 21 dias sin cambio
de medio de cultivo (cultivos no perturbados de amastigotes)
se ve representada graficamente por las curvas de crecimiento
de la Figura 6.2 (Tablas 6.2 Ay 6.2 B), caracterizadas por
presentar tres fases: una primera fase de crecimiento exponen-
cial, con una duracidn aproximada de tres dias y un tiempo de
duplicacidén medio de 33,12 horas (Tabla 6.2 C), en la cual se
registra un aumento de cuatro veces la concentracidn inicial
de parasitos, equivalente a dos generaciones. A continuacidn
se observa una fase de aproximadamente 10 dias de duracidn,
denominada fase de transformacidn, caracterizada por el bajo
incremento del nimero de pardsitos, que presenta un tiempo de
duplicacidn de 262 horas, seguida finalmente por una segunda
fase de crecimiento exponencial cuyo tiempo de duplicacidn es
intermedio entre los tiempos de duplicacidén de la primera y se-
gunda fases de crecimiento exponencial. Esta segunda fase de
crecimiento exponencial es variable en cuanto a su duracidn y
al tiempo de duplicacidn de los parasitos, siendo dependiente

de la concentracidn inicial de parésitos en el cultivo. Esta
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atipica curva de crecimiento se debe al hecho de que durante

el desarrollo de la misma se producé la transformacidn de los
amastigotes en epimastigotes (Figura 6.4). Se observa que du-
rante la primer fase de crecimiento exponencial, todos los pa-
pésitos son amastigotes, observandose un 100% de formas amas-
tigote hasta el dia 3. Subsecuentemente, los amastigotes se
transforman en epimastigotes. Esta transformacidn involucra

al 85% de los amastigotes, ya que al final de esta segunda fa-
se se contabiliza un 15% de amastigotes y el leve incremento
observado en el Nimero de tripanosomas/ml se deberia a la ini-
ciacidn de la divisidn de los epimastigotes, siendo éstos los
responsables de la segunda fase de crecimiento exponencial.

.El comportamiento de cultivos de amastigotes en las dos prime-
ras fases del desarrollo fue similar, independientemente de las
concentraciones iniciales de parasitos estudiadas (5 x10° a

2 x107 amastigotes/ml). Si el cultivo de amastigotes es rTepica-
do al final de la primera fase exponencial, o sea antes de la
iniciacidén de la transformacidn de los parasitos a epimastigo-
tes, la transformacidn no se produce y los amastigotes desarro-
llan una nueva fase exponencial que involucra dos nuevos ciclos
celulares. De esta manera es posible mantener cultivos puros de
amastigotes por pasajes seriados (Fig. 6.3). A partir de culti-
vos de amastigotes a concentraciones iniciales de 105 parasitos/
ml, se obtienen concentraciones de alrededor de 6 X 10’ parasi-

tos/ml de amastigotes en tres pasajes sucesivos. A concentracio-
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nes iniciales mayores de amastigotes, posibles factores nutri-

cionales afectan a los cultivos que alcanzan la fase estaciona-
ria de crecimiento. Un hecho similar ocurre con los epimastigo-
tes. Por lo tanto, los cultivos de amastigotes deben ser mante-
nidos a concentraciones iniciales de 1 x 106 hasta 1 x 10’ amas-

tigotes/ml.

Resistencia de los amastigotes a la lisis por complemento

Los amastigotes incubados en presencia de complemento no mos-
traron diferencias en su desarrollo con respecto a amastigotes no
tratados, al ser incubados posteriormente en medio LIT a 26°C, a
diferencia de los epimastigotes que sufrieron un 100% de lisis,
no observandose desarrollo posterior de formas epimastigotes en me-
dio LIT.

La lisis diferencial observada por accidn de complemento
fue utilizada para purificar experimentalmente cultivos mixtos de
amastigotes y epimastigotes, obteniéndose cultivos puros de amas-

tigotes ( 87).

Anédlisis del ciclo celular de los amastigotes

El estudio mediante Citometria de Flujo Laminar de la distri-
bucidn de la poblacidn de organismos en las fases Gl, S y G2 du-
rante las primeras 40 horas de desarrollo de un cultivo de amas-
tigotes, mostrd cambios secueﬁciales en los patrones de DNA (Fi-

gura 6.5). A tiempo cero del cultivo, el perfil de DNA de la po-
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blacién (Perfil 1) es semejante a los perfiles de DNA de pobla-
ciones en fase estacionaria de crecimiento, en las cuales la ma-
yoria de las cé&lulas se encuentran arrestadas en G1. Los datos
obtenidos, expresados porcentualmente, son G1 = 64,4%, S= 10% y
G2 = 25,6%,respectivamente. Subsecuentemente, la poblacidn ori-
ginariamente arrestada en G1 iniéia su ciclo de duplicacidn del
DNA, 1lo que se evidencia por el aumento de la proporcidn de cé-
lulas en el periodo S (Perfil 2) (G1 = S50,4%, S = 31,4% y G2 =
18,2%). A las 16 horas de la evolucidn del cultivo (Perfil 3)
parte de la poblacidn contina pasando de G1 a S (G1 = 35,2%,

S = 29,3% y G2 = 35,3%), mientras que las células que se encon-
traban sintetizando DNA inician el periodo G2, aumentando conse-
cuentemente la proporcidon de células en 'G2. Este aumento del por-
centaje de células en G2 cqntinﬁa progresivamente, con una para-
lela disminucidn del porcentaje de células en fase S (Perfil 4)
(G1 = 38,9%, S = 15,5% y G2 = 45,6%). A las 32 horas, parte de

la poblacidn ha completado el ciclo celular, aumentando nuevamen-
te la proporcidn de células en G1 (Perfil 5) (G1 = u41,2%, S =
22,8% y G2 = 36,0%). Este proceso continlla hasta las 40 horas

de desarrollo del cultivo, obsevandose un progresivo aumento de
células en S (Perfil 6) (61 = 41,1%, S = 31,6% y G2 = 27,6%),
correspondienfe a células que inician el segundo ciclo de repli-

cacidn del DNA. Al finalizar el segundo ciclo, la poblacidn de

amastigotes se encuentra nuevamente en fase Gl1. Los perfiles de
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DNA obtenidos de muestras de aﬁastigotes a los dias 4 y 5 in-
dican que la poblacidbn de amastigotes permanece arrestada en
G1.

La evolucidn de los perfiles de DNA de amastigotes en fa-
se de crecimiento exponencial difieren de los obtenidos para
poblaciones de epimastigotes, evidenciando una semi-sincroni-
zacidn celular en la poblacidn de amastigotes: Por el contra-
rio, los perfiles de DNA de una poblacidn de epimastigotes
son similares durante todo el periodo de crecimiento exponen-
cial, siendo los porcentajes de células en G1, S y G2 prélcti-
camente constantes, lo- que evidencia la ausencia de sincroni-

zacidn en la pobla:idn celular.



DISCUSION

El conocimiento adquirido en los Gltimos 75 "afios con res-

pecto a los mGltiples aspectos de la biologia del Trypanosoma

cruzi se debe en gran parte a la facilidad con que los distin-
tos estadios morfoldgicos de este pardsito pueden ser manteni-
dos, tanto "in vitro" como "in vivo", en el laboratorio. En

los estudios experimentales se han utilizado poblaciones de pa-
rdsitos aislados de distintas fuentes y zonas geograficas de
América. Estos aislamientos denominados com@nmente cepas, cuyas
constituciones genéticas son desconocidas, representan muestras
de poblaciones naturales de T. cruzi y presentan caracteristi-
cas propias que han permitido el agrupamiento en distintas ca-
tegorias segln los par&metros analizados, indicando la existen-
cia de heterogenicidad en T. cruzi. Sin embargo, las cepas de
T. cruzi evidenciaron inestabilidad con respecto a algunos pa-
rémetros bioldgicos durante el mantenimiento de los parésitos
en condiciones artificiales en el laboratorio. Las razones es-
grimidas para justificar la inestabilidad de cepas de T. cruzi
se basaban en la hipdtesis de que las cepas son muestras de po-
blaciones heterogéneas de pardsitos, pudiendo producirse varia-
ciones en el perfil genético de los aislamientos durante la
adaptacién y posterior mantenimiento de los mismos en condicio-
nes de laboratorio. Consecuentemente, se evidencid la indudable

necesidad de disponer de poblaciones de pardsitos cuyas carac-



teristicas biolégicas fuesen estables en el transcurso del
tiempo bajo distintas condiciones de mantenimiento, hecho
factible si dichas poblaciones son genéticamente.homogéneas.
Este ha sido el criterio adoptado en este Trabajo de Tesis,
en el cual se utilizaron clones de T. cruzi para estudiar la
variabilidad existente en poblaciones del parasito. El con-
cepto de clon como poblacidn genéticamente hoﬁogénea de paréa-
sitos originada por divisidn asexuada de un solo organismo,

tiene un significado especial en especies como Trypanosoma

cruzi en la cual no-.existen evidencias de intercambio genéti-
co. Por lo tanto, cada individuo se encuentra genéticamente
aislado y su progenie constituye un clon, lo que permite su-
poner que T. cruzi estaria constituida por clones en la na-
turaleza (57).

En este Trabajo de Tesis se demuestra la existencia de
heterogenicidad en T. cruzi en base a la caracterizacidn de
poblaciones genéticamente homogéneas. Se considerd detenida-
mente la eleccidn y aplicacidn de la técnica de clonado, eli-
giéndose una técnica de micromanipulacidn que permite la in-
dividualizacidn y el aislamiento de un solo organismo, asegu-
rando ademds la seleccidn del estadio. Se escogieron Gnicamen-
te epimastigotes, por ser este estadio de T. cruzi la forma
multiplicativa del pardsito tanto en el insecto como en cul-
tivos axénicos. Las causas de las diferencias observadas en

la duracidn de los periodos transcurridos entre el aislamiento
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y.la deteccidn de desarrollo no fueron estudiados, pero presu-
miblemente se pueden atribuir a diferencias en el estado fisio-
16gico de los organismos aislados, pudiendo alguncs pardsitos
haberse encontrado arrestados en Ql, siendo variables los pe-
riodos lag previos a la fase de desarrollo, y otros transitan-
do el ciclo celular. Este concepto se ve reforzado por la ausen-
cia de correlacidn entre la duracidn de los periodos transcurri-
dos entre el aislamiento y la observacidn de desarrollo y las
tasas de crecimiento exponencial de los clones.

El estudio del desarrollo de 19 clones de T. cruzi en me-
dio de cultivo axénico ha permitido demostrar la existencia de
heterogenicidad en poblaciones de T. cruzi. La diversidad bio-
1l6gica observada entre clones pertenecientes al grupo Miranda
indica claramente que la heterogenicidad estaba presente en la
poblacidn original en el huésped y constituye la demostracidn
de la coexistencia de subpoblaciones de T. cruzi en un huésped
infectado crdnicamente. El origen de esta coexistencia puede
ser el resultado de una infeccidn Gnica con una poblacidn hete-
rogénea de T. cruzi o ser debida a infecciones miltiples (88).

Se ha demostradc que las cepas de T. cruzi pueden retener
cierta heterogenicidad bioldgica durante largos periodos de
tiempo, bajo condiciones rutinarias de laboratorio. Por ejem-
plo, la cepa Y aislada en 1953 (89) y mantenida bajo condicio-
nes de laboratorio durante 28 afios, fue clonada recientemente,

demostrandose diferencias significativas de hasta un doble en
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las tasas de crecimiento de los clones (38). Por lo tanto,

las presiones selectivas impuestas- por las condiciones de
mantenimiento sobre dichas poblaciones heterogénéas, pueden
modificar la proporcidn relativa de cada subpoblacibén sin
llegar a ser lo suficientemente intensas como para eliminar

la heterogenicidad. La cepa CA-I, de la cual se aislaron los
clones CA-I utilizados en este trabajo, fue mantenida por pa-
sajes seriados en animales de laboratorio durante un lapso de
cuatro afios, previamente al clonado. La proporcidn de cada
subpoblacidén puede haber sufrido variaciones con respecto a

la presente en el paciente crdnico. Sin embargo, la disper-
sidn encontrada en las tasas de crecimiento de nueve clones
derivados de la cepa CA-I demuestra que la cepa CA-I esté
constituida al menos por cuatro poblaciones estadisticamen-

te distintas. En la descripcidn original de la cepa CA-I (70),
existen evidencias indirectas de que se pueden haber inducido
cambios en la poblacidn de pardsitos durante la mantencidn ru-
tinaria en el laboratorio. Los autores describen que cuando

la cepa CA-I fue transferida del tercer pasaje en ratdn a me-
dio de cultivo bifésico, el tiempo de duplicacidén fue de Uus
horas durante los primeros pasajes, decreciendo subsecuente-
mente a 30 horas. Este cambio en el tiempo de duplicacidn pue-
de atribuirse a la seleccidn de subpoblaciones con alta tasa
de crecimiento. Los tiempos de duplicacidn de siete de los nue-

ve clones CA-I aislados oscilaban alrededor de 31 horas, mien-
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tras que dos clones presentaban un tiempo de duplicacidn supe-
rior a 41 horas. Este hecho sugiere que un cambio similar pu-
do haber ocurrido en la cepa CA-I durante el lapso de cuatro
afios en que fue mantenida en ratdn previamente al clonado. Po-
demos suponer que la heterogenicidad observada en la cepa CA-I
se debe a la existencia de una poblacidn heterogénea en el pa-
ciente crdnico del cual se aisld la cepa.

Los parametros bioldgicos estudiados en los 19 clones de
T. cruzi fueron estables durante un periodo de dos anos, duran-
te el cual se realizd la caracterizacidn de los mismos. La es-
tabilidad de varios clones con respecto a sus tasas de creci-
miento en medio LIT fue demostrada en este laboratorio por pe-
riodos de hasta cuatro afios (Dvorak, comunicacidn personal, 90).
La manipulacidn de los clones en distintas condiciones de culti-
vo y la posterior reimplantacidén a las condiciones de cultivo
originales, no alteraron la estabilidad de los clones con res-
pecto a las caracteristicas bioldgicas analizadas, demostrando
la reproducibilidad de los datos experimentales obtenidos con
clones de T. cruzi durante lapsos prolongados e indicando que
los parédmetros analizados corresponden a caracteristicas in-
trinsecas estables de los organismos que constituyen los clones.

El crécimiento celular, asi como el tiempo de duplicacidn
de una poblacidn de células en crecimiento exponencial, es un
parémetro resultante de la fntegracién de los valores indivi-

duales de los organismos constituyentes de esa poblacidn.
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Actualmente se considera que el ciclo celular estaria cons-
tituido por dos ciclos, un ciclo de crecimiento celular y un ci-
clo del DNA; por lo tanto, durante la proliferacidn celular no
sblo se replica el DNA sino qQue también se duplica el tamafio
celular, estando ambos ciclos normalmente asociados. Una corro-
boracidn de esta relacibn es que durante la proliferacidn de
una poblacidn celular el tamafio promedio se mantiene constante
(91). La proliferacidn celular estd controlada internamente por
los genes y sus productos y externamente por factores nutricio-
nales y ambientales. El1 volumen celular es consecuentemente un
parametro que posibilita medir el crecimiento celular, que es
continuo durante el transcurso del ciclo celular, excepto en la
mitosis en que se evidencia una sensible caida de la sintesis
de RNA y proteinas, en la mayoria de los casos.

El volumen modal de una poblacidn celular es indicativo del
estado fisioldbgico de la poblacidn. Por lo tanto, la fase de cre-
cimiento exponencial de un cultivo de células puede definirse por
su tasa de crecimiento y su volumen modal. Las diferencias signi-
ficativas halladas en el voluman modal entre los clones CA-I y
Miranda demuestran que el volumen modal es una caracteriSticé de
subpoblaciones de T. cruzi que puede ser utilizada para clasifi-
car clones de T. cruzi. La falta de correlacidén entre la tasa de
crecimiento y el volumen modal implica que ambas caracteristicas
son independientes. Sin embargo, las diferencias en volumen modal

encontradas corroboran la existencia de subpoblaciones de parési-
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Las formas infectantes de Trypanosoma cruzi tienen la ha-

bilidad de reconocer y penetrar activamente células de mamife-
ro para desarrollar sus ciclos de vida intracelulares. Se ha
demostrado experimentalmente que el parasito presenta un tro-
pismo tisular "in vivo", o sea una preferencia por invadir cé-
lulas de determinados tejidos (92). Sin embargo, todos los te-
jidos del mamifero son potencialmente susceptibles de ser in-
fectados, con la Gnica excepcidn hasta el presente del gldbulo
rojo. Se ha observado "in vitro" que existen diferencias en la
capacidad de atraer pardsitos y en la susceptibilidad a la in-
feccidn de distintas lineas celulares (93, 94). Un reciente es-
tudio, realizado "in vitro", sobre la capacidad de penetracidn
de tripomastigotes derivados de cultivo de cé&lulas de dos clo-
nes del grupo CA-I y dos clones del grupo Miranda demostrd la
existencia de diferencias significativas en el indice de pene-
tracibén de los clones, siendo la diferencia m&xima encontrada
de aproximadamente 70 veces (95). E1 desarrollo intracelular de
T. cruzi no se ve aparentemente afectado por la célula huésped,
excepto en células del sistema reticuloendotelial (43, 96), in-
dicando que las diferencias fisioldgicas que puedan existir en-
tre células distintas no son suficientes como para inducir va-
riaciones en el desarrollo del pardsito.

El cicle de vida intracelular de T. cruzi se caracteri-

za por presentar una secuencia definida de eventos independien-



73

tes de la célula huésped, que culminan con la liberacidn de los
tripomastigotes por muerte y ruptura de la céliula huésped. Los
19 clones de T. cruzi estudiados presentaron la capacidad de in-
fectar células de cultivo, siendo sus ciclos intracelulares cua-
litativamente iguales a los descriptos anteriormente para cepas
(42), lo que indica que el clonado no afectd la infectividad de
los paréasitos.

En los estudios de los ciclos intracelulares de clones de
T. cruzi se consideraron los siguientes parametros: el periodo
lag; el periodo replicativo, el nGmero de generaciones y la dura-
cidén del ciclo intracelular total.

El periodo lag fue originalmente descripto en estudios reca-
lizados con la cepa Ernestina de T. cruzi (42), presentando una
duracidn de 41 horas. Estudios posteriores realizados con las ce-
pas House 510 y Limbo Tree Platform, coincidieron con los resul-
tados obtenidos con respecto al periodo lag de la cepa Ernestina,
si bien se observaron diferencias en los tiempos de duplicacidn
de las cepas (67). En cambio, el andlisis del periodo lag de 1los
clones de T. cruzi permitid establecer que el periodo lag no es
una propiedad constante del ciclo intracelular de T. cruzi, sino
que es caracteristico de la subpoblacién considerada, evidencidn-
dose una correlacidn directa entre el periodo lag y el tiempo de
duplicacidén de los amastigotes intracelulares. La extrapolacidn
de valores fuera del rango egtablecido experimentalmente de esta

relacidn no pierde a priori significado bioldgico. Por ejemplo,
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el periodo lag presentaria una duracidn de 12 horas para un
tiempo de duplicacidn de los amastigotes de 5 horas, mientras
que para tiempos de duplicacidn de amastigotes de 200 horas,
corresponderia un periodo lag de 72 horas. Esta correlacidn
indicaria que el periodo lag, lapso durante el cual se pro-
duce el pasaje de una célula arrestada en G1 o Go a una cé-
lula multiplicativa (97, 98), depende al menos en parte de

la duracidn del ciclo celular. La discordancia entre las cons-
tancia del periodo lag comunicada para cepas y las diferencias
encontradas para clones de T. cruzi podria atribuirse a la me-
nor dispersidén de los datos experimentales obtenidos del ana-
lisis de poblaciones gené&ticamente homogéneas.

La utilizacidn de clones de T. cruzi ha permitido estable-
cer la existencia de diferencias en los tiempos de duplicacidn
del estadio multiplicativo del pardsito en el huésped mamifero,
que a su vez se reflejan en la duracibn del ciclo de vida intra-
celular, debido a la relacidén hallada entre la tasa de crecimien
to y el ciclo intracelular. La diferencia de un duplo observada
entre las duraciones de los ciclos intracelulares de los clones
CA-I1/72 y Miranda/80 se debe principalmente a la diferencia en
los tiempos de duplicacidn. La infeccidn de las células de mami-
fero por T. cruzi estd modulada tanto por el pardsito como por la
célula huésped (95, 97). La aparente falta de modulacidén del ci-
clo de vida intracelular del pardsito por parte de la célula hués-

ped (42, 98) sugicre que el ciclo intracelular estaria bajo estric-
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to control genético del pardsito. Se ha demostrado también
que el nimero de generaciones es caracteristico de las sub-
poblaciones de T. cruzi. El rango del nGmero de generacio-
nes para los clones estudiados fue de 6-9, lo que implica

la liberacién de 64-516 tripomastigotes al finalizar los ci-
clos intracelulares respectivos.

Es de destacar que el Gnico parametro con respecto al
cual no se han observado diferencias interclonales en el ci-
clo intracelular, es el periodo de diferenciacidn de amasti-
goté a tripomastigote, el cual presentd una duracidn constan-
te de aproximadamente 24 horas en la totalidad de los clones
de T. cruzi estudiados.

La correlacidn directa existente entre las tasas de cre-
cimiento de los estadios epimastigotes y amastigotes de T.
cruzi, confirma que los tiempos de duplicacidn son parametros
intrinsecos y caracteristicos de las poblaciones de T. cruzi,
siendo la cinética de crecimiento una propiedad que permite
definir y caracterizar clones de T. cruzi. Consecuentemente,
el conocimiento de uno de los pardmetros anteriormente mencio-
nados permite la estimacidn del otro; dado el tiempo de dupli-
cacidn en LIT se pueden calcular los pardmetros que definen
el ciclo intracelular, siendo el coeficiente de correlacidn
de 0,988, para el rango de tiempos de duplicacidn de epimati-
gotes de 20-60 horas. Fuera de este rango, la correlacidn es-

tablecida pierde significado bioldgico y se deberédn establecer
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nuevas correlaciones, especialmente para tiempos de duplicacidn
de epimastigotes superiores a las 60 horas, debido a la existen-
cia de clones de T. cruzi con tiempos de duplicacidn cercanos a
las 220 horas (90). Los limites inferiores dados por la presen-
te correlacidn se encuentran mejor definidos y concuerdan con
las tasas mas altas de crecimiento de epimastigotes de cultivo
de cepas de T. cruzi comunicadas hasta el presente, que oscilan
en las 20 horas. A pesar de las limitaciones de la presente co-
rrelacidn es la primera vez, a mi conocimiento, que se estable-
ce una correlacidn entre las tasas de crecimiento de los dos es-
tadios multiplicativos de T. cruzi.

Un factor relevante que corrobora la heterogenicidad exis-

tente en cepas de Trypanosoma cruzi se evidencid como resultado

del andlisis del contenido total de DNA por pardsito de los dis-
tintos clones. El desarrollo de la Técnica de Citometria por
Flujo Laminar ha permitido la rdpida cuantificacidn de numero-
sos parémetros fisico-quimicos de células eucaribticas, con un
alto nivel de precisidén. Esta técnica ha sido utilizada para
cuantificar diferencias intra especificas en el contenido de DNA
por organismo de Acanthoameba spp (99). Los datos presentadoé
del andlisis de DNA total por organismo de clones de T. cruzi,
constituyen el primer estudio de un protozoo parédsito realizado
con esta tecnologila. Se encontraron sorprendentes diferencias en
el contenido de DNA total/pardsito entre los clones Miranda y

CA-I. Considerando la totalidad de los dos grupos de clones la



diferencia en el contenido de DNA/pardsito entre clones es su-
perior al 20%. En contraste, las diferencias en el DNA total
entre fibroblastos humanos que presentan genotipos 45, X0 y
49, XXXXY son de sdlo un 9,5%. E1l estudio de un mayor nimero
de clones de T. cruzi, con respecto al contenido total de DNA/
parasito, reveld diferencias superiores al 40% (79). La magni-
tud de las diferencias intraespecificas en contenido total de
DNA-pardsito encontradas en subpoblaciones de T. cruzi es del
mismo orden que la de diferencias interespecificas encontradas
en Acanthoameba spp. La presencia del clon Miranda/78 con un
contenido total de DNA/organismo significativamente menor que
la media del grupo Miranda permite inferir la coexistencia de
subpoblaciones en poblaciones de T. cruzi, utilizando el con-
tenido total de DNA/organismo como pardmetro de caracteriza-
cidén. E1 andlisis por microespectrofluorometria de cuatro de
los clones estudiados permitid confirmar las diferencias en-
contradas en el contenido total de DNA-parédsito mediante la
utilizacidén de la Técnica de Citometria por Flujo Laminar. La
utilizacidén de microespectrofluorometria permitid establecer
que las diferencias interclonales de DNA total se deben a di-
ferencias en contenido de DNA tanto del nicleo como del kine-
toplasto. Estas diferencias en el contenido de DNA, tanto mi-
tocondrial como nuclear, implican que el contenido de DNA en

ambas estructuras es variable en Trypanosoma cruzi. Sin embar-

go, la mayor contribucidn a estas diferencias en DNA total/
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pardsito se deberia al DNA nuclear que comprende aproximada-
mente el 70 a 80% decl DNA total del organismo, por lo cual
potencialmente la diversidad genética en T. cruzi puede ser
muy grande. Las diferencias interclonales de T. cruzi con
respecto al contenido de DNA total-organismo son estables e
independientes del estadio evolutivo de los parésitos y de

la posicidn de los mismos en la fase de crecimiento del ci-
clo celular. La existencia de diferencias cuantitativas en

el contenide de DNA/organismo en la especie T. cruzi parece
deberse a variaciones discretas, indicando que no serian de-
bidas a poliploidia. El andlisis de DNA total/organismo uti-
lizando Citometria por Flujo Laminar'no permite discriminar
entre distintos tipos de DNA. Sin embargo, ind2pendientemen-
te del hecho de que las diferencias en el contenido de DNA
total se deban a DNA funcional o estructural, estas diferen-
cias pueden ser usadas para identificar poblaciones de T.
cruzi. Desconocemos totalmente el origen de estas diferencias
en el contenido de DNA total en subpcblaciones de T. cruzi,
asi como su significado bioldgico. Hasta el presente, la au-
sencia de correlacibén entre el contenido total de DNA/ orga-
nismo y otros parémetros estudiados no han permitido diluci-
dar el significado bioldgico de estas diferencias. Sin embar-
go, el hallazgo de diferencias de esta magnitud en contenido
de DNA total en este protozoo, en el cual no se conoce in-

tercambio genético es indicativo de la heterogenicidad exis-
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tente en T. cruzi y plantea la posibilidad de la existencia de
divergencia evolutiva entre sus poblaciones.

Es un hecho conocido que los tripomastigotes transferidos
a medios de cultivo a 26-28°C o los naturalmente ingeridos por
un vector, sufren una transformacidén a amastigotes, los cuales
después de multiplicarse durante un cierto periodo de tiempo
se transforman a su vez en epimastigotes, siendo esta Gltima
forma la que eventualmente predomina. Este fendmeno ha sido ob-
servado tanto con tripomastigotes sanguineos y metaciclicos
(49,50) como por tripomastigotes obtenidos a partir de cultivo
de tejidos. El lapso transcurrido hasta la transformacidn en
epimastigotes de las formas amastigotes de cultivo c¢s diferen-
te para distintas cepas de T. cruzi (49). La literatura publi-
cada con respecto a este fendmeno se limita a la observacidn
morfoldgica del mismo. La utilizacidn de poblaciones homogé-
neas de pardsitos ha permitido desarrollar un protocolo expe-
rimental que posibilita el mantenimiento de la forma intrace-
lular del parésito en medio axénico durante tiempo indefinido.
La caracterizacidén de los amastigotes de cultivo permitid com-
prender su cinética de crecimiento, claramente distinta de 1la
de epimastigotes bajo las mismas condiciones de cultivo. La
fase de crecimiento exponencial de un cultivo de epimastigotes

estd condicionada por la deplecidn de nutrientes y la acumula-
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cién de catabolitos producidos por los organismos. Por lo tan-
to, el nimero de generaciones en la fase exponencial de un cul-
tivo estltico de epimastigotes estd influenciado por la concen-
tracidén inicial de organismos. Por el contrario, los amastigotes
presentan una fase exponencial durante la cual el nimero de pa-
rasitos se cuadruplica, lo que representa aproximadamente 2 ge-
neraciones. Este fendmeno fue independiente de las concentracio-
nes iniciales de parasitos estudiadas. En consecuencia, la con-
centracidn maxima final resultante del desarrollo exponencial es
directamente proporcional al indculo inicial. Esta cinética de
crecimiento indica que el desarrollo de los amastigotes no esta-
ria condicionado por el medio de cultivo, sino regulado por ca-
racteristicas intrinsecas de los amastigotes. Una vez finaliza-
da la etapa de crecimiento de los amastigotes se produce la
transformacidén de este estadio evolutivo en epimastigote. Este
fendmeno se desencadena aparentemente en ausencia de un estimu-
lo externo; en cambio, la reiniciacidn de la fase de crecimien-
to de los amastigotes seria la respuesta a un estimulo externo,
en este caso el cambio de medio de cultivo. La transformacidn
de los amastigotes intracelulares a tripomastigotes y la trans-
formacién de los amastigotes extracelulares a epimastigotes in-
dicarian la pluripotencialidad de este estadio de T. c¢cruzi. Una
vez producida la transformacidn de los amastigotes en epimasti-
gotes, la fase multiplicativa subsecuente de estos Gltimos fue

variable en cuanto al tiempo de duplicacidn de los parésitos y
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a su duracibén total. Sin embargo, estos epimastigotes transfe-
ridos a un medio de cultivo fresco no mostraron diferencias de
crecimiento con respecto a epimastigotes en crecimiento exponen-
cial, lo que sugiere que la variabilidad observada podria deber-
se a cambios producidos en las condiciones del cultivo.

El andlisis de los perfiles de DNA total/organismo de la po-
blacidén durante la evolucidn de cultivos de amastigotes, reveld
una variagién continua de la proporcidén de organismos en G1, S
y G2. El1 pasaje de una parte de las células originalmente en Gl
a la fase S, durante las primeras horas de evolucidn del culti-
vo, indicaria la ausencia de un periodo lag, a diferencia de lo
que ocurre en el ciclo intracelular de T. cruzi. En este Gltimo
caso, el periodo lag se debe por lo menos en parte a la trans-
formacidn del tripomastigote en amastigote (100). La variacidn
secuencial de las proporciones de la poblacidn en las distintas
fases G1, S y G2 del ciclo celular demuestra la existencia de
una sincronia parcial durante el primer ciclo celular (101). Es-
ta sincronia es menos evidente durante el segundo ciclo celular.
Una vez completado el mismo, 1los organismos permanecen arresta-
dos en G1, produciéndose la transformacidn en epimastigotes. Se
desconocen las razones que inducen a los amastigotes arrestados
en G1 a continuar el ciclo como consecuencia del cambio de medio
de cultivo. A priori, esta estimulacidn presenta similitudes con
métodos utilizados para sinc;onizar cultivos de bacterias y leva-

duras mediante la inanicidn de los mismos y el posterior agregado
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de medio nutritivo (91). Este método también se utiliza para
sincronizar cultivos dé células de mamiferos con buenos resul-
tados cuando se deplecionan del medio algunos componentes cla-
ves, como por ejemplo, isoleucina y glutamina (81). Generalmen-
te, el primer ciclo celular postefior a la adicidn de nutrien-
tes especificos es mads prolongado que el ciclo normal debido a
un aumento de la duracidn del periodo G1 & a la existencia de
un periodo lag, hecho que no pudo ser demostrado para los amas-
tigotes de cultivo. Si alguno de los metabolitos del medio de
cultivo utilizado fuese limitante para el desarrollo de los
amastigotes, seria factible observar variaciones del nGmero de
generaciones segin el indculo inicial de pardsitos. Este fend-
meno parece en cambio sugerir que ¢l arresto de los amastigotes
en la fase G1 del ciclo replicativo, después de transcurridas
dos generaciones, se puede deber a la ausencia de una "protei-
na iniciadora" de la sintesis de DNA, o sea a un mecanismo de
regulacidén interna (102). Por lo tanto, el gambio de medio de
cultivo estimularia la sintesis de esta "protelna iniciadora".
Aunque los amastigotes de cultivo y los amastigotes intracelu-
lares difieren con respecto al nimero de generaciones, es posi-
ble que el mecanismo que regula los ciclos celulares y la pos-
terior diferenciacidn sean similares. Por lo tanto, los amasti-
gotes de cultivo podrian ser utilizados como modelo, no sdlo
para el conocimiento de mecanismos basicos en Biologia Celular,

sino también para el estudio de drogas tripanomicidas que alte-
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ren o bloqueen el ciclo celular o la transformacidn de T. cruzi,
interrumpiendo de esta manera el ciclo de vida del parasito en
el huésped mamifero. A pesar de que se requiere una mayor carac-
terizacidn y comparacidn de los amastigotes intracelulares y ex-
tracelulares, el hecho de que ambos sean resistentes a la accidn
litica por activacidén del complemento por via indirecta, sumado a
la demostracidn de que ambos tipos de amastigofes no presentan
afinidad por un anticuerpo monoclonal (102) que se une a epimas-
tigotes del clon Miranda/80, constituyen pruebas indirectas de
la existencia de homologias entre ambos lipos de amastigotes.
Por lo tanto, se podria disponer de una fuente de alta produc-
cién de amastigotes "in vitro" en un sistema libre de contami-
nacidén por células o restos celulares del huésoped mamifero.

La demostracidn de la heterogenicidad existente en pobla-
ciones de T. cruzi, mediante la caracterizacidn de 19 clones,
tiene aplicacidn directa en los estudios basicos y aplicados de
la enfermedad de Chagas. Es evidente que en toda enfermedad pa-
rasitaria la relacidén huésped-pardsito va a estar definida por
las caracteristicas genéticas tanto del huésped como del parasi-
to. Histdricamente, se han utilizado cepas de T. cruzi para es-
tudiar los mecanismos involucrados en la infeccidn por este tri-
panosoma. Hoy sabemos que las cepas de T. cruzi pueden ser pobla-
ciones heterogéneas y los resultados observados ser posiblemente
el producto de la integracidn de las respuestas resultantes de

la relacidn establecida entre el huésped y cada una de las sub-



84

poblaciones de pardsitos con las cuales estid infectado. El solo
hecho de la existencia de subpoblaciones de parasitos con ciclos
intracelulares de distinta duracidn permite presumir esta hipdte-
sis. No es dificil suponer que parasitos con una alta tasa de re-
produccidn en el huésped vertebrado puedan inducir una respuesta
distinta que pardsitos con una baja tasa de reproduccidn en el

huésped. Si concomitantemente consideramos otros parametros en

los cuales se han demostrado diferencias entre clones de T. cru-
zi, como ser: la habilidad de infectar células de mamiferos (85),
que podria indicar diferencias en los receptores presentes en el
pardsito responsables del reconocimiento y penetracidn de la cé-
lula huésped, o bien diferencias antigénicas K demostradas tanto
por técnicas inmunoelectroforéticas (104) como mediante la utili-
zacidén de anticuerpos monoclonales (102), que tienen implicancias
directas con respecto a la respuesta inmunoldgica del huésped (105),
se concluye que el nivel de compleﬂidad existente en una cepa im-
pide analizar las causas de la diversidad de manifestaciones que
caracterizan a la enfermedad de Chagas. Los clones de T. cruzi,
al presentar un fondo genético homogéneo, constituyen un modelo
ideal para el anflisis de la relacidn huésped-parédsito. En parte,
esta aseveracidn ha sido demostrada por estudios realizados "in
vivo" con dos clones de T. cruzi provenientes del mismo origen
inoculados en ratones endocriados, uno de los cuales produce una
infeccidén aguda fatal mientras que el otro produce una infeccidn

no letal(106). Extrapolando estos datos experimentales se podria
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asumir que existen en el hombre subpoblaciones de T. cruzi res-
ponsables de la infeccidn aguda y otras de la infeccién crdnica
sin fase de infeccidn aguda prepatente, dependiendo de las ca-
racteristicas genéticas de la poblacidn presente en el pacien-
te. Un razonamiento similar podria utilizarse para justificar
la existencia de individuos asintomdticos y sintomidticos infec-
tados por T. cruzi. Légicamente, seria un razonamiento simplis-
ta atribuir la diversidad de manifestaciones de la enfermedad
de Chagas exclusivamente a caracteristicas genéticas del para-
sito, pero indudablemente un mayor conocimicento del rol que cum-
ple la heterogenicidad inter e intra-poblacional de T. cruzi es
fundamental para dev:lar la relacidén huésped-parisito en la en-
fermedad de Chagas.

Los datos expuestos en este Trabajo de Tesis tienen, ade-
mas, un valor practico en el estudio de drogas tripanomicidas.
Por ejemplo, de drogas cuya accidn sea especifica en algin pun-
to del ciclo celular. En una poblacidn en crecimiento asincrd-
nico, la droga serd efectiva cuando todos los individuos de esa
poblacidn hallan alcanzado la zona del ciclo celular en que la
droga actia. Esto implica que los niveles de droga deben ser
mantenidos durante lapsos suficientes como para permitir a la
totalidad de los parisitos recorrer el ciclo celular y alcanzar
el sitio de accidn de 1la dfoga. Por lo tanto, la duracidn del
tratamiento estard en relacidn directa con la duracidn del ci-

clo celular. Las diferencias observadas_en las tasas de desarro-
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1llo de clones de T. cruzi permifen inferir que las poblaciones
con ciclos celulares cortos seran rapidamente afectadas por la
droga, en cambio es posible que los niveles suministrados y la
duracién del tratamiento sean insuficientes para eliminar sub-
poblaciones de T. cruzi con bajas tasas de desarrollo. La corre-
lacibén hallada entre los tiempos de duplicacidn de epimastigotes
y de amastigotes intracelulares permiten realizar cevaluaciones
de drogas utilizando epimastigotes de cultivo y extrapolar 1los
datos para las formas intracelulares del parésito. La evaluacidn
final de una droga tripanomicida debe realizarse teniendo también
en cuenta la posibilidad de la existencia de diferencias en la
susceptibilidad de distintas subpoblaciones de T. cruzi. Una evi-
dencia de esta presuncidn se puede inferir de ia obtencidn expe-
rimental de una cepa de T. cruzi resistente al Lampit (107).

Las evidencias que avalan la meta propuesta en este Trabajo
de Tesis de verificar la hipbtesis de la existencia de poblacio-
nes heterogéneas de T. cruzi en pacientes naturalmente infectados
son, a nuestro parecer, concluyentes. Asimismo, fue posible demos-
trar que cepas de T. cpuzi mantenidas bajo condiciones de labora-
torio pueden conservar un determinado grado de heterogenicidad.

La utilizacidon de clones de T. cruzi abre la posibilidad de
comprender la magnitud y complejidad de la heterogenicidad presen-
te en esta especie y su significado e importancia en la enfermedad

de Chagas. N
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Figura 1.2. C4lculo del porcentaje de organismos en

Gl, S y G2 de una poblacién de T. cruzi
en medio de cultivo LIT a 26°C .

A- B= % Gl= Y

B-» C= X

C-» D= ) G2= Z

Y+X+Z= I
2Y= G1
27Z= G2

M-(Gl1+G2)= S



FIG. 1.2 CALCULO DE GI, S Y G2 DE
EPIMASTIGOTES DE T. CRUZI EN FASE
EXPONENCIAL DE DESARROLLO
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Figura 2.01. Representacidn- grafica del desarrollo de cultivos
de epimastigotes de T. cruzi correspondientes a
la cepa Tulahuen, generada a partir de los datos
experimentales detalladcs en la Tabla 2.01 A.

Tabla 2.01 A. Se detalla el incremento de la concentracidn de
epimastigotes/ml desde el dia 0 hasta alcanzarse
la fase estacionaria de crecimiento para la cepa
Tulahuen. Los pardsitos se cultivaron en medio
LIT a 26°C.
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TABLA 2 .0B1A CEPA TULAHUEN
TIEMPO (DIASO EPIMASTIGOTES/ML.

%) 981600
1 2014700
4263080
21072800

419530080

N o AN
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Figura 2.02.

Tabla 2.02 A.

Representacidn gréfica de la tasa de crecimiento
de la cepa Tulahuen en fase de crecimiento expo-
nencial, determinada a partir de la curva 2.01.

Se determind el tiempo de duplicacidn (T.D.) y el

coeficiente de correlacidn de la curva (r).

Variacidén temporal del nimero de epimastigotes/ml
durante la fase de crecimiento exponencial de la
cepa Tulahuen, determinada a partir de los datos
expuestos precedentemente (Tabla 2.01 A).
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TABLA 2 .02A CEPA TULAHUEN
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML .

%] 981600
1 2814700
2 4263000
4 21072800
S 41953000
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Figura 2.03. Representacidn grafica del desarrollo de culti-
vos de epimastigotes de T. cruzi correspondien-
tes al clon CA-I/69 de T. cruzi, generada a par-
tir de los datos experimentales detallados en la
Tabla 2.03 A.

Tabla 2.03 A. Se detalla el incremento de la concentracidn de
epimastigotes/ml desde el dia 0 hasta alcanzarse
la fase estacionaria de crecimiento para el clon
CA-I/69. Los pardsitos se cultivaron en medio LIT
a 26°cC.
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TABLA 2.03A CLON CA-I/69
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML .

1019400
3492500
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584240800

O N N O
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Figura 2.04. Representacidn grifica de la tasa de creci-
miento del clon CA-I/69 en fase de crecimien-
to exponencial, determinada a partir de la
curva 2.03. Se determind el tiempo de duplica-
cién (T.D.) y el coeficiente de correlacidn de

la curva (r).

Tabla 2.04 A. Variacidn temporal del nimero de epimastigotes/
ml durante la fase de crecimiento exponencial
del clon CA-I/69, determinada a partir de los
datos expuestos precedentemente (Tabla 2.03 A).



EPIMASTIGOTES/ML .

1 85.5

FIG.

2.04 CLON CA-1/68

14

T

I L

TIEMPO (DIASO



TABLA 2.04A CLON CA-I/69
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .
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Figura 2.05. Representacién'gréfica del desarrollo de culti-
vos de epimastigotes de T. cruzi correspondien-
tes al clon Miranda/84, generada a partir de
los datos experimentales detallados en la Tabla
2.05 A.

Tabla 2.05 A. Se detalla el incremento de la concentracidn de
epimastigotes/ml desde el dia 0 hasta alcanzarse
la fase estacionaria de crecimiento para el clon
Miranda/84. Los parédsitos se cultivaron en medio
LIT a 26°C.
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TABLA 2.05A CLON MIRANDA/84
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

958600
1642520
3234900
6542800

o N H»~ NN O
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Figura 2.06.

Tabla 2.06 A.

Representacidn grafica de la tasa de crecimiento
del clon Miranda/84 en fase de crecimiento expo-
nencial, determinada a partir de la curva 2.05.

Se determind el tiempo de duplicacidn (T.D.) y el

coeficiente de correlacidn de la curva (r).

Variacidn temporal del nimero de epimastigotes/ml
durante la fase de crecimiento exponencial del
clon Miranda/84 (ver Tabla 2.05 A).
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TABLA 2 .06A CLON MIRANDA/84
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML.

958600
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Figuras 2.1-2.19.

Tablas 2.1 A-2.19A.

Tablas 2.0 B-2.19 B.

Representacidn grafica de las tasas de creci-

miento exponencial de epimastigotes de 19 clo-
nes de T. cruzi. Se indican el tiempo de dupli-
cacidén (en horas), y el coeficiente de correla-
cidn (r) de la curva tedrica con respecto a los

valores experimentales.

Representacidn de la variacidn temporal de la
concentracidn de epimastigotes/ml durante la
fase de crecimiento exponencial de 19 clones de

T. cruzi “en medio. LIT a 26°C.

Expresan los tiempos de duplicacidn (en horas)
obtenidos del andlisis individual de las curvas
de crecimiento de 19 clones y de la cepa “'ula-
huen de T. cruzi, en medio LIT a 26°C, asi como
los tiempos de duplicacidn medios y los respec-

tivos errores standard.



TABLA 2.9B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DE LA CEPA TULAHUEN

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

25.9
27
26. 1
25.8
23
23.3

ODUThrhWN —

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

25.2 HORAS
©.667
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TABLA 2. 1A CLON CA-I/58
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

985920
2630600
5321700

1 30838600

o O A N O

33508200



TABLA 2.1B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/S9

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

41 .
44
56 .
47.
59 .
37.
36.

~NOOTDAWN —
© OO o0

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

45 .14 HORAS
36.9
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TABLA 2.2A CLON CA-I/64
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

%] 1835840
2 3380760
4 6614800
6 23820400
8 57788000



TABLA 2.2B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-/64

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

30.
28.
30.
30.
33.
33.

OUThHh WN —
DWHhWN —

30.88 HORAS
0.848

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD
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FIG. 2.3 CLON CA-I/65
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TABLA 2.3A CLON CA-I/65
TIEMPO (DIAS>D EPIMASTIGOTES/ML .

1068360
3715240
11352800
261010080
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53826000



TABLA 2.3B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/65

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

32.4
29.6
30.9
31.89
31

32.7

OUTRWN —

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

31 .08 HORAS
©.447



EPIMASTIGOTES/ML.

FIG. 2.4 CLON CA-1I/67

T.D. = 31.3 HORAS
— r = 0.995 —

{ 58 T R T R TR R
% 2 4 6 8

TIEMPO (DIASD



TABLA 2. 4A CLON CA-I/67
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML.

%] 1030360
2 3508880
4 11529200
6 29667400
8 61426000



TABLA 2.4B RESUMEN DE LOS DATOSEXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/67

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

31.3
38.5
30

28 .8
29.5

UhwWN —

30.082 HORAS
Q.426

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

35
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TABLA 2.5A CLON CA-1I/69
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML .

@ 1119440
2 3523860
4 11587000
6 26113600
8 556760800



TABLA 2.5B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/689

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

28.
29.
31.
31.
32.
32.

ONKrWN —
O U1 O W U

T.0. MEDIA
ERROR ESTANDARD

31 .15 HORAS
Q.69
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TABLA 2 .6A CLON CA-I/70
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

0 854640
2 1644720
4 3718400
6 8692200
8 1 7293200



TABLA 2.6B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/70

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

42 .1
42.5
42 .2
42
42
42 .1

OUThWN —

42 .15 HORAS
0.076

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD
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TABLA 2.7A CLON CA-I/71
TIEMPO (DIAS)S EPIMASTIGOTES/ML .

%] 967840
2 3567000
4 11098600
6 29721200
8 66236000



TABLA 2.7B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/71

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

27 .
27 .
28.
28.
29.
28.

ONhL,wWN —
NN OO WO —-

28 .28 HORAS
0.324

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD
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TABLA 2.8A CLON CA-I/72
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML .

%) 1170040
2 3662800
4 7373600
6 20310400
8 51238000



a7

TABLA 2.8B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/72

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

29.4
31.6
30.8
31.5
35.8

abhwn —

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

31.82 HORAS
1.870



EPIMASTIGOTES/ML .
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TABLA 2 .GCA CLON CA-I/73
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML .

974800
2858560
7981400

18748000

0o O H» N O

37882000



TABLA 2.9B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/73

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

38.7
38.9
34

33.6

HOWN —

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

36.55 HORAS
1.588

50
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TABLA 2.10A CLON MIRANDA/75
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

1112000
2028160
3826600
78848080

o o H» N O

18507800

11 31111000



TABLA 2.10B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/75

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

48 .7
48 .2
62.9
54.2
48.8

U WN —

52.96 HORAS
2.670

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD
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TABLA 2. 11A CLON MIRANDA/76
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML .

%) 812400
2 2222640
4 3882800
6 70700800
8 12137800
10 20448000



TABLA 2.11B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/76

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

S0.
49 .
S0.
S54.
43 .
45 .

ONhLwWN —
OO NI

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

49.15 HORAS
1.654
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TABLA 2.12A CLON MIRANDA/77
TIEMPO (DIASO EPTIMASTIGOTES/ML .

1153400
2173320
4532600

8851100

o O A N O

189922600

i1 28476000



TABLA 2.12B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/77

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

54.
49 .
61.
61.
S51.
S5.

O wWN —
ooOONO O

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

S5.78 HORAS
2.040
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TABLA 2.13A CLON MIRANDA/7/8
TIEMPO (DIASS EPIMASTIGOTES/ML.

Q 820520
2 2630880
4 5098100
7 13140200
S 28624000



TABLA 2.13B RESMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/78

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

43.
43
S54.
S2.
43.
42

OuUThhwWN —
- d—=J©

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

46 .58 HORAS
2.180
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TABLA 2.14A CLON MIRANDA/8©
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML.

%) 960840
2 1512200
4 3450100
7 8107300
9 15559800

i 27079600



TABLA 2.14B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/8Q

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

62 .1
61.2
54.9
54.8
62

55.2

U WN —

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

58.38 HORAS
1.527



EPIMASTIGOTES/ML .

1 87.5

FIG. 2.15 CLON MIRANDA/8]

I | I | | | | I 1 | I

T.D. = 66.9 HORAS
| r = 0.998 a
S N ET T RO BT
e 2 4 6 8 18 12

TIEMPO (DIAS)D



TABLA 2.15A CLON MIRANDA/81
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

%) 975600
2 1514080
4 2883000
7 5333600
9 8932708080

11 14078200



TABLA 2.15B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/81

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

45.9
66.8
64 .1
55.2
55.5

gabhwn —

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

57.52 HORAS
3.713
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TABLA 2. 16A CLON MIRANDA/83
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

%] 920560
2 2866120
3 5148500
4 7624600
) 12629200
7 24267400
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TABLA 2.16B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/83

TIEMPOS DE DUPLICACION
CELULA No. HORAS

37.
36.
30.
31

38.
30.
29.
35.
29.
28.

COOONOUITAWN —
AWUTOOOONUITON

—

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

32.83 HORAS
1.209
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TABLA 2.17A CLON MIRANDA/84
TIEMPO (DIASO EPIMASTIGOTES/ML .

%) 958600
2 1642520
4 32343800
7 6542800
9 11833200

i1 19165600
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TABLA 2.17B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/84

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

48 .8
55.7
61
60.5
53
48 .2

OUNhWN —

S54.70 HORAS
2.178

T.D. MEDIA
ERRCR ESTANDARD
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TABLA 2. 18A CLON MIRANDA/88
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML .

%) 1026200
2 1728800
4 3740000
6 7124900
S 15483600

1 21253800



TABLA 2.18B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/88

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

50.6
48 .6
66

65 . 1
58.2
58.3

OUThWN —

S7.80 HORAS
2.929

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD
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TABLA 2.18A CLON MIRANDA/S1
TIEMPO (DIASD EPIMASTIGOTES/ML.

%) 983440
1 1325120
2434880
7846100

1 4260400

® o0 O Ww

27332600
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TABLA 2.19B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTC DEL CLON MIRANDA/Sf

TIEMPOS DE DUPLICACION
EXPERIMENTO No. HORAS

50.
50.
49 .
50.
47 .
48 .

DU WN —
—OOO0ONd—

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

49 .38 HORAS
B.535
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Figura 2.20.Representacidn grafica de las tasas de creci-
miento de tres poblaciones de epimastigotes
de T. cruzi en fase de crecimiento exponencial
en medio LIT a 26°C. Leyenda: %= tasa de creci-
miento medio de la cepa Tulahuen (25 *+ 0,7 hs);
0= tasa de crecimiento medio para los clones
CA-I (34,1 + 1,9 hs.);.> = tasa de crecimiento
medio para los clones Miranda (51,6 + 2,4 hs.).

Figura 2.21.Representacidn grafica de los tiempos de dupli-
cacidén (en horas) obtenidos de las tasas de cre-
cimiento en medio LIT a 26°C de la cepa Tulahuen
y 19 clones de T. cruzi. Leyendas: Tz Tulahuen;
(59-73)= grupo de clones CA-I; (75-91) = grupo
de clones Miranda. Las barras cuadriculadas re-
presentan los clones con tiempos'de duplicacidn
significativamente diferentes con respecto al
tiempo de duplicacidn medio de sus respectivos

grupos.
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FIG. 2.21 DIFERENCIAS EN LOS TIEMPOS
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Tablas 3.0 A- 3.19 A. Exponen los valores de los volimenes modales
en micrones cibicos, el valor medio y el error
estandard correspondientes, de la cepa Tulahuen
y 19 clones de T. cruzi. Dichos datos fueron ob-
tenidos durante el pico de crecimiento exponen-
cial de epimastigotes cultivados en medio LIT
a 26°cC.



TABLA 3.8A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DE LA CEPA TULAHUEN

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~3

30.
35.
25.
26.
25.
26.
25.
25.
25.
28.
28.
25.

N—-CQOOJOUTHhWN —
NNDNOOONONDAdN

— — —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

27.49 UM™3
©0.854



TABLA 3.1A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/S9

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

30.2
32.2
24

25.9
25.9

AbhwWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

27 .65 UM™3
1.528
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TABLA 3.2A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/64

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~3

30.8
28.8
27 .4
27 .4

HAWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

28.6 UM™3
©.810



TABLA 3.3A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/65

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~3

26.7
26 . 1
24.7
23.3

HOWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

25.21 UM™3
0.761

883
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TABLA 3.4A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/67

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

26.7
26 .1
23.3
23.3

HOWON —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

24 .86 UM™3
©0.903
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TABLA 3.5A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/69

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

22.6
20.6
23.3
21.3
22 .1
21.3

O WN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

21.8 UM™3
0.410



TABLA 3.6A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/70

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

191
19

16.
14.
19.
19.
17.
18.

ONOUNDAWN —
w U1 — 0 U1 ™

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

18.01 UM™3
©.610



TABLA 3.7A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/71

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

24 .
25.
29.
27.
27 .
21 .

AU WN —
Whhwh

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

25.93 UM™3
I 182
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TABLA 3.8A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/72

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~™3

30.9
30.2
26 . 1
26 .1

HOWON —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

28.30 UM™3
1.294



TABLA 3.8A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/73

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

28.8
28.8
24.6
23.3

HAOWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

26.39 UM™3
1.420



TABLA 3.10A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/7S

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UM~3
! 33.6

2 30.2

3 30.2

V.M. MEDIA 31.32 UM™3

ERROR ESTANDARD 1.143



TABLA 3.11A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/76

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

28.
32.
29.
32
38.
32
24 .
25 .

OO WN —
— N © ~N o0 N

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

30.38 UM™3
1.644



TABLA 3.12A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/77

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM™3

31.5
30.9
29.5
28.8

HOWON —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

30.18 UM™3
Q.625



TABLA 3.13A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/78

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~3

32
32.
42 .
40 .
29
29.
26.
25.

ONOUTDAWN —
OId A 00 OO

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

32.4 UM™3
2.170



TABLA 3.14A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/8Q

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UM™3
1 30.2

2 31.5

3 28.5

4 30.2

V.M. MEDIA 30.35 UM™3

ERROR ESTANDARD ©.430



TABLA 3.15A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/8I

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No.

HOWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

UM™3

31.5
31.5
28.8
28.8

30.18 UM™3

0.791

100
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TABLA 3.16A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/83

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~3

24.
22.
24 .
25.
23.
24 .

ONHWN —
HOIUTO 00 M

24 .2 UM™3
0.382

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD



TABLA 3.17A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/84

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No.

HOWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

306.87
0.483

UM™3

31.5
30.8
29.5
31.6

UM™3

102



TABLA 3.18A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/88

VOLUMEN MODAL
EXPERIMENTO No. UM~3

29.5
3.2
28.8
27 .4

HOWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

28.98 UM™3
0.585

103



TABLA 3.18A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE-
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN
MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/SH

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No.

ONOUNTAhWN —

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

27 .53
0.713

UM™3

31.
28.
25 .
28.
26.
26.
25.
25.

OONINOIN

UM™3

104



Figura 3.1,

Representacidn grafica del volumen modal en
um3 en el pico de crecimiento, de epimasti-
gotes de T. cruzi cultivados en medio LIT

a 26°C. Leyenda: T= cepa Tulahuen, (59-73)=
grupo de clones CA-I, (75-91)= grupo de clo-
nes Miranda. Los clones con un volumen modal
significativamente distinto de la media del
volumen modal del grupo respect®vo se encuen-

tran cuadriculados.
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Figura u4.1. Representacidn grafica de la evolucidn tem-
poral de una célula BESM infectada por un
tripomastigote del clon CA-I/72.

‘Tabla 4.1. Evolucidn temporal del nimero de amastigotes
durante el ciclo intracelular del clon CA-I/72

de T. cruzi.

Tabla 4.1 A. Detalle de la duracidon del periodo lag (en
horas) para cada célula infectada estudiada,
el periodo lag medio y el error estandard pa-
ra el clon CA-I/72.

Tabla 4.1 B. Resumen de los tiempos de duplicacidn (en ho-
ras) de la fase exponencial de crecimiento
para cada ciclo intracelular esfudiado, el
tiempo de duplicacidn medio y el error estan-
dard del clon CA-I/72.
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TABLA 4.1 CLON CA-I/72
TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

6 1

9 1
18 1
21 1
29 2
38 3
46 8
50 13
54 14
61 25
65 34
67 38
70 50
74 61
73 78
85 94

94 120



TABLA 4. 1A RESUMEN DE LGOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR C(P.LAG/CEL.> DEL CLON CA-I/72

PERIODO LAG
CELULA No. HORAS

24 .
24.
22.
21 .
22.
21 .
24.
21 .
23.
21.
20.
23.
22.
23.
20 .
24 .
20.
23.
19.
18.

—QOOJOUTAWN —

NN—=—000RAJTTWAORMNIOND™—NIMNOWODN

[\)—A—A—b—.—-—.—-—-
QOWAOJOUTHWN

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

22 .2 HORAS
0.414

nn



TABLA 4.1B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR (T.D./CEL.> DEL CLON CA-I/72

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS

O OO

- —= =N WO—-—0O00UIThOOOOOMNOO I

N
— Q00O OOOAINO —

© 00

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

10.01 HORAS
©0.230



Figura 4.2.

Tabla 4.2.

Representacidn grafica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon CA-I/72.
Mediante la regresidén de la curva se determi-
nd el periodo lag (en horas), el tiempo de du-
plicacidn de los amastigotes (en horas) y el

coeficiente de correlacidn (r).

Variacidén temporal (en horas) del nimero de
amastigotes en una célula BESM infectada por
un parasjto para el clon CA-I/72, durante su

fase de crecimiento exponencial.



NUMERO DE AMASTIGOTES

4.2 CLON CA-I/72

1@2 ] 1 1 ] 1 ] | ] |
i T
L *¥
; i
3
19' — ]
[ _
- * -
LAG = 20.3 HORAS
T.D. = 8.8 HORAS
B r = 0.995 .
Y VA R R I B
18 30 42 54 66 78

TIEMPO (HORAS>D



TABLA 4.2 CLON CA-I/72
TIEMPO (HORAS)> NUMERO DE AMASTIGOTES

21 1
29 2
38 3
46 8
50 13
54 14
61 25
65 34
67 38
70 S0

74 61



Figura 4.3

Tabla 4.3.

Tabla 4.3 A.

Tabla 4.3 B.
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Representacidn grafica de la evolucidn tempo-
ral de una célula BESM infectada por un tripo-
mastigote del clon CA-I/73.

Evolucidn temporal del niimero de amastigotes
durante el ciclo intracelular del clon CA-I/73

de T. cruzi.

Detalle de la duracidn del periodo lag (en ho-
ras) para cada célula infectada estudiada, el
periodo lag medio y el error estandard para el
clon CA-I/73.

Resumen de los tiempos de duplicacidn (en horas)
de la fase exponencial de crecimiento para cada
ciclo intracelular estudiado, el tiempo de dupli-
cacidén medio y el error estandard del clon CA-I/73.
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TABLA 4.3 CLON CA-I/73
TIEMPO (HORAS> NUMERGC DE AMASTIGOTES

8
14
19
23
27
35
37
41
44
46
52
58
65
71
76
84
88
91
95

101 126
198 160
112 165
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TABLA 4 .3A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR (P.LAG/CEL.> DEL CLON CA-I/73

PERIODO LAG
CELULA No. HORAS

21 .
18.
20.
20 .
23.
25 .
22.
21 .
24 .
22.
21

20.
19.
24 .
24 .
19.

DUTAWN—-CQOONOUTDMAWN —
NEOEQIUITIONOOBAWOO—-N—O©—W

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

21 .82 HORAS
B.505



TABLA 4.3B RESUMEN DE LGOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR (¢T.D./CEL.> DEL CLON CA-I/73

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS
1 11.0
2 11.6
3 10.7
4 12.1
S 12.8
6 12.5
7 11.7
8 1.6
S 12.9

10 12.4
I 12.6
12 12.2
13 11.2
14 11.4
[BS) 13.5
16 11.8
T.D. MEDIA 12.01 HORAS

ERROR ESTANDARD 0.100



Figura 4.4.

Tabla u4.4.

120

Repfesentacién grafica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon CA-I1/73.
Mediante la regresidn de la curva se determi-
né el periodo lag (en horas), el tiempo de du-
plicacidén de los amastigotes (en horas) y el
coeficiente de correlacidn (r).

Variacidén temporal (en horas) del. nimero de
amastigotes en una célula BESM infectada por
un pardsito para el clon CA-I/73, durante su

fase de grecimiento exponencial.
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TABLA 4.4 CLON CA-I/73
TIEMPO (HORAS) NUMEROC DE AMASTIGOTES

23
27
35
37
41
44
46
52
58
65
71
76
84
88 55
91 70
95 78

101 126
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Figura 4.5.

Tabla 4.5.

Tabla 4.5 A.

Tabla 4.5 Ba

Representacidn grafica de la evolucidn temporal
de una cé&lula BESM infectada por un tripomasti-
gote del clon Miranda/78.

Evolucidn temporal del nimero de amastigotes du-

rante el ciclo intracelular del clon Miranda/78.

Detalle de la duracidn del periodo lag (en horas)
para cada célula infectada estudiada, el periodo
lag medio y el error estandard para el clon Miran-
da/78.

Resumen de los tiempos de duplicacidn (en horas)
de la fase expoanencial de crecimiento para cada
ciclo intracelular estudiado, el tiempo de dupli-
cacidn medio y el error estandard del clon Miran-
da/78.
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TABLA 4.5
TIEMPO (HORAS>

18
22
27
37
40
46
68
81
89
110
117
126
135
143
152
159

125

CLON MIRANDA/78
NUMERO DE AMASTIGOTES



TABLA 4.5A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR (P.LAG/CEL.> DEL CLON MIRANDA/78

PERIODO LAG
CELULA No. HORAS

1 24.
2 24 .
3 26 .
4 25.
S 28.
6 26 .
7 27
8 25 .
S 29.
%) 27 .
1 27 .
2 28.
3 24 .
14 26.
15 24 .
16 25.
17 25.
18 26.
19 26.
20 24 .

ONWOOH -0 —W—MNWOUT—NHO NMOONOX

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

26.25 HORAS
B.315



TABLA 4.5B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR CT.D./CEL.> DEL CLON MIRANDA/78

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS
! 12.1
2 11.8
3 1.3
4 12.3
S 12.4
6 15.2
7 14.8
8 16.2
9 14.8

10 14.2
I 13.6
12 12.6
13 13.4
14 12.4
1S 13.8
16 12.9
17 14.3
18 12.2
19 13.8
20 12.3
21 13.0
T.D. MEDIA 13.3 HORAS

ERROR ESTANDARD 0.275
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Figura 4.6. Representacidn grifica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon Miranda/78.
Mediante la regresidn de la curva se determind
el periodo lag (en horas), el tiempo de duplica-
cién de los amastigotes (en horas) y el coeficien

te de correlacidén (r).

Tabla 4.6. Variacidn temporal (en horas) del nimero de amas-
tigotes en una célula BESM infectada por un para-
sito para el clon Miranda/78, durante su fase de

crecimiento exponencial.
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TABLA 4.6 CLON MIRANDA/78
TIEMPO (HORAS)S NUMERO DE AMASTIGOTES

27 1
46 2
68 S
81 10
89 24
110 49
117 68
126 96

135 134



Figura 4.7.

Tabla 4.7.

Tabla 4.7 A.

Tabla 4.7 B.
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Representacidn grafica de la evolucidn tempo-
ral de una célula infectada por un tripomasti-

gote del clon Miranda/80.

Evolucidén temporal del nimero de amastigotes
durante el ciclo intracelular del clon Miran-
da/80 de T. cruzi.

Detalle de la duracidon del periodo lag (en ho-
ras) para cada célula infectada, el periodo
lag medio y el error estandard para el clon
Miranda/8§0.

Resumen de los tiempos de duplicacidn (en horas)
de la fase exponencial de crecimiento para cada
ciclo intracelular estudiado, el tiempo de dupli-
cacidn medio y el error estandard del clon Miran-
da/80.
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TABLA 4.7 CLON MIRANDA/80
TIEMPO (HORAS> NUMEROC DE AMASTIGOTES

10 1
18 1
24 i
28 1
34 1
42 1
53 1
S8 2
65 3
72 3
78 3
88 S
Q1 6
183 9
108 13
118 18
126 21
133 32
137 43
149 60
156 90
174 153
185 191
188 270
208 312



TABLA 4.7A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR (P.LAG/CEL.> DEL CLON MIRANDA/80

PERIODO LAG
CELULA No. HORAS

1 38.
2 38.
3 35.
4 34 .
S 32.
6 31

7 32.
8 38.
S 30.
%] 32.
1 38.
2 38.
3 32.
4 29.
ES) 32.
16 35.
17 28.
18 33.
19 36.

NWOWRAOWOWNOON—-HNOOO®

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

34.15 HORAS
8.772



TABLA 4./B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI-
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA-
CELULAR CT.D./CEL.> DEL CLON MIRANDA/80

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS
! 20.5
2 19.7
3 21.0
4 23.4
S 20.6
6 21 .6
7/ 20 .1
8 21 .2
9 24 .8

10 24.5
I 23.0
12 19.0
13 19.6
14 19.7
S 21 .4
16 18.5
17 24 .7
18 23.2
19 21 .0
T.D. MEDIA 21 .45 HORAS

ERROR ESTANDARD Q.448
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Figura 4.8. Representacidn grifica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon Miranda/80.
Mediante la regresidn de la curva se determind
el periodo lag (en horas), el tiempo de duplica-
cién de los amastigotes (en horas) y el coeficien

te de correlacidn (r).

Tabla 4.8. Variacidn temporal (en horas) del nlimero de amas-
tigotes en una célula BESM infectada por un paréa-
sito del clon Miranda/80, durante su fase de cre-

cimiento "exponencial.
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TABLA 4.8 CLON MIRANDA/80
TIEMPO (HORAS> NUMERO DE AMASTIGOTES

36
S8
65
72
78
88
o1
103
109
118
126
133
137
148
156
174 153
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NUMERO DE AMASTIGOTES
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FIG. 4.8 CLON SILVIO-X108/5
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TABLA 4.9 CLON SILVIO-X18/5
TIEMPO C(HORASD NUMERO DE AMASTIGOTES

15 1
RS 1
25 1
27
34
38
41

46

N 0o oo o b~N

54 1
60 27
65 38
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TABLA 4. 9A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERIMEN-
TALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRACELU-
LAR (P .LAG/CEL.> DEL CLON SILVIO-X1@/5

PERIODO LAG
CELULA No. HORAS

17.
18.
18.
19.
19.
18.
17.
17.
17.
18.
17.
18.
17.

WN QOO NOUNDHAWN —
OCOONMNONNDHOOSLAND

— et — —

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

18.22 HORAS
0.14]
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TABLA 4.9B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERIMEN-
TALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRACELU-
LAR ¢T.D./CEL.> DEL CLON SILVIO-Xt@/5

TIEMPOS DE DUPLICACION
CELULA No. HORAS

WN QOO NOUTNAWN —
00 00 00 OO (O (O 00 4 (O 0 O
—WUAOoOMNMDNWINIO O —©

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

8.61 HORAS
0.136



Figura u.9.

Tabla u4.9.

Tabla 4.9 A.

Tabla 4.9 B.
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Representacidn grafica de la fase exponencial de
crecimiento intracelular del clon Silvio X10/5.
Mediante la regresidn de la curva se determind
el periodo lag (en horas), el tiempo de duplica-
cibén de los amastigotes (en horas) y el coefi-

ciente de correlacidn (r).

Variacidn tehporal (en horas) del nimero de amas-
tigotes en una célula BESM infectada por un pard-
sito para el clon Silvio X10/5, durante su fase

de crecimiento exponencial.

Detalle de la duracidn del periodo lag (en horas)
para cada cé&lula infectada, el periodo lag medio

y el error estandard para el clon Silvio X10/S.

Resumen de los tiempos de duplicacidén (en horas)

de la fase exponencial de crecimiento para cada ci-
clo intracelular estudiado, el tiempo de duplica-
¢cién medio y el error estandard del clon Silvio
X10/5.
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Tabla 4.10. Resumen de las diferencias halladas entre
los tiempos de duplicacidn de los amasti-
gotes y epimastigotes, el periodo lag y la
duracidén del ciclo intracelular total para

los cinco clones de T. cruzi estudiados.



TABLA 4.1@8 DIFERENCIAS EN LOS CICLOS INTRA-

CELULARES EN CLONES DE T. CRUZI

145

TIEMPOS DE DUPLICACION

CLON LIT CULTIVO DE CELULAS
EPIMASTIGOTES | AMASTIGOTES | PERIODO | CICLO
LAG TOTAL
(HORAS) (HORAS) (HORASY> | (Hs.)
CA-1/72 31.8+1.1 10.340.3 22.2+0.4 |08
CA-1/73 36.5+1.6 12.040.2 21.8+0.5 120
MIRANDA/78 46.642.2 13.3+0.3 26.3+0.3 165
MIRANDA/80 58.4+1.5 21.540.5 34.2+0.8 215
SILVIO/S 22.5+0.8 8.640. 1 18.2+0.1 -




Figura 4.11.

Figura 4.11 A.
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Representacidn grifica de la relacidn entre
los tiempos de duplicacidn de epimastigotes
cultivados en medio LIT a 26°C y de amasti-
gotes en células BESM a 37°C en clones de
T. cruzi.

Representacidn grafica de la correlacidn en-
tre los estadios reproductivos de los clones
CA-I1/72, CA-I/73, Miranda/78, Miranda/80 y
Silvio X10/5 de T. cruzi, definida por la e-
cuacidén y = a + b/x; y= T.D. epimastigotes
(en horas)j x= T.D. amastigotes (en horas);
a= 83,24 b= -526,363 siendo r= 0,988.
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FEG. 4.11 RELACION ENTRE EL TIEMPO DE
DUPLICACION DE EPIMASTIGOTES Y AMASTIGO-
TES EN CLONES DE T. CRUZI
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FIG. 4.11A CORRELACION ENTRE EL TIEMPO
DE DUPLICACION DE EPIMASTIGOTES Y AMAS-

(HORAS)

T.D. EPIMASTIGOTES

TIGOTES EN CLONES DE T. CRUZI
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Figura 4.12.

Figura 4.12 A.
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Representacidn grafica de la relacidn entre
el periodo lag y el tiempo de duplicacidn

de amastigotes en clones de T. cruzi.

Representacidn grafica de la correlacidn e-
xistente entre el periodo lag y el tiempo
de duplicacidn de amastigotes para los clo-
nes de T. cruzi estudiados definida por la
ecuacidn: y= x/(a+bx); y= periodo lag (en
horas); x=T.D. amastigotes (en horas);

a= 0,36; b= 0,012; siendo r= 0,982.
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FIG. 4.12 VARIACIONES EN EL PERIODO LAG
Y TIEMPO DE DUPLICACION DE AMASTIGOTES
EN CLONES DE T. CRUZI
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Figura 5.1. Histogramas de DNA obtenidos por Citometria
por Flujo Laminar. Los dos perfiles superio-
res corresponden a cultivos de epimastigotes
en fase de crecimiento exponencial, el histo-
grama inferior izquierdo corresponde a epi-
mastigotes en fase estacionaria de crecimien-
to, mientras que el histograma inferior dere-
cho corresponde a tripomastigotes obtenidos

de cultivo de células.

Figura 5.2. Representacidn grafica de dos histogramas de
DNA obtenidos por Citometria por Flujo Lami-
nar correspondiente a los clones CA-I/64 y Mi-
randa/80, indicando las diferentes localiiza-

ciones de los respectivos picos Gl1.

Figura 5.3. Representacidn gréfica del contenido total de
DNA/organismo obtenido por Citometria por Flu-
jo Laminar de 19 clones y de la cepa Tulahuen
de T. cruzi. Leyendas: T= cepa Tulahuen, (59-
73)= clones CA-I, (75-91) = clones Miranda.

Figura 5.4. Histograma de la intensidad de fluorescencia me-
dia obtenida por microespectrofluorometria del
nicleo, kinetoplasto y DNA total/organismo de

cuatro clones de T. cruzi.
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FIG. 5.1 HISTOGRAMAS DE DNA DE EPIMASTIGOTES
TOMADOS A DISTINTOS TIEMPOS DE EVOLUCION DE
UN CULTIVO Y TRYPOMASTIGOTES DE T. CRUZI
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FIG 5.2 DIFERENCIAS EN LA INTENSIDAD DE FLU-
ORESCENCIA CORRESPONDIENTE AL DNA TOTAL/PA-

RASITO DE LOS CLONES CA-I/64 Y MIRANDA/8@
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FIG. 5.3 DIFERENCIAS EN EL DNA
TOTAL/ORGANISMO DE 19 CLONES DE

T. CRUZI Y LA CEPA TULAHUEN
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FIG. 5.4 DIFERENCIAS EN LA INTENSIDAD DE
FLUORESCENCIA DEL NUCLEO, KINETOPLASTO Y
DNA TOTAL/PARASITO DE CLONES DE T. CRUZI
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Figura 6.1.

Tablas 6.1A-6.1B.

Representacidn grafica de dos curvas
de crecimiento en fase exponencial,
correspondientes a dos concentraciones
inicales de epimastigotes del clon Mi-
randa/83 de T. cruzi, en medio de cul-
tivo LIT a 26°cC.

Representacidn de la variacion temporal
de la concentracidn de epimastigotes/ml
durante la fase de crecimiento exponen-
cial del clon Miranda/83, representada
grificamente en la Figura 6.1.
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FIG. 6.1 CLON MIRANDA/83
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TABLA 6.1A CLON MIRANDA/83
TIEMPO (DIAS> EPIMASTIGOTES/ML .

%] S8R301
1 773680
1392560
2223200
3398600
6486000
12852000

o O O H» W N

20987000



TABLA 6.1B CLON MIRANDA/83
TIEMPO (DIAS> EPIMASTIGOTES/ML .

%) 3838400
1 5549700
7897600
13280600
18852000
45138000

o O H W N

S8R68000



Figura 6.2.

Tablas 6.2A-6,2B.

Tabla 6.2 C.

161

Representacién gréfica de la evolucion de dos
cultivos no perturbados de amastigotes del clon
Miranda/83 en medio LIT a 26°C, en los cuales

se observa una primera fase de crecimiento ex-
ponencial, una fase estacionaria o de transfor-
macion y finalmente una nueva fase de crecimien-
to.

Representacién de la variacidn temporal de la
concentracién de parésitos/ml en la evolucidn
de dos cultivos no perturbados de amastigotes
del clon iliranda/83, representados gréficamen—

te en la Figura 6,2.

Representacién de los tiempos de duplicacién
de amastigotes extracelulares estimados a par-
tir de la primera fase de crecimiento exponen-
cial de cultivos de amastigotes del clon Miran-
da/83, el tiempo de duplicacidn medio y el e-

rror estandard.



TRIPANOSOMAS/ML .
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FIG. 6.2 CLON MIRANDA/83
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TABLA 6.2A CLON MIRANDA/83
TIEMPO (DIAS) TRIPANOSOMAS/ML .

%] 2650000
1 4780400
2 7493100
3 8878000
4 8920800
7 8840800
10 89517060
13 90802880
15 16728400
16 21424000

21 23097000



TABLA 6.2B CLON MIRANDA/83
TIEMPO (DIASD TRIPANOSOMAS/ML .

%) 385280
1 535880
2 1020200
3 1637800
4 1742560
7 2278600
10 2451280
12 2597360
15 9966800
16 15686800
17 18880700
18 22801000

21 46577000



TABLA 6.2C TIEMPOS DE DUPLICACION EXPE-
RIMENTALES DE AMASTIGOTES EXTRACELULA-
RES EN MEDIO LIT DEL CLON MIRANDA/83

TIEMPOS DE DUPLICACION
CELULA No. HORAS

33.
31.
30.
33.
32.
33.
28.
29.
36.
36.
37.

—QOAOJONDMWN —
NSO UTHAOONO

—

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

33.12 HORAS
@.917



Figura 6.3.

Figura 6.4.

Figura 6.5.
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Representacién grifica tefrica en la cual
se esquematiza la evolucién de un cultivo
de amastigotes pertenecientes al clon Mi-
randa/83 de T. cruzi, en el cual se¢ reali-
zaron cambios de medio de cultivo al finail

de cada fase de crecimiento exponencial.

Representacifén grifica de la evolucién de un
cultivo no perturbado de amastigotes perte-
necientes al clon Miranda/83 de T. cruzi, en
el cual se expresa la transformacién de los
amastigotes en epimastigotes como porcenta-
je de amastigotes presentes durante 21 dfas

de evolucidn del cultivo.

Representacifn gréfica de la variacidén del
perfil de DNA/organismo durante las prime-
ras 40 horas de evolucién de un cuitivo de
amastigotes del clon Miranda/83 de T. cruzi,

en medio de cultivo LIT a 26°C.



NUMERO DE GENERACIONES

FIG.6.3

CLON MIRANDA/83
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TRIPANOSOMAS/ML .
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FIG. 6.4 CLON MIRANDA/83
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FIG. 6.5 VARIACIONES DE G1,
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S Y G2 DURANTE LA EVO-

LUCION DE UN CULTIVO DE AMASTIGOTES DE T. CRUZI
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Foto 1.

Foto 2.

Foto 3.
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Micnofotograffa por contraste de fase de un

cultivo de epimastigotes de T. cruzi en el

que se observan pequeiios acdmulos de amasti-
gotes y epimastigotes ( aumento 800X ).

Microfotografia por contraste de fase de un
ac@imulo de amastigotes de cultivo en medio
LIT a 26°C ( aumento 800X ).

Microfotografia por contraste de fase de a-
mastigotes de cultivo dispersados por agita-—
cién mecdnica ( aumento 800X ).
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