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tgïggDUCCION

ConCeptos'generales

En el año 1909, Carlos Chagas describió 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 hematófago de habitat

domiciliario parasitado frecuentemente en el tubo digesti­

vo por un tripanosoma.

Posteriormente, aisló tripanosomas a partir de mues­

tras de sangre de pacientes de la región, enfermos con

fiebres de etiología desconocida. El estudio experimental

del ciclo evolutivo de estos parásitos, tanto en el hués­

ped invertebrado comoen el huésped vertebrado, le permi­

tió demostrar que el parásito flagelado aislado del tubo

digestivo del insecto y de la sangre de pacientes era el

mismo. Carlos Chagas denominóLSchízotEïpanEm ggggi al agen­

te etiológico de esta nueva parasitosis humana.

En su monografía del año 1909 (1), C. Chagas describió

los aspectos generales de la enfermedad denominadaposterior

mente Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana. Las

descripciones del agente etiológico, de los ciclos evoluti­
vos del parásito en su huéspedes vertebrado e invertebrado,

del aislamiento del;I¿_cngi_a partir de sangre de pacientes



y de la evolución del parásito en cultivos "in vitro", sir­

vieron de base para los estudios posteriores de la Enferme­

dad de Chagas.

A pesar de haber transcurrido más de 70 años desde su

descubrimiento, 1a Enfermedad de Chagas es actualmente la

parasitosis humanade mayor incidencia en América, afectando

a un número estimado en 20 millones de personas, mientras

que se estima en 100 millones de personas (2) a la población
de zonas rurales endémicas potencialmente bajo riesgo de ser

infectadas por'ÏrypÉngsg a grggi, lo que crea un problema sa­
nitario y social de tal magnitud que existen programas a nive­

les nacionales e internacionales entre los países afectados.

La Organización Mundial de la Salud apoya programas de inves­

tigación básica y aplicada en la lucha contra la Enfermedad

de Chagas (3), siendo el estudio de la biología del parásito

uno de los temas de importancia.

Históricamente, la ubicación sistemática del parásito

protozoo causante de la Enfermedad de Chagas no ha variado

mayormente,según Hoare (1966) (H). Pertenece a la Clase Mas­

tigophora (Diesing, 1866), orden Kinetoplastida (Honinberg,

1963), Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901), Género Try­

panosoma (Gruby, 18u3), Sección Stercoraria, Subgénero Schi­

zotrypanum (Chagas, 1909), Especie'TrypanosOma (Schizotrypa­

num)crugi_(Chagas, 1909).



Trypanosomacruzi es un parásito digenético cuyo ciclo

de vida involucra la alternancia de dos huéspedes, un hués­

ped mamífero y un insecto hematófago que representa al huég

ped intermediario o vector. El ciclo evolutiyo de'Ï: gruíi
en el huésped invertebrado fue descripto originalmente por

C. Chagas y posteriormente ampliado por diversos investiga­

dores, B. Días (5), C. Brack (6) y N. Alvarenga (7) entre

otros. E: grugi parasita el intestino de un gran númerode
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 Enfermedadde Chagas

en la República Argentina.

Ciclo de'vida del TrypanosomacruZi

La infección del huésped invertebrado por'Ï¿_grugi
ocurre durante la ingesta del insecto, siendo las formas

sanguíneas del parásito (tripomastigotcs) ingeridas

juntamente con la sangre del huésped mamífero. En el trac­

to digestivo del insecto, los tripomastigotes sufren una
serie de transformaciones morfológicas y fisiológicas, dan­

do inicialmente origen a formas amastigotes (esferomastigo­

tes) y posteriormente a epimastigotcs. Este estadío del pa­

rásito es el responsable de la reproducción y del manteni­
miento de la infección en el huésped invertebrado. Eventual­



mente, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes

metacíclicos. Este estadío no reproductivo del parásito 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 1a misma (11).

Asi se posibilita la penetración de los tripomastigotes me­

tacíclicos en células del huésped vertebrado, con lo que se

inicia el ciclo evolutivo del parásito en el huéspedverte­

brado. El-conocimiento actual del ciclo evolutivo de Ï¿_gru¡

¿i_en el insecto se basa en eventos morfológicos, descono­

ciéndose los mecanismosde transformación del parásito en el

intestino del insecto. Incluso ciertos aspectos del ciclo

evolutivo de ï._grggi_en el insecto son poco conocidos, como

por ejemplo la formación de masas de organismos que se obser­

van pocas horas después de la ingesta del insecto (12). La

observación de las mismasllevó a sugerir la posibilidad de

la existencia de fusión celular, aunque esta hipótesis no pu­

do ser posteriormente demostrada mediante microscopía electré

nica. El origen de estos acúmulos de parásitos podría estar

relacionado con el fenómeno 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 organismos. Este mecanismopodria ocurrir en



forma natural en el intestino del insecto por efecto de los

anticuerpos ingeridos juntamente con la sangre.

Unaspecto poco conocido de la relación huésped-parási­

to se evidencia en la existencia de diferentes susceptibili­
dades de distintas especies de triatominos (1H,15) a la in­

fección por Ï;_grugi, las cuales pueden ser el resultado de
peculiaridades biológicas del vector, de diferencias fisio­
lógicas en el tubo digestivo de los vectores, del tipo de

sangre-ingerida, etc. Estos factores podrían afectar el ci­

clo de vida de É: gruzi_en el insecto vector.
La infección en el mamífero se inicia habitualmente

con la penetración de tripomastigotes metacíclicos a través

de la piel o mucosas y 1a invasión de células subyacentes

en las cuales los parásitos se reproducen intracelularmente

(1,16). La infección se propaga a otros tejidos a partir de

esa zona, presentándose un aumento concomitante de los nive­

les de parasitemia en sangre. Varios órdenes de mamíferos

tanto silvestres comodomésticos, son naturalmente recepti­

vos a la infección por'Ï¿ gru¿i_(17,18,19). Los mamíferos
silvestres constituyen reservorios naturales del parásito,
siendo prácticamente desconocida la evolución de la infec­

ción por É: grugi_en estos animales. Los conocimientos ac­

tuales de esta parasitosis se basan en la evolución de la

infección natural y accidental del hombrey de la infección



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

La Enfermedad de Chagas presenta dos fases en su evo­
lución clínica. La primera, denominada fase aguda de la ene

fermedad, comprende los primeros meses de infección por É:

cruzi. La fase aguda de la enfermedad.se caracteriza clíniw

camente por una sintomatología de intensidad y duración va­

riables (22,23). Esta variabilidad es de tal magnitud que

se estima que esta fase pasa totalmente desapercibida en un

gran número de casos, mientras que en otros se produce la

muerte del huésped (2M).

A continuación de la fase aguda se desarrolla la fase

crónica de la enfermedad (25,26) en la cual se diferencian

clínicamente dos etapas, una latente asintomática y otra

sintomática. La mayoría de los pacientes presentan una fase

crónica asintomática, con parasitemias detectables sólo por
técnicas parasitológicas indirectas (1M)y en la cual se de­

tectan altos niveles de anticuerpos específicos contra 2,

grugi (27,28). El desarrollo progresivo de síndromes chagá­
sicos durante la fase crónica de la enfermedad puede llevar

a la muerte prematura del paciente. La fase crónica perdura

durante toda la Vida del huésped, desconociéndose la exis­

tencia de curas espontáneas.

Mantenimiento de'T.“cz'=uzí eh'el laboratorio

La mayoría de los conocimientos actuales sobre É: grua;



y la relación huésped-parásito han sido obtenidos mediante

estudios realizados bajo condiciones de laboratorio debido
a la posibilidad de mantener indefinidamente a este proto­

zoo tanto "in vitro" como"in vivo" en cultivos y en animan

les de laboratorio, respectivamente. É: grugi_puede ser man­
tenido "in vivo" mediante pasajes seriados en animales de

laboratorio susceptibles a la infección (29). El huésped más

comúnmenteutilizado es el ratón, debido al vasto conocimieg

to de su fisiología y genética y a la susceptibilidad de dis

tintas cepas de ratón a Ï,_grugi_(3b). El ratón ha sido asi­
mismoutilizado en modelos experimentales de la Enfermedad

de Chagas, especialmente en estudios histopatológicos e in­

munológicos del huésped (31,32).

Ï¿_grugi_puede ser mantenido en insectos en el labora­
torio, disponiéndose de colonias de distintas especies de

Reduvidos, huéspedes naturales de I: 9235;) criados en in­
sectarios (33). En general dichos huéspedes han sido utili­

zados para estudios del ciclo evolutivo del parásito en el

huésped invertebrado o para diagnóstico parasitológico in­

directo (xenodiagnóstico) (1M). El xenodiagnóstico es una

técnica en la cual el vector es utilizado comomedio para

la multiplicación del parásito.
En contraste con lo que sucede con otros parásitos

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



tadíos del ciclo de vida de Z: ggugi_pueden ser cultivados

“in vitro" sin dificultad (3M).Dichos cultivos pueden di­
vidirse en dos categorías: 1) el cultivo de los estadíos de

I; grugi_presentes en el huésped invertebrado, y 2) el cul­

tivo de los estadios de E: grugi_presentes en el huésped
vertebrado.

Carlos Chagas informó por primera vez sobre la evolu­

ción de aislamientos de É: grggi_en medio de cultivo de No­

vy y MacNeal, observando que una vez transcurrido un cier­

to lapso la forma predominante en cultivos libres de células

era el epimastigote, el cual corresponde al estadio reprodug
tivo del parásito en el mesenterón del huésped invertebrado.

Actualmente existe un gran número de medios de cultivo bifá­

sicos y monofásicos de composición semidefinida, que permi­

ten el desarrollo de epimastigotes y el mantenimiento inde­

finido de É: cruzi por pasajes seriados. Debidoa la facili­
dad con que se pueden cultivar y obtener altas concentracio­

nes de parásitos por ml de medio de cultivo, la forma epimas­

tigote de I: cruzi ha servido comobase para estudios bio­

químicos, ínmunológicos, morfológicos, antigénicos, etc. En

cultivos de epimastigotes de É: grggi_se observa normalmen­

te un porcentaje variable de tripomastigotes metacïclicos

(35,36) que constituyen las formas del parásito infectantes

para el mamífero, presentes en el insecto. La importancia



del estudio de las formas metacíclicas ha motivado intentos

tendientes a obtener cultivos.puros de tripomastigotes meta­
cíclicos a partir de cultivos de epimastigotes, mediante la

utilización de distintos protocolos que favorecen la trans­
formación de epimastigotes a tripomastigotes metacíclicos,

logréndose obtener hasta un 90%de formas metacíclicas duran­

te la fase estacionaria del desarrollo de los cultivos (37,38).

El estadío multiplicativo de 2. grugi en el huésped ver­
tebrado es obligatoriamente intracelular (1). La utilización

de técnicas de cultivo de células ha posibilitado el manteni­

miento "in vivo" de los estadios de 23 cruzi presentes en el

huésped vertebrado por medio de pasajes seriados de los pará­

sitos. Las formas tripomastigotes sanguíneos de É, grugij pro—

ductos del ciclo intracelular en células huéspedes, son no

multiplicativas o sea células en Go (39). El estudio del ciclo

intracelular de 2, grggi_ha avanzado paralelamente al desarro­
llo de la metodología de cultivo de célulasa En el año 1935,

Kofoid (ua) informó sobre el primer éxito al cultivar 2. grua;
en cultivo de tejidos, demostrando no sólo 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 invención de cá­

umarasde cultivo que permiten observar la evolución dc la in­

fección celular mediante la utilización de microscopios de alta
resolución y en condiciones ambientales constantes (H1), han per­



10

mitido el estudio de la interacción entre.células de vertebra­

dos y I, grugi_(u2). La interacción entre É: grugi_y células
del sistema reticuloendotelial, comopor ejemplo los macrófa­

gos (“3) y leucocitos polimorfonucleares (uu), ha sido estudia­

da "in vitro" con el objeto de conocer el rol de estas células

pertenecientes al sistema retículo-endotelial en la evolución
de la Enfermedad de Chagas. Tanto los tripomastigotes metací­

clicos comolos tripomastigotes sanguíneos presentan la capa­

cidad de penetrar células de vertebrados y reproducirse intra­

celularmente. La penetración de Ï¿_grugi_en una célula huésped
va seguida por la transformación de la forma infectante en amas­

tigote, la forma intcacelular obligada del:J 9323i: La célula
huésped puede ser infectada por uno o varios parásitos en forma

simultánea o sucesiva. Los amastigotes permanecen en estado la­

tente o quiescente durante un cierto período dc tiempo denomina­

do período lag, previo al comienzode la multiplicación intrace­

lular del parásito por división binaria. Los parásitos se multi­
plican exponencialmente en forma asincrónica durante un número

constante de generaciones. A continuación del período multipli­

cativo, los amastigotes se transforman asincrónicamente en tri­

pomastigotes, siendo liberados por muerte y ruptura de la célu­

la huésped, pudiendo invadir nuevas células del huésped e ini­

ciando un nuevo ciclo de vida intracelular (H2). Los tripomasti­

gotes derivados dc cultivo celular o de la sangre de un animal

infectado, son utilizados para infectar cultivos vírgenes de
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células y mantener de este modoa los parásitos por cultivos

seriados, indefinidamente.

Los estudios bioquímicos e inmunológicos de las formas

amastigotes son escasos debido a las dificultades existentes

para estudiar a los amastigotes "in situ". Sin embargoexisten

técnicas para aislar amastigotes a partir de tejidos musculares
de animales infectados experimentalmente (H5) o a partir de cul

tivos de células (H6). En ambos casos las células huéspedes de»

ben ser rotas por procedimientos físicos con el objeto de libe­

rar las formas intracelulares de É: grggi_y los amastigotes de­
ben ser posteriormente purificados con el objeto de eliminar

los restos celulares. Los procesos de extraczión y purificación

pueden ser perjudiciales para los amastigotes. Además, la impo­
sibilidad de eliminar totalmente la contaminación debida a las

células huéspedes y los bajos rendimientos de amastigotes obte­
nidos han limitado considerablemente el conocimiento de las for­

mas amastigotes (H7,H8). El hecho de que el amastigote sea el

estadío reproductivo intracelular del parásito en el huésped
vertebrado evidencia la importanciadel desarrollo de metodolo­

gía adecuada para el cultivo de amastigotes en medio libre de

células, comoprimer paso para el estudio de la fisiología de
este estadío.

La presencia de amastigotes en medios de cultivo libres de

células fue originalmente observada en las primeras etapas de



desarrollo de hemocultivos (#9). Cuandose cultivan tripomas­

tigotes sanguíneos, tripomastigotes provenientes de cultivos
de células o tripomastigotes metacíclicos obtenidos a partir

de insectos, en medio axénico a 26°C, la mayoría de los trípo­

mastigotes se transforman an amastigotes (50,51) los cuales

se multiplican durante un cierto númerode 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 fenómeno 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

transformación de tripomastigotes metacíclicos en amastigotes,

los que eventualmente sufren una nueva transformación a epimas­

tigotes. En todos los casos mencionados, los amastigotes de

cultivo presentan la característica de tender a agruparse (1,
52), pudiendo llegar a formar masas multicelulares que pueden

ser temporariamente disgregadas por agitación mecánica. Por

otra parte, existen diversos trabajos en los cuales se comuni­

can protocolos que posibilitan el mantenimiento de amastigotes

en medios libres de células (53,5u,55,56). Estos cultivos de
amastigotes no 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 2, crugi)
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utilizándose un medio de cultiVO comunmenteusado para el
cultivo de epimastigctes de'lb 9233i:

Origen'de'las'cepas o aislamientos de T; cruzi

Las poblaciones de Ï¿'crggi_existentes en los laborato­
rios provienen de aislamiento a partir de diversas fuentes.

Dichas fuentes pueden agruparse en dos categorías, a saber,

I. de origen selvático, o sea parásitos provenientes de hués­

pedes vertebrados silvestres, comopor ejemplo edentados,

marsupiales, roedores, etc. y de huéspedes invertebrados rela­
cionados con esos vertebrados. II. de origen domiciliario, que

incluye parásitos aislados de humanos, animales domésticos e

insectos domiciliarios y peridomiciliarios naturalmente infec­

tados con É: 9232i:

Estos aislamientos están constituidos por un númerovaria­

ble y no cuantificado de parásitos. Dichos aislamientos, deno­

minados "cepas" de É: 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, continuéndose con la denomina­

ción incorrecta de "cepas" (57). Mediante la utilización de

diversos parámetros se ha demostrado que existen diferencias

entre "cepas" de I: gru¿¿¿.Varios de estos parámetros han sido
utilizados para caracterizar distintas cepas y han servido para
intentar establecer criterios de clasificación en tipos o padro­
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nes con características comunes. Dos criterios se han seguido

para fundamentar una clasificación de las cepas de É: cruzi.

El primer criterio se basa en la relación huésped-parásito,

considerándose los siguientes parámetros: virulencia, patoge­

nicidad, curvas de parasitemia, morfología de los parásitos

en la sangre perisférica, tropismo tisular y cuadro histopa­
tológico (58,59,60,61,62,63,6H). Estos parámetros fueron ana­

lizados utilizándose distintas cepas de ratones comohuésped.

Por ejemplo, uno de los primeros criterios utilizados para

clasificar las cepas ha sido el de agruparlas en reticulo­
trópicas o miotrópicas, según la tendencia que presentan los
parásitos a invadir dichos tejidos.

Otro criterio de clasificación de cepas de l; crggi_se
basa en diferencias bioquímicas a nivel molecular. Mediante

1a comparaciónde perfiles enzimáticos de distintas cepas

de I: grugi_se han podido agrupar en padrones, llamados zimo­

demos (65), dentro de los cuales es posible ubicar a la mayo­

ría de las cepas. Mediante el uso de endonucleasas de restric­

ción específica, es posible clivar los minicïrculos de DNAmi­

tocondrial (kinetoplasto) y comparary caracterizar genotïpica­

mente a las cepas de É: crugi_mediante el análisis de los per­
files de los productos (66).

La finalidad práctica de caracterizar cepas dc'Ï: grugi,
representantes de las poblaciones naturales, es la de estable­

cer correlacioncs entre poblaciones de É: grpzi y las distintas



15

manifestaciones clínicas y epidemiológicas de la Enfermedad de

Chagas. Las diferencias observadas entre cepas implicarían que

existen variaciones intra-específicas en ELcruzi , o sea en

poblaciones de Ï. cruzi preSentes en la naturaleza parasitando
diversos huéspedes.

Uno de los mayores problemas que han surgido en el estudio

y caracterización de cepas de 2. cruzi ha sido la aparición de

variaciones en características de las cepas, comopor ejemplo,

disminución de la capacidad infectante de cepas mantenidas en

mediosde cultivo (86), variaciones del ciclo intracelular (67),

de los patrones isoenzimáticos (68), tropismo (58), etc. Para

explicar estos cambios, se postuló que 2. grugi está com­

puesto en la naturaleza por una población heterogénea de or­

ganismos y que las condiciones utilizadas para mantener po­

blaciones de 2. cruzi en el laboratorio pueden ejercer una pre­
sión selectiva sobre sub-grupos, causando la aparente inestabi­

lidad de las cepas de 2. cruzi (69). A pesar de que esta teoría

sobre la heterogenicidad de 2. cruzi fue generalmente aceptada,
debido a la falta de evidencias que demostraran inequívocamen­

te la presencia de subpoblaciones de 2. cruzi en la natura­

lcza, no se podía descartar 1a posibilidad de que la inesta­
bilidad de ciertas características de las cepas de E. cruzi
mantenidas durante tiempo prolongado en el laboratorio, se debía

a la selección de mutantes. La falta de marcadores genéticos y el
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desconocimiento de la tasa mutacional de I, gruzi, impidieron
verificar esta hipótesis.

ijetivos
En este trabajo de tesis se encara la caracterización

"in vitro" de 19 clones de Trypanosomacruzi provenientes

de aislamientos unicelulares,que consecuentementeconstitu­

yen poblaciones homogéneasde parásitos, utilizándose a tal

efecto cuatro parámetros distintos. a) cinética de crecimien_

to de los clones de É: grugi_en medio de cultivo libre de

células. 2) Cuantificación del volumen modal en el pico de la

fase de crecimiento exponencial de parásitos 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 análisis citométrico por flujo laminar y

por microespectrofluoromctría de epimastigotes obtenidos en

fase exponencial y en fase estacionaria de crecimiento y de

tripomastigotes obtenidos a partir de cultivo de células. H)

Análisis del ciclo intracelular de clones de ï;_grugi_en cul­
tivo de células.

Se expone,además,un protocolo para la obtención y la ca­

racterización de amastigotes en medio de cultivo libre de cé­
lulas.

Los resultados obtenidos a partir de estos estudios y del

análisis de los parámetros han permitido demostrar la existen­
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cia de heterógenicidad biológica en poblaciones de {pvpanosoma
cruzi provenientes de pacientes infectados crónicamente, intro­

duciendo un nuevo aspecto en 1a relación huésped-parásito. Esta

heterogenicidad podría explicar los diferentes perfiles patogé­
nicos y geográficos 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. Según su origen, se denomi­

nó Miranda y Cepa Argentina-I (CA-I) a los dos grupos de clones.

Los clones Miranda provienen de parásitos aislados de insectos

utilizados en un xenodiagnóstico aplicado a un paciente de 26

años de edad con Chagas crónico asintomático, oriundo de la Pro­
vincia de Santiago del Estero. El grupo de clones CA-I proviene

de una cepa de T. cruzi originalmente aislada de un xenodiagnós­

tico aplicado a un paciente de HSaños de edad con Chagas cróni­

co, afectado de una miocarditis crónica determinada por estudios

clínicos, electrocardiográficos y serológicos, oriundo de la Pro­
vincia de San Juan (70). El contenido intestinal parasitado de

los insectos utilizados en el xenodiagnóstico fue inoculado, vía

intraperitoneal, en ratones de la cepa Rockland, manteniéndose

una línea por pasajes sucesivos en ratón, utilizándose un inócu­

lo de 1 a 5x10“ parásitos/ratón, durante un lapso de S años.

Posteriormente, la cepa fue inoculada en un perro, al cual se

le aplicó luego un xenodiagnóstico. Los parásitos fueron clona­

dos a partir de los insectos utilizados para el xenodiagnóstico.

En amboscasos los xenodiagnósticos se realizaron utilizando

cuatro cajas conteniendo 10 ninfas del tercer estadío de Triato­

ma infestans que fueron aplicadas sobre la piel del paciente o
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del perro durante una hora, permitiéndose la alimentación 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 días para permitir la multiplica­

ción de los parásitos. El clon Silvio X-10/5 (Miles, M.A., comu­

de Rodnius pr ­nicación personal) fue aislado de las heces
. os . . .lixus,en sus 5- estadím larvales,utilizados en un xenodiagnós—

tico realizado en un paciente con Chagas agudo en el Estado de
Pará, Brasil (71).

Técnica de clonado

Los clones fueron obtenidos por el aislamiento de células

individuales, mediante la adaptación de una técnica de microma­

nipulación (72) que se detalla a continuación. Los aislamientos

se realizaron entre los 30-H5días post-infección de los insec­

tos. Los insectos utilizados en el xenodiagnóstico fueron este­

rilizados externamente durante 30 minutos por inmersión en solu­

ción de hhite (73) (C12Hg0,25 gr, ClNa 6,50 gr, ClH 1,25 ml,
Alcohol Btïlico 250 ml, H 0 Destilada 750 ml). A continuación,

2

el tubo digestivo fue disecado y colocado en una cápsula de Pe­

tri de 3,5 cm de diámetro, conteniendo 2 ml de medio de cultivo

LIT, cuya composición química es: Infusión de hígado 5 gr/l,

Triptosa 5 gr/l, ClNa H gr/l, ClK 0,“ gr/l, POHHNa8 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 Bstreptomicina
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100 ug/ml (7M), y el intestino seccionado con el objeto de

liberar los parásitos contenidos en el mismo.

El medio fue centrifugado a 100 g durante 10 minutos

en tubos de centrífuga cóniCOScon tapa a rosca,con el ob­
jeto de eliminar restos de tejido. El sobrenadante conte­

niendo los parásitos fue recentrifugado a 1500 g durante

10 minutos, para concentrar los parásitos. El pellet así

obtenido fue resuspendido a una concentración final de

1 a 2 x 10” parásitos/m1.

En una cápsula de Petri plástica se realizó una per­

foración circular de un diámetro de 20 mm,que fue cubier­

ta‘mediante la fijación de un cubreobjetos circular de 25

mmde diámetro. Sobre el cubreobjetos se colocaron 5 gotas

de glicerina de aproximadamente 1 mmde diámetro,en forma

equidistante una de otra. El cubreobjetos fue a continua­

ción rociado con teflón y una vez seca la cobertura de te­

flón se procedió a lavarlo, eliminándose 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 rápida localización, facilitando la operación
de clonado. Las cápsulas de Petri fueron esterilizadas por
luz U.V. previamente a su utilización. Sobre la cara inter­

na del cubreobjetos se colocaron 5 gotas aisladas de la sus­

pensión de parásitos en los sitios translúcidos por medio
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de una microjeringa (Hamilton); La placa de Petri fue cubier­
ta e invertida, quedando las gotas en posición suspendida.

Las gotas fueron observadas mediante el microscopio a un au­

mento de 320 X, el cual posibilita la observación de la tota­

lidad de la gota en el campovisual del microscopio. Aquellas

gotas conteniendo un solo parásito fueron aspiradas individual_

mente por medio de una jeringa de tuberculina de 1 ml, previa­

mente cargada con 0,1 m1 de medio de cultivo (LIT). El conteni­

do fue transferido a un tubo de plástico de 6 cm3 con tapa a

rosca, conteniendo 1 ml de ágar nutricio (DIFCO),suplementa­

do con 10%de sangre de conejo desfibrinada. La jeringa fue

lavada dos veces con 0,1 m1 de medio y el medio transferido

al tubo para asegurar la transferencia del parásito, resul­
tando un volumen final de 0,3 ml de medio líquido por tubo.

Solamente las formas epimastigotes fueron seleccionadas para

el clonado. Se realizaron 18 aislamientos del xenodiagnóstico

del paciente Miranda y 15 aislamientos de la cepa CA-I. Los

aislamientos se incubaron a 26°C, controlándose mensualmente

para determinar el desarrollo de parásitos durante un año.

Aquellos cultivos que evidenciaron crecimiento fueron identi­

ficados con las siguientes nomenclaturas: clones CA-I/59,6u,

65,67,69,70,71,72 y 73 y clones Miranda/75,76,77,78,80,81,83,

Bu,88 y 91. En los aislamientos en los cuales se observó cre­

cimiento se agregaron 2 ml de medio LIT, con el fin de aumen­

tar el númerode parásitos. Posteriormente, los parásitos fue­
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A tal efecto se uti­
2

ron expandidos en medio liquido (LIT).

lizaron frascos plásticos de cultivo (Falcon) de 25 cm de

superficie, conteniendo 10 ml de medio de cultivo.

Mantenimiento de los clones en medio LIT

Los 19 clones de 2. ggggi fueron mantenidos continuamen­

te en estado de desarrollo exponencial, mediante pasajes se­

riados cada 7 días en frascos plásticos estériles de cultivo

de 25 cm2 de superficie conteniendo 10 ml de medio de culti­

vo LIT, a una concentración inicial aproximada de 5 x 105

parásitos/m1 e incubados a 26°C i 0,2°C.

Mantenimiento de los clones en cultivo celular

Cultivos celulares primarios de músculo esquelético de

feto bovino (BESM) (Flow Laboratories, CAT. N°01730H) fueron

utilizados comocélulas huésped. Los cultivos de células fue­

ron mantenidos regularmente en frascos plásticos de cultivo

de 75 cm2 de superficie, conteniendo 10 m1 de medio de culti­

vo RPMI16H0 (75), suplementado con 5% de suero fetal bovino

inactivado, e incubados a 37°C bajo 5%de C02. Los cultivos
confluentes fueron divididos a razón de 1:10, utilizándose

una solución de tripsina-BDTA (ácido etilén-diamino tetracé­

tico) cuya composición química es: Tripsina 2,5 gr/l, BDTA

0,H61 gr/l en solución Dulbecco PBS (ClNa 8 gr/l; POuHNa2



gr/l; POHHK0,2 gr/l, ClK 0,2 gr/l, H2Odestilada) para des­
prender las células adheridas. Los cultivos fueron mantenidos
en las mismascondiciones anteriormente descriptas.

1.5 Infección de los cultivos celulares con parásitos cultivados
en medio LIT.

Cultivos de BESMparcialmente confluentes fueron infec­

tados con formas de E. cruzi obtenidas en cultivo en medio LIT,

7 parásitos/ml e incubán­utilizándose un inóculo inicial de 10

dose durante un lapso de 2Mhoras.a 37°C. Posteriormente, se

realizaron dos cambios de medio RPMI-16H0para eliminar el ex­

ceso de parásitos 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 célúlas infectadas y controlar la evolución de
las mismas. Unavez completadoel ciclo intracelular, los tri­

pomastigotes liberados fueron utilizados para infectar culti­
vos vírgenes de BESM,manteniéndose de esta manera los clones

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

1.6 Técnica de congelación

Todos los clones de É: cruzi) cultivados tanto en medio lí­

quido comoprovenientes de cultivo de células, fueron criopre­

servados en Nitrógeno líquido.
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1. Criopreservación de epimastigotes de cultivo

Se criopreservaron muestras de los primeros pasajes de

parásitos en fase de crecimiento exponencial. Los parásitos

fueron lavados, centrifugados y resuspendidos en medio de

cultivo LIT con 7,5% (V/V) de dimetil sulfóxido, a una con­

centración final de 2 a 5 x 106 parásitos/ml. La suspensión

de parásitos se fraccionó a razón de 0,5 ml por vial (Viales

de polipropileno, Intern.Med.Nunc, Dinamarca). La congelación

se realizó en un equipo (Cryo Med.Mt. Clemens, Michigan) ca­

librado para disminuir la temperatura a razón de 1°C/minuto

hasta una temperatura de —30°Cy a una velocidad de H°C/minu­

to a partir de —30°Chasta —70°C.Una vez estabilizadas a

—70°C,las muestras fueron introducidas directamente en nitró­

geno líquido para su conservación. Posteriormente, se retiró

una muestra para determinar la viabilidad de los parásitos
en medio LIT.

2. Criopreservación de tripomastigotes provenientes de culti­
vo de tejidos.

Tripomastigotes de los 19 clones de_2; 9335i provenientes

de cultivos celulares, fueron criopreservados mediante la uti­
lización de 1a mismatécnica anteriormente descripta, con la

excepción de que los parásitos fueron resuspendidos en medio

RPMIconteniendo 5%de suero fetal bovino inactivado y 7,5% de

dimetil sulfóxido. La viabilidad de los tripomastigotes se con­
troló posteriormente en base a su capacidad de infectar cultivos
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de BBSMy 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 2.2222; se realizó

utilizando la siguiente metodología. Se utilizaron parási­
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 concentración inicial de 106 parásitos/m1. El desa­

rrollo de los cultivos fue monitoreado día por medio median­

te un contador electrónico de partículas (Ccïlter Counter,

modelo B6 ZBI,Coulter Electronics, Inc., Hialeah, Florida),
en el cual se contaron muestras de los cultivos a intervalos

regulares, a una dilución apropiada, desde el día cero de
cultivo hasta alcanzarse la fase estacionaria de crecimien­

to de los parásitos. Las muestras de los cultivos fueron di­
luídas en una solución de electrolitos (Coulter Isotón II)

a razón de 1/40 a 1/H000, dependiendo de la concentración de

parásitos en los cultivos. Las diluciones fueron realizadas
con el propósito de ajustar el rango de cuentas entre 5 x 103

u x 10u células/ml para minimizar el error de conteo. Se rea­

lizaron al menostres experimentos independiente para cada

clon, con sus respectivos duplicados. La cepa Tulahuen (76)

Y
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de I. grggi, mantenida en.medio de cultivo LIT durante más de

20 años, fue incluida como control en cada experimento. Dia­

riamente,se calculó la variación de la concentración de pará­

sitos durante el desarrollo de los cultivos, la cual fue ex­

presada comoconcentración de parásitos/ml/dia. Los datos ob­

tenidos fueron utilizados para alimentar una computadoraTek­

tronix, modelo H051 (Tektronix, Inc. Beaverton, Oregon), pro­

gramada para generar curvas de crecimiento y suministrar ade­

más la pendiente de la curva, el coeficiente de correlación y

el tiempo de duplicación de la misma. A partir de los datos

sobre tiempo de duplicación de cada clon, provenientes de por

lo menos6 curvas de crecimiento resultantes de tres experi­

mentos independientes para cada clon con sus respectivos du­

plicados, se calculó el tiempo de duplicación medio, la des­

viación standard y el error standard. El análisis estadisti­
co de los tiempos de duplicación de clones y grupos de clo­

nes se realizó mediante el Test "t" de Student (77).
Diferencias entre datos para niveles de confianza supe­

riores o iguales al 95%fueron consideradas estadísticamente

significativas. El volumenmodal fue calculado utilizándose

un analizador de partículas (Qoulter Channelyzer) en forma
simultánea con el contador de partículas. La distribución

de tamaños fue graficada mediante un graficador Coulter (Mo­

delo X-YRecorder II) acoplado al analizador de partículas.

El pico de 1a curva está dado por la acumulación de 1000
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células. El volumende mayor frecuencia durante el desarrollo

de 1a curva de crecimiento corresponde al volumen modal pico

de los parásitos en su fase de desarrollo exponencial. El pi­

co de la curva está dado por la acumulación 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 diámetro conocie

do utilizadas comostandard, se calculó el volumen ( en um3)

corrESpondiente a cada canal del aparato. El contador de par­

tículas utilizado, permite visualizar electrónicamente el ta­
mañoy distribución de tamaños de la muestra mediante dos os­

ciloscopios. El primer osciloscopio de partículas da pulsos

cuyas amplitudes están directamente relacionadas con los tama­

ños de las particulas analizadas. El segundo osciloscopio su­

ministra el histograma de acumulación 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 estadísticamente según el Test "t"
de Student.

Ciclo intracelular

El estudio del ciclo intracelular se realizó en una cámara

de cultivo diseñada por Dvorak y Stotler (H1) (Nicholson Precision
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Instruments, Inc., Gaithersburg, Maryland), que permite la

observación continua de la interacción individual célula
huésped/parásito a nivel celular y subcelular bajo condicio­

nes ambientales controladas. La cámara se fija a 1a 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 posición de las cé­
lulas a observar en la cámara de cultivo mediante sus corres­

pondientes coordenadas. La cámara presenta dos conexiones;

una de entrada conectada a una bombade perfusión regulada

para proveer un flujo de 1 cms/hora de medio de cultivo RPMI

16u0 con 5%de suero fetal bovino inactivado; la otra conexión

es de salida a un erlenmeyer de 300 m1 de capacidad, utilizado

comodepósito del medio de cultivo descartado. Dos incubadoras

(Air Stream Incubator, NPI), que producen una cortina de aire,

mantienen constante la temperatura de la cámara.
Para estos estudios se utilizaron células BESM.'En una

cápsula de Petri de u cm de diámetro, se colocó un cubreobje­

tos de 25 mmde diámetro el cual se cubrió con 2 ml de una sus­

pensión de células (BBSM), en medio RPMIcon 5% de suero fetal

bovino inactivado, a una concentración aproximada de 10u células/

ml.Las células se incubaron durante 18 horas para permitir la

adhesión al cubreobjetos. Posteriormente se armó la cámara de

cultivo bajo condiciones de esterilidad. La cámara se llenó de
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medio RPMI16H0 con una jeringa plástica estéril de 3 ml de

capacidad. Las células se observaron al microscopio, contro­

lándose su estado y la dispersión de las mismas. Sólo se uti­
lizaron cámaras en las cuales las células se encontraban se­

paradas unas de otras por una distancia no menor al diámetro
de una célula.

Infección de la cámara de cultivo

'Tripomastigotes provenientes de cultivos celulares fue­
ron centrifugados, según lo anteriormente descripto, a una

velocidad de 300 g, durante 10 minutos a H°C, con el objeto

de eliminar restos celulares. El sobrenadante conteniendo los

parásitos fue recentrifugado a 1500 g, durante 10 minutos a

H°C. Los parásitos sedimentados se resuspendieron en medio

RPMI16u0 con 5%de suero fetal bovino inactivado a una con­

centración aproximada de 5 x 105 parásitos/ml. La inoculación

de la cámara se realizó con jeringa de 1 ml, bajo condiciones

de esterilidad, siendo el inóculo de 0,5 ml. La interacción

células-parásitos se mantuvodurante un lapso variable depen­

diente del clon de I. 2233i utilizado, con el objeto de evitar
la infección de más del 20%de las células totales de la cáma­

ra de cultivo. El exceso de parásitos se eliminó por lavado

con 5 ml de medio de cultivo, aproximadamente, conectándose lue­

go una jeringa de 20 ml conteniendo medio de cultivo a una bom­

ba de perfusión a un flujo continuo de 1 cm3/hora. Posteriormen­



.10

.durante toda la extensión del ciclo celular.

30

te se identificaron 25 a 30 células infectadas con 1-2 pará­
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 2a horas del día,

Se observaron al

menos16 ciclos intracelulares de los parásitos por clon, los

que fueron analizados mediante curvas de crecimiento generadas

a partir de los datos obtenidos por el conteo del númerode a­

mastigotes intracelulares durante el ciclo celular para cada

célula individualmente, posibilitandose así el análisis esta­
dístico de las diferencias individuales en el ciclo intracelu­

lar de cada clon de E. cruzi. La duración del ciclo intracelu­
lar fue determinada desde la infección de las células huéspe­

des hasta la liberación de los tripomastigotes para el 50%de

las células infectadas. Este criterio se adoptó debido a_las

variaciones intracelulares que presentaron desviaciones de has­

ta 1H horas con respecto a la media.

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

lular por una técnica citométrica por fluio laminar (Flow

Cxtometrv) (78).

La técnica de Citometría por flujo laminar involucra los

siguientes pasos:
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1) Preparación de una suspensión acuosa monodispersa de célu­
las o particulas.
2) Marcado del componente subcelular de interés mediante una

coloración específica.
3) Medición mediante un Citómetro de Flujo Laminar (Flow

Cytometer).

H) Análisis cuantitativo de los datos mediante el uso de una

computadora.

5) Interpretación de los resultados cuantitativos en términos

de su significado biológico.

El concepto fundamental de la Citometrïa por Flujo Lami­

nar se basa en el flujo, a alta velocidad, de una suspensión

acuosa de células o componentes subcelulares a través de una

región sensora, adonde se genera una señal óptica o electróni­

ca. Estas señales son analizadas y acumuladas para su evalua­

ción cuantitativa. Típicas tasas de flujo permiten la medición

de alrededor de 2000 células/segundo. Las células son general­

mente coloreadas con un fluorocromo. Un diagrama básico del

Citómetro por Flujo Laminar está representado en la figura 1.1.

Se utilizan métodoshidrodinámicos 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 emisión de fluorescencia. La

fuente de luz es generalmente un láser de argón o criptón. De
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esta manera, cada célula recibe una iluminación uniforme por

un período sumamente corto, de 1-3 micro segundos, y emite
fluorescencia. Unafracción de la fluorescencia de cada célu­

la es capturada por un dispositivo óptico y captada por un

fotosensor que genera una señal eléctrica proporcional a la

señal óptica. Las señales son amplificadas, medidas y acumu­
, . .analisis.ladas en una computadora para su posterior

Crecimientogy preparación de los clones de T. cruzi para

Citometría por Flujo Laminar

Los estadios epimastigote y tripomastigote de los clones

de 2. cruzi fueron utilizados para el análisis 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 concentración
de 105-107 parásitos/ml. Los epimastigotes en estado estaciona­
rio se cosecharon cuando la densidad de los cultivos alcanzó los

108 parásitos/ml. El estadío tripomastigote, proveniente de cul
tivo de células, fue cosechadoal final del primer ciclo intra­
celular con el objeto de disminuir el númerode amastigotes pre­

sentes en la fase líquida que aumenta después del primer ciclo

intracelular debido a 1a muerte de las células huéspedes por in­

fección múltiple. La concentración, fijación y coloración (Dvo­

rak, J.A., Comunicaciónpersonal, 79) de los parásitos se realizó
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en forma estéril. Los parásitos de cultivo fueron cosechados

en tubos de centrífuga de 15 ó 50 ml de capacidad y centrífu­

gados a 2000 g durante 10 minutos a H°C. A continuación se re­

tiró todo el sobrenadante del tubo, a excepción de 0,1 ml. Se

calculó previamente el volumeninicial de la suspensión de pa­

rásitos de cultivo, de modotal que el volumen final de 0,1 ml

contuviera 108 parásitos/ml. La suspensión de parásitos fue fi­

jada por el agregado de 0,3 m1 de una solución conteniendo 1%

de Tritón X-100 (Packard Inst.Comp.Inc., Illinois) y 0,2 Mde

sacarosa en una solución tampón de 0,05 Mde citrato de sodio­

fosfato, a pH 3,0 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Lue­

go de la fijación, la suspensión de parásitos se diluyó en una

solución salina fosfato-tamponada de pH 7,2, conteniendo 0,15 M

de NaCl y 125 mMde MgCl2 (PES-Mg). El resto de la técnica se

desarrolló a H°C, recubriándose los tubos con papel de aluminio

para mantener el material a oscuras, con el propósito de evitar

la degradación del colorante por la luz. El DNAde los parásitos

se coloreó "in situ", durante 30 minutos, por el agregado de 0,1

m1 de una solución de 1 mg/ml de mitromicina (Polysciences Inc.,

hárrington, Pennsylvania). Este componenteutilizado para colo­

rear DNA(80) es un antibiótico de alto peso molecular, con alta

afinidad por DNAhelicoidal pero no por RNA. La mitromicina se

une a la Guanina en presencia de un catión bivalente (81); La

suspensión de parásitos coloreados para DNAfue diluída a razón
de 1:10 (V/V) con PBES-Mg,dejándose equilibrar durante por lo
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menos 18 horas previamente al análisis por Citometría por Flujo

Laminar. Una suspensión de epimastigotes de la cepa Tulahuen de

2. grugi fue preparada conjuntamente con las preparaciones de

parásitos para análisis citométrico por flujo laminar y utiliza­
da comocontrol standard de la coloración. Cada suspensión de

parásitos fue filtrada a través de un filtro Nitex de 10 um (To­

ble, Ernest and Traber Inc., NewYork, NewYork) para eliminar

ocasionales acúmulos de parásitos.

Instrumentación y análisis del Citómetro de Flujo Laminar

El análisis del contenido de DNAtotal por parásito fue rea­

lizado con un instrumento EPICS-II "Flow Cytometer Cell Sorter".

Este instrumento fue originalmente desarrollado por Particle

Technology Inc., Los Alamos, NewMexico, siendo el predecesor del

modelo EPICS-Vactualmente producido por Coulter Electronics Inc.

Este equipo tiene incluída una computadora digital Modek>PDP8/E

(Digital Equipment Corporation, Maynard, Massachusets). A tra­

vés de una iterfase RS-232c agregada a la terminal Tektronix "010

de la computadora PDP8/E se posibilita el uso de un Graficador

Digital Tektronix H662 CTektronix Inc., Ecaverton, Oregon).

Para estabilizar el sistema, el rayo láser, los sensores e­

lectrónicos, la computadoray el sistema de fluidos son puestos

en funcionamiento durante H5minutos previamente al uso del ins­

trumento. La estabilidad es controlada por la salida en los sen­
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sores de dispersión de luz y del fotomultiplicador durante el

flujo normal de la camisa con solución isotón en la cubeta de

flujo. En este caso el rayo láser es operado a un longitud de

onda de H57 nm, con una salida de 150 mwde luz estabilizada.

Se utilizó un filtro barrera de 530 nmque excluye la luz del

láser y permite el pasaje de la luz fluorescente emiti­

da al fotomultiplicador (PMT).La información sobre el pico de

los pulsos en el espectro de emisión es recolectada y mostrada
comouna distribución de frecuencias con una resolución de 512

canales. En esta distribución la localización del canal es di­

rectamente proporcional a la intensidad de emisión de fluores­

cencia. Por lo tanto, la frecuencia de distribución representa

un histograma de DNAtotal/organismo versus número (cuentas) de

células. El máximonúmero de cuentas por canal se fijó en “096,

ajustándose el índice de acumulación de modotal_que se examina­

ron aproximadamente 2000 parásitos/segundo.

1.13 Calibración externa mediante un material biológicg_

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

lulares (Dvorak, J.A., comunicación personal, 79). Los glóbulos

.rojos fueron posteriormente-lavados con solución salina buffer­
fosfato y mantenidos a H°C. Cada vez que se realizó un análisis
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citométrico por flujo laminar, se diluyó una muestra de la sus­

pensión de glóbulos rojos en solución Coulter Isotón II a una

concentración tal que permitiera obtener 2000 cuentas/segundo,

bajo las mismascondiciones utilizadas para el análisis del
DNAtotal/parásito de los clones dc É. cruzi.

Calibración interna de la electrónica del Citómetro de Flujo
Laminar

‘La estabilidad y calibración de los elementos electrónicos

utilizados en la detección de fluorescencia fue controlada perió­

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 hhvetek, modelo 1H2 (havetek Inc., San Diego, California).

La señal 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 variación

(CV)de los pulsos. El coeficiente de variación (CV)se define co­

mo CV: S/i x 100,donde S es la desviación standard y i es la me­

dia de la distribución.

Calibración externa del Citómetro de Flujo Laminar

Se utilizaron microesferas fluorescentes de 10 umde diáme­

tro (Fluorepheres, lote 30MB,Coulter Electronics Inc.) para eva­

luar la estabilidad del Citómetro de Flujo Laminar en condiciones
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operativas (82). A intervalos regulares se determinó el CVme­

diante la frecuencia de distribución de los pulsos de fluores­
cencia de una muestra de microesferas. Para cada determinación

individual de DNAtotal/parásito se recolectaron tres espectros.

El primer espectro recolectado correspondió al de una muestra de

eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido. A continuación,
se obtuvo el espectro de la muestra de parásitos coloreada con

mitromicina. Finalmente, se obtuvo un segundo espectro con eri­

trocitos de pollo fijados con glutaraldehido. Epimastigotes de
la cepa Tulahuen de 2. 2233i, preparados y coloreados simultá­

neamente bajo las mismas condiciones que los preparados de pará­

sitos para el análisis de DNAtotal/organismo de los clones de

Ï. grugi, suministran el último espectro. Todos los espectros
obtenidos fueron archivados en cintas magnéticas y transferidos

al papel mediante un graficador Tektronix H662. 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 población de organismos, y por el número de células en el

eje de las ordenadas. Por lo tanto, el espectro representa la

distribución del contenido de DNA/organismode una población. Co­

mo el contenido de DNAcelular varía entre N y 2N durante el ci­

clo celular, se puede dividir al ciclo del DNAcelular (83) de

acuerdo al mismo. Consecuentemente, en una población celular da­

da, se encontrarán células que presentan contenido de DNAigual
a N, las cuales se encuentran en el período G1 durante el cual
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no hay síntesis de DNA;dicho período es seguido por el pe­

ríodo de síntesis de DNA,durante el cual se produce 1a dupli­

cación del mismoy que está representado por aquellas células

que presentan contenidos de DNAintermedios entre N y 2N (pe­

ríodo S); a continuación se observa un segundo período carac­

terizado por la ausencia de síntesis de DNA(período GZ) que
está representado por aquellas células que ya han duplicado

su genoma (2N) y que culmina con el evento morfológico de la

mitosis, completándoseel ciclo celular. Los distintos métodos

utilizados normalmente para definir G1, S y G2 no determinan

el período mitótico M, que puede ser incluído en G2 o ser de­

terminado separadamente (8M).

De esta manera, es posible analizar y determinar gráfica­

mente la localización 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 parásitos a analizar y para los eritroci­
tos de pollo. Por lo tanto, el contenido de DNAtotal/ parási­

to se puede expresar en unidades arbitrarias, comopor ejemplo

(Gl(P) /X CE (P)) / (G1(T) / X CE (T)), donde P es la muestra

de parásitos que está siendo analizada, T es la de los epimas­

tigotes de la cepa Tulahuen, G1(P) es la posición del canal

que corresponde al pico G1 de la muestra de parásitos que está

siendo analizada, X CB (P) es la media de la posición de los

'canales obtenidos del primer pico y segundo pico de los espec­

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



39

posición del canal que corresponde a1 pico G1 de la cepa Tula­

huen y finalmente X CE (T) es la media de la posición de los ca­

nales correspondientes al primer pico y segundo pico de los es­

pectros de eritrocitos de pollo para el espectro T. Se realizó

un mínimo de tres determinaciones indepmxfihntesdel contenido de

DNAtotal/parásito, espaciadas en el tiempo, para cada clon de

I. 2333i estudiado. El estudio del ciclo de DNAcelular de 2.

9235i analizado por Citometrïa de Flujo Laminar, se realizó si­

guiendo el protocolo anteriormente descripto. Las proporciones

de células presentes en las fases G1, S y G2 se determinaron gráu

ficamente mediante un Graficador Tektronix “662, utilizándose

una computadora Tektronix 4051 para integrar el área del espec­

tro de la muestra de parásitos a analizar. Qe determinó la ubi­

cación del pico correspondiente a G1. El doble de la distancia

entre el origen y G1 correspondió al pico G2. Habiéndose deter­

minado gráficamente Gl y G2, se realizaron los cálculos de los

procentajes de células en Gl, S y G2 (figura 1.2) integrándose

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 área total del espectro. Por lo tanto, (G1 = 2.Y),

(G2 = 2.2) y (S=XíM-G1+G2).

Cuantificación del DNAtotal, DNAnuclear y DNAextranuclear o

kinetoplástico (k-DNA)4porparásito mediante Microespectrofluoro—.
metría.
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Tripomastigotes derivados de cultivo celular en BESMfue­
ron fijados y coloreados con mitromicina, utilizándose el mis­

moprotocolo que para el análisis citométrico por flujo laminar,

cuantificándose el ADNtotal/parásito, el DNAnuclear/parásito
y el DNA-kinetoplástico/parásito en base a la intensidad rela­

tiva de fluorescencia por el Métodode Microespectrofluorometria.

Para este propósito se utilizó un microscopio Leitz Ortholux 2

MPVcompacto. La longitud de onda de excitación del fluorocromo

fue del rango de 390-“90 nm. La luz de excitación fue eliminada

del fotomultiplicador mediante un filtro barrera de 515 nm. El

tiempo de exposición de la excitación fue de 0,25 segundos y se

recolectaron un minimode 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 vírgenes con concentraciones de 10.000

a 50.000 parásitos/ml provenientes 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 incubación 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 período dc incubación, los cultivos fue­

ron centrifugados a 1000 g durante un lapso de 10 minutos y los

parásitos sedimentados fueron resuspendidos en medio de cultivo

fresco y reincubados a 26°C durante un nuevo período de 50 - 70

horas.

A partir del segundo pasaje, el cambio de medio se realizó

colocando el frasco de cultivo en posición vertical durante un

período de 1 minuto, con lo cual los acümulos de amastigotes se­

dimentaron más rápidamente que los epimastigotes que permanecie­

ron en suspensión, extrayéndose a continuación aproximadamente el

90%del medio de cultivo con extremo cuidado de no producir agita­

ción, el cual fue reemplazado con medio LIT fresco. Los pasajes

subsiguientes, del H°al 7°, se realizaron siguiendo esta sencilla
metodología, manteniéndose estrictamente el intervalo de 50 - 70

horas entre subcultivos. E1 tiempo de sedimentación se redujo a

aproximadamente 15 segundos en los pasajes sucesivos, siendo po­

sible extraer prácticamente todo el medio de cultivo, debido a

que la mayoría de los acúmulos de amastigotes permanecen adheri­
dos al fondo del frasco de cultivo. Unavez establecido el culti­

vo de amastigotes, el mantenimiento se realizó por pasajes seria­

dos a una concentración de'3 x 106 - 1 x 107 parásitos/ml.

El mismoprotocolo fue utilizado para obtener cultivos de

amastigotes de los clones Miranda/80, Miranda/91, CA-I/Bu y de la
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cepa Tulahuen de EL cruzi. El tiempo transcurrido entre los su­

cesivos pasajes fue aproximadamente igual al doble del tiempo

de duplicación correspondiente. Todos los datos presentados so­

bre el estudio de los amastigotes extracelulares corresponden
al clon Miranda/83, salvo indicación contraria.

Cinética de crecimiento de los cultivos de amastigotes en medio

LIT

El desarrollo de los cultivos de amastigotes se monitoreó

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 ü días. Los cultivos

se agitaron vigorosamente antes de la toma de cada muestra con

el objeto de disgregar los acümulos de amastigotes. Las muestras

extraídas fueron diluídas en Solución Coulter Isotón II y agita­

das nuevamente, comopaso previo a la determinación del número

de parásitos. Parte de la muestra se utilizó para el recuento de

las formas amastigotes y epimastigotes presentes.

Coloración de Giemsa

La coloración de los distintos estadios de_I¿ cruzi fue rea­
lizada mediante extendidos sobre portaobjetos secados a 120°C du­

rante 3 minutos. Los parásitos fueron luego fijados con etanol o

metanol durante 5 minutos y posteriormente coloreados con una so­
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ludión de colorante de Giemsa al 1,5% durante 30-60 minutos. A

continuación se procedió a lavarlos con agua desionizada y se

los secó a temperatura ambiente previamente al montaje. El re­

cuento de los parásitos de los distintos estadios de 2. cruzi
en los preparados coloreados con Giemsa se realizó a u25 aumen­

tos. Se contaron de 200 a “00 parásitos, diferenciándose los

epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes según su morfolo­

gía general y según las posiciones relativas del kinetoplasto

con respecto al núcleo (85). Los datos se expresaron comopor­

centajes de los distintos estadios de 2. crugi presentes.

Análisis del desarrollo de los cultivos de amastigotes por Cito­

metría por Flujo Laminar

Los amastigotes fueron fijados y coloreados para Citometría

por Flujo Laminar, utilizándose a tal efecto el mismoprotocolo

descripto anteriormente para epimastigotes de I. 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 análisis de la muestra, con el objeto de asegurar la

obtención de una suspensión monodispersa de amastigotes. El cálcu­

lo de las fases Gi, S y G2del ciclo celular fue realizado a partir

de los perfiles obtenidos, según se ha descripto anteriormente.

Incubación de ¿mastigotes ngpimastigotes 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 solución buffer de fosfato (PBS), a una concentra­

ción aproximada de 2 x 106 parásitos/ml, adicionándose a continua­

_ción un 25%(V/V)de suero normal humano como fuente de complemento
e incubándose a 37°C durante 30 minutos. Se evaluó la acción del

complemento sobre los organismos mediante la observación de una

muestra de la suspensión de parásitos bajo microscopio de contras­

te de fase. La viabilidad de los parásitos luego de la incubación

en presencia de complemento se evaluó mediante una curva de creci­

miento, para lo cual se centrifugó a los parásitos a 1000 g duran­

te 10 minutos a H°Cy se los resuspendió en medio LIT, incubándose­

los posteriormente a 26°C. El desarrollo de los cultivos fue deter­

minado según se describió anteriormente.
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RESULTADOS

Evolución de los aislamientos unicelulares de Trypanosomacruzi

De los 31 aislamientos originales realizados mediante micro­

manipulación, 10 (59%) de los aislamientos del paciente Miranda

y 9 (su%) de los aislamientos provenientes de la cepa CA-I, desa­

rrollaron a una densidad suficiente comopara ser expandidos y

mantenidos posteriormente por pasajes seriados. De los restantes

12 aislamientos, 2 fueron descartados por presentar contaminación

bacteriana y los 10 restantes fueron descartados después de un

año por no detectarse desarrollo de parásitos. Los primeros clo­

nes en los que se observaron formas de división de los parásitos

fueron los clones CA-I/70 y CA-I/72, a los 30 días posteriores

al aislamiento. El clon Miranda/91 fne el último en presentar

desarrollo detectable a los 210 días post-aislamiento. El 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 indhúduales de la cepa Tulahuen y

de los clones fueron generadas a partir de los datos de concen­

tración de parásitos/ml obtenidos durante la evolución de los

cultivos. Ejemplos de las mismas se ven representados para 1a
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cepa Tulahuen y los clones CA-I/69 y Miranda/8M en las Tablas

2,01 A , 2.03 A y 2.05 A; Figuras 2.01, 2.03 y 2.05. A par­

tir de la región correspondiente a la fase exponencial de

la curva de crecimiento se calcularon, en forma computariza­

da,el coeficiente de correlación (r) y el tiempo de duplica­

ción de los parásitos, comose observa en las Tablas 2.02 A,

2.0H A y 2.06 A; Figuras 2.02, 2.0H y 2.06. Sólo se presenta

la fase exponencial de una curva de crecimiento por clon, jun­

tamente con los datos de concentración de parásitos/ml en fun­

ción del tiempo (Tablas 2. 1 A-2.19 A y Gráficos 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 duplicación e incluyen los pará­

metros estadísticos obtenidos a partir de los tiempos de dupli­

cación derivados de los datos experimentales obtenidos para ca­

da clon, a saber, valor medio del tiempo de duplicación (Ñ) y
error standard.

Tanto las diferencias entre tiempos de duplicación de clo­

nes pertenecientes a un mismoorigen, comolas diferencias en­

tre los dos grupos de clones,.fueron analizadas estadísticamen­

te mediante el Test "t" de Student. En la Figura 2.20 están re­

presentadas las curvas de crecimiento de las tres poblaciones

en sus fases de desarrollo exponencial. Dichas curvas teóricas

fueron generadas a partir de los respectivos valores medios. La
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comparación de las medias de los tiempos de duplicación de los

grupos CA-I (0) y Miranda (A) y de la cepa Tulahuen (*), no re­

veló relación estadística con respecto a sus tasas de crecimien­
to.

Las diferencias entre tiempos de duplicación de los 19 clo­

nes de Z. 2325i se ven representadas gráficamente en la Figura

2.21. Se comparó individualmente el tiempo de duplicación medio

de cada grupo con la media de cada clon perteneciente a ese gru­

po, determinándose que los clones CA-I/SQ, CA-I/70 y CA-I/71 di­

fieren estadísticamente de la media del grupo CA-I, siendo los

tiempos de duplicación de los clones CA-I/59 y CA-I/70 más altos

que la media de duplicación del grupo de clones CA-I y el tiempo

de duplicación del clon CA-I/71 significativamente menor que el

del grupo CA-I. Las diferencias de tiempos de duplicación entre

los clones CA-I/59 y CA-I/70 fueron analizadas por el Test de "t",

comprobéndoseque sus tiempos de duplicación son estadísticamente

distintos, los que demuestra que la cepa CA-I está compuesta de

por lo menoscuatro subpoblaciones definidas por las tasas de cre­

cimiento de epimastigotes en medio axénico. El mismocriterio fue

utilizado para analizar las diferencias en tiempo de duplicación

de los clones Miranda. En este grupo de clones, el clon Miranda/83

presenta un tiempo de duplicación significativamente menor que la

media del grupo Miranda. consecuentemente, el grupo de clones Mi­

randa está constituido por dos subpoblaciones con respecto al cre­
cimiento en cultivos axénicos.
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El análisis comparativo de los valores de tiempo

de duplicación de cada clon con respecto a la media del otro

grupo de clones reveló que, el tiempo de duplicación del clon

CA-I/59, cuya tasa de crecimiento es significativamente menor

con respecto al grupo de clones al cual pertenece, es similar

al del grupo Miranda. Inversamente, el clon Miranda/83 presen­

ta un tiempo de duplicación similar al del grupo CA-I, difi­

riendo significativamente de su grupo. Los clones CA-I/70 y
CA-I/71constituyen 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 posición intermedia entre el grupo

CA-I y el grupo Miranda. El clon CA-I/71 presenta un tiempo

de duplicación intermedio entre el grupo CA-I y la cepa Tula­

huen. Considerando los 19 clones de E. 2323i en conjunto, es­

tos clones constituirían cuatro grupos integrados comose de­

talla a continuación: 1) CA-I/71 constituye el grupo de mayor

tasa de crecimiento. 2) CA-I/GH, CA-I/GS, CA-I/67, CA-I/69,

CA-I/72, CA-I/73 y Miranda/83. 3) CA-I/70. H) CA-I/59, Miran­

da/75, Miranda/76, Miranda/77, Miranda/78, Miranda/BO, Miran­

da/BH, Miranda/88 y Miranda/91 constituyen el grupo con menor
tasa de crecimiento.

. VolumenModal de clones de Í. cruzi en el pico de desarrollo

exponencial de crecimiento
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Durante la evolución de un cultivo de células en estado

asincrónico de desarrollo, la distribución de los volúmenes
celulares de la población aumenta hasta alcanzar un valor má­

ximo. Posteriormente, la población entra en su fase de desarro­

llo estacionario y el volumencelular disminuye (8H).Los datos

obtenidos de los picos de volumen modal de los 19 clones y de

la cepa Tulahuen de 2. 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

volúmenes modales de los 19 clones y la cepa Tulahuen de 2. gru­

zi se encuentran gráficamente representadas en la Figura 3.1.
El análisis estadístico de las diferencias observadas en el vo­

lumen modal de los dos grupos de clones fue analizado mediante

el Test "t". El 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 determinó 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 2. 9322i analizados." El aná­
lisis estadístico de las diferencias en el Golumenmodal

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 grupo CA-I. El 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 volúmenes modales de

los dos grupos de clones no difieren significatiyamente de la

media de la cepa Tulahuen. Debido a 1a dispersión en el volumen

modal pico de los clones, no existe una clara sepa­

ración entre los grupos Miranda y CA-I, presentándose una dis­

tribución superpuesta representada por los clones CA-I/59 (27,6

_+_1,5 um3), CA-I/6H (28,6 i 0,8 pm3), CA-I/72 (28,3 i 1,3 um3),

Miranda/88 (29 i 0,6 uma) y Miranda/91 (27,5 i 0,7 uma). Por lo

tanto, considerando las medias aritméticas del volumenmodal pi­

co comocriterio de clasificación podemosdistinguir tres subpo­

blaciones en el grupo de clones CA-I, constituyendo el clon CA-I/

70 la subpoblación de menor volumen modal del grupo CA-I, el clon

CA-I/69 la segunda subpoblación con un volumen modal intermedio

y estando integrada la tercera subpoblación por el resto de los

clones del grupo CA-I. El grupo Miranda está constituido por

dos subpoblaciones, utilizándose comocriterio el volumenmodal

pico de la media aritmética de los clones que los constituyen;

una subpoblación está representada por el clon Miranda/83 y el

resto de los clones Miranda constituye la segunda subpoblación,

que.es la de mayor volumen modal.

La variabilidad inter-experimental de estos parámetros, 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. Bs­

te grado de variación para ambosparámetros es despreciable y se
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encuentra dentro del error experimental, demostrandola estabili­

dad de los clones de 2. cruzi durante el transcurso de este estu­

dio. Dos clones CA-I/GHy Miranda/83, mantenidos por pasajes se­

riados bisemanales durante 1MBpasajes, fueron estudiados con

respecto a estos parámetros durante el transcurso de un año y me­

dio sin mostrar variaciones inter-experimentales superiores a
las mencionadas anteriormente.

cruziEstudio del ciclo intracelular de clones de T.

El estadío reproductivo de 2. cruzi en el huésped vertebra­
do se desarrolla intracelularmente en la célula huésped. El pro­

pósito de este estudio fue determinar si existen diferencias en­
tre las distintas fases del ciclo intracelular entre clones de

2. cruzi y si existe correlación entre el tiempo de duplicación
de los amastigotes intracelulares y el tiempo de duplicación de

los epimastigotes en medio de cultivo líquido, y por otra parte

confirmar la heterogenicidad de 2. cruzi mediante la utilización
de otro parámetro biológico.

En este estudio se utilizaron cinco clones de E. cruzi, ana­
lizándose los siguientes parámetros: período quiescente (lag), que

es el lapso que transcurre desde la penetración del tripomastigo­

te hasta el inicio del periodo multiplicativo del amastigote; fa­
se multiplicativa del parásito por la cual es posible calcular
el tiempo de duplicación y el número de generaciones y finalmen­

te la transformación del amastigote a tripomastigote, última etapa
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del ciclo intracelular del parásito que culmina con la libera­

ción de los tripomastigotes por ruptura de la célula huésped.

Los datos obtenidos sobre la evolución temporal de un parásito,

desde su penetración en la célula huésped hasta la liberación

de tripomastigotes, para cada uno de los clones se ejemplifi­

can en las tablas (H.1, H.3, M.5, u.7). Los mismos se encuen­

tran expresados en horas post-infección/N°de parásitos. De los

datos tabulados se generaron curvas de crecimiento (Figuras

“.1, “.3, H.5, u.7) a partir de las cuales se determinaron las

fases de desarrollo exponencial correspondientes a cada ciclo
intracelular. Los datos utilizados para graficar las fases ex­
ponenciales de los ciclos intracelulares se presentan en las

Tablas (H.2, u.u, 4.6, 4.8, H.9). A partir de las curvas corres­

pondientes a las fases exponenciales generadas se calcularon el

período lag o quiescente, el tiempo de duplicación de los amas­

tigotes y el coeficiente de correlación para cada célula huésped

infectada (Figuras H.2, H.H, “.6, 4.8, u.9)¿ El resumen de los
datos delos ciclos intracelulares se expone en las Tablas (4.1 A,

¡4.3A, ¡4.5A, u,7 A,u,9Ayu,1B, u.3 B, ¡4.5 B, u.7 B, u.9 B) que dc.­

tallan en forma individual el período lag y el tiempo de duplica­

ción, respectivamente. Asimismo,dichas tablas detallan las medias

y errores standard de los períodos lag y del tiempo de duplicación.

Las medias de los valores de los tiempos de duplicación de epimas­

tigotes en medio LIT y de amastigotes intracelulares, período lag,
ciclo intracelular total y númerode generaciones de los clones
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estudiados se encuentran tabulados en la Tabla (“.10). Las di­

ferencias observadas entre los tiempos de duplicación de los

clones estudiados son estadísticamente significativas. El estu­
dio estadístico de los períodos lag o de quiescencia no reveló

diferencias significativas entre los clones CA-I/72y CA-I/73,

mientras que las diferencias observadas entre los restantes

clones resultaron estadísticamente significativas. El lapso

transcurrido entre la visualización de los primeros cambios mor­

fológicos de los amastigotes en su transformación a tripomasti­

gotes y la liberación de los mismos fue de aproximadamente 2M

horas para todos los clones estudiados. El númerode generacio­

nes estimado por el númerototal de parásitos 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 parásitos por ciclo intra­

celular. A pesar de las dificultades encontradas para determi­
nar con exactitud el númerode generaciones intracelulares, de­

bidas a errores de conteo del númerofinal de parásitos por cé­

lula huésped, se pudo determinar que existen diferencias con

respecto al númerode generaciones intracelulares entre los clo­

nes, de hasta 3 generaciones como máximo y de una generación

intracelular comomínimo.

La duración del ciclo intracelular fue clon dependiente,

correspondiendo al clon CA-I/72 el ciclo de menor duración

(“,5 días), con excepción del clon Silvio X-10/5, mientras que
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el clon Miranda /BO presentó el ciclo dc mayor duración

(9 días). En la tabla (".10) se observa que existe una rela­

ción directa entre el tiempo de duplicación intracelular de

los distintos clones y la duración de sus ciclos intracelula­

res. O sea, a mayor tiempo de duplicación de los amastigotes

mayores la duración del ciclo intracelular. Unarelación si­

milar se deduce de la comparación entre los tiempos de dupli­

cación intracelulares y los períodos lag de los clones corres­

pondientes. Asimismoa partir de los datos detallados en la

Tabla (H.10) y de la Figura (H.11) se puede apreciar que

existe una relación entre los tiempos de duplicación de los

estadios epimastigote y amastigote. Bs posible definir una

correlación mediante el cálculo teórico de la curva que

mejor se ajuste a los valores experimentales. Mediante com­

putación se graficó el tiempo de duplicación de los a­

mastigotes intracelulares (abscisas) versus tiempo de du­

plicación de los apimastigotes en medio LIT (ordenadas),
analizándose la correlación entre los datos experimenta­

les y la curva teórica definida por la ecuación:

(y = a + b/x), en la cual el parámetro y corresponde al tiem­

po de duplicación en horas de los epimastigotes, a y b son

constantes y finalmente el parámetro x corresponde al tiempo

de duplicación en horas de los amastigotes intracelulares.

De la ecuación anterior, se deduce que: x = b/(y-a), o sea que

dado el tiempo de duplicación en horas de los epimastigotes es

posible calcular el tiempo de duplicación de los amastigotes
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y b = -526,36, respectivamente. Esta curva que mejor se ajusta

a los valores experimentales presenta un coeficiente de corre­

lación r = 0.988 (Fig. H.11 A).

La relación observada entre el período lag y el tiempo de

duplicación (Fig. “.12) se analizó en forma similar, graficán­

dose el tiempo de duplicación de los amastigotes intracelulares

versus el período lag. En este caso, la curva que mejor se ajus­

ta a los datos experimentales está definida por la ecuación

y = x / (a + bx), en la cual el parámetro y corresponde al perío­

do lag en horas, siendo x el tiempo de división en horas de los

amastigotes, a y b son constantes que definen la curva. De

la ecuación anterior, se deduce que: x = y.a / (1 - yb). 0 sea:

x(tiempo de duplicación de los amastigotes) = y (período lag). a/

(1 - y.b). Los valores obtenidos para ambas constantes son

a = 0,36 y b = 0,012,respectivamente, siendo el coeficiente de

correlación r = 0,982 (Figura H.12 A).

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

los clones de T. cruziJ obtenido por Citometría por Flujo Lami­
nar.

La distribución del DNAde una población celular en creci­
miento asincrónico contiene información detallada sobre su ciné­

tica de crecimiento. Los respectivos perfiles de DNAse caracte­

rizan por presentar demarcaciones que los distinguen; el pico
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mayor, con un contenido de bNAexpresado en unidades relativas,

se debe a las células que se encuentran en la fase Gl del ciclo

celular; el pico menor, que se encuentra ubicado en un contenido

de DNAdel doble del pico G1, corresponde a células en fase G2-M.

La distribución continua entre ambospicos corresponde a aquellas

células que se encuentran transitando la fase S. Esta distribu­

ción del DNAno varía durante el crecimiento exponencial de una

población celular. En cambio, durante la fase estacionaria, el

pico correspondiente a G1 aumenta proporcionalmente a la dismi­

nución del pico de las células que se encuentran en G2 y S. En

poblaciones de 2. cruzi se observó el mismo comportamiento an­

teriormente detallado. En la Figura 5.1 se observa la distribu­

ción del DNAen poblaciones de 2. 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 parásitos 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 único en este último caso, confirma que el estadío tripomas­

tigote es una célula arrestada en forma continua en G1 o en Go.

La localización del canal correspondiente al pico G1de ca­

da uno de los clones de 2. cruzi fue constante para parásitos
en fase exponencial o fase'estacionaria de desarrollo y para tri­
pomastigotes derivados de cultivos celulares. Consecuentemente,

este parámetro es independiente de la posición del parásito en
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La intensidad de fluorescencia emitida por glóbulos ro­

jos de pollo fijados con glutaraldehido fue de magnitud simi­

lar a la fluorescencia correspondiente al pico Gl de muestras

de 2. 9333i coloreadas con mitromicina. Por lo tanto, el pico
único de los histogramas derivados de eritrocitos de pollo re­

sulta ser un excelente estandard para comparar los picos G1

de los histogramas de DNAderivados de parásitos coloreados con

mitromicina. La localización, con respecto al pico único de gló­

bulos rojos de pollo, del canal correspondiente al pico G1 para

parásitos coloreados con mitromicina fue constante para cada

clon de 2. grggi. Sin embargo, la posición del canal correspon­

diente al pico G1con respecto al estandard fue distinta para

cada uno de los clones de 2. grggi estudiados. Las diferentes

localizaciones de los picos correspondientes a Gl de los clones

CA-I/Guy Miranda/80 se encuentran representadas gráficamente

en la Figura 5.2, obtenida por la superposición de los respec­

tivos perfiles de distribución del DNA.

En la figura 5.3 se muestran las diferencias obtenidas en

el contenido total/organismo entre clones. El grupo CA-I y el

grupo Miranda pueden separarse estadísticamente (límite de con­
fianza del 95%)en base a las medias relativas del contenido

total de DNA/organismode cada grupo. La diferencia es de apro­

ximadamente un 12%, siendo la diferencia máxima del DNAtotal/

organismo de los 19 clones de Z. cruzi superior al 20%.
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El clon Miranda/78 presenta un contenido de DNAtotal/

organismo significativamente menor que la media del conteni­
do de DNAtotal/organismo del grupo dc clones Miranda. Las

diferencias en el contenido total de DNAtotal/organismo en­
tre los clones del grupo CA-I no fueron significativas con

respecto a la media del grupo.

En la figura 5.“ se encuentran representadas las medias

de las intensidades de fluorescencia del núcleo, kinetoplasto

y DNAtotal/tripomastigote de cuatro clones de E. 9233i: 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 H,6%más alta que la del

clon CA-I/71. De manera semejante, la media del clon Miranda/88

fue H,2%más 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 DNAtotal/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 H,5%mayor con respecto al clon Miranda/75. Esta discrepan­

cia se debe probablemente al reducido número de muestras anali­

zadas por espectrofluorometria._Sin embargo, las diferencias en

contenido de DNAtotal/organismo entre los clones de los grupos

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

fueron confirmadas por Microespectrofluorometria (27%). Se encon­

tró que las diferencias de DNAinterclonales se deben tanto a
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diferencias de contenido de DNAdel núcleo como del kineto­

plasto. La mayordiferencia intercldnal en la intensidad de

fluorescencia media para el núcleo fue del 38%, mientras que

la mayordiferencia interclonal encontrada para el kinetoplas­

to fue del 25%,para los cuatro clones analizados por espec­
trofluorometria. Sin embargo, la razón entre el contenido de

DNAdel núcleo y del kinetoplasto es de 2,07 y l,97 para los

clones CA-I/71 y CA-I/72,respectivamente. Para los clones Mi­

randa/75 y Miranda/88 la razón fue de 3,53 y 3,20,respectiva­
mente.

Estudio de las formas amastiggtes en cultivo axénico

La obtención y el mantenimiento de amastigotes en medio

de cultivo libre de células se basó en el estricto cumplimien­

to del protocolo descripto en Materiales y Métodos, cuyo fun­

damentoes el pasaje seriado a intervalos regulares determina­

dos por el tiempo de duplicación de los parásitos. La evolución

de los cultivos fue similar, independientemente del origen de
los mismos.

En los cultivos de amastigotes originados a partir de cul­

tivos de epimastigotes, el númerode epimastigotes decrece en

los sucesivos pasajes al ser eliminados los epimastigotes en
suspensión con cada cambio de medio. En cambio el número y ta­

mañode lo acümulos de amastigotes aumenta progresivamente, al­
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caniando diámetros de hasta 0,1-2 mm(Fotos 1,2). La Foto 3

corresponde a un cultivo de amastigotes dispersados previa­

mentepor agitación. En cultivos originados a partir de tri­

pomastigotes provenientes de cultivo de células se observó
que la mayoría se transforman en amastigotes, observándose

acümulos y ocasionalmente formas flageladas en los primeros

pasajes. La pureza de los cultivos de amastigotes obtenidos

y el desarrollo de los mismos dependió del período de tiempo

transcurrido entre pasajes sucesivos, siendo el lapso óptimo

de 50-70 horas para el clon Miranda/83. Se han mantenido cul­

tivos de amastigotes del clon Miranda/83 con una pureza no
menor de 99,9% durante más de un año y medio, en más de 15

experimentos independientes realizados en ese lapso. El mis­

moprotocolo utilizado con los clones Miranda/80, Miranda/91,

CA-I/GHy con la cepa-Tulahuen de E. cruzi permitió la obten­

ción 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 duplicación 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, realizándose cultivos de
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epimastigotes del mismoclon en forma simultánea bajo idénti­

cas condiciones experimentales. En la Figura 6.1 se represen­

ta gráficamente el desarrollo de epimastigotes del clon Miran­

da/83 en fase de crecimiento exponencial, según se describió
anteriormente (ver Sección 2 de Resultados). Los datos corres­

pondientes se detallan en las Tablas 6.1 A y 6.1 B. La evolu­

ción de los cultivos de amastigotes durante 21 días sin cambio

de medio de cultivo (cultivos no perturbados de amastigotes)

se ve representada gráficamente por las curvas de crecimiento

de la Figura 6.2 (Tablas 6.2 A y 6h2 B), caracterizadas por

presentar tres fases: una primera fase de crecimiento exponen­

cial, con una duración aproximada de tres días y un tiempo de

duplicación medio de 33,12 horas (Tabla 6.2 C), en la cual se

registra un aumentode cuatro veces la concentración inicial

de parásitos, equivalente a dos generaciones. A continuación

se observa una fase de aproximadamente 10 días de duración,

denominadafase de transformación, caracterizada por el bajo

incremento del número de parásitos, que presenta un tiempo de

duplicación de 262 horas, seguida finalmente por una segunda

fase de crecimiento exponencial cuyo tiempo de duplicación es

intermedio entre los tiempos de duplicación de la primera y se­

gunda fases de crecimiento exponencial. Esta segunda fase de

crecimiento exponencial es variable en cuanto a su duración y

al tiempo de duplicación de los parásitos, siendo dependiente

de la concentración inicial de parásitos en el cultivo. Esta
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atípica curva de crecimiento se debe al hecho de que durante
el desarrollo de la mismase produce la transformación de los

amastigotes en epimastigotes (Figura 6.H). Se observa que du­

rante la primer fase de crecimiento exponencial, todos los pa­

rásitos son amastigotes, observándose un 100%de formas amas­
tigote hasta el día 3. Subsecuentemente, los amastigotes se

transforman en epimastigotes. Esta transformacián 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 Númerode tripanosomas/ml se debería a la ini­

ciación de la división 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 parásitos estudiadas (5 x105 a

2 x107 amastigotes/ml). Si el cultivo de amastigotes es'repica­
do al final de la primera fase exponencial, o sea antes de la

iniciación de la transformación de los parásitos a epimastigo­

tes, la transformación 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 106 parásitos/

ml, se obtienen concentraciones de alrededor de 6 x 107 parási­

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

cionales afectan a los cultivos que alcanzan la fase estaciona­

ria de crecimiento. Unhecho 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 107 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 observándose desarrollo posterior de formas epimastigotes en me­
dio LIT.

La lisis diferencial observada por acción de complemento

fue utilizada para purificar experimentalmentecultivos mixtos de

amastigotes y epimastigotes, obteniéndose cultivos puros de amas­
tigotes ( 87).

Análisis del ciclo celular de los amastigotes

El estudio mediante Citometría de Flujo Laminar de la distri­

bución de la población de organismos en las fases Gl, S y G2 du­

rante las primeras H0 horas de desarrollo de un cultivo de amas­

tigotes, mostró cambios secuenciales en los patrones de DNA(Fi­

gura 6.5). A tiempo cero del cultivo, el perfil de DNAde la po­
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blación (Perfil 1) es semejante a los perfiles de DNAde pobla­
ciones en fase estacionaria de crecimiento, en las cuales la ma­

yoría de las células se encuentran arrestadas en G1. Los datos

obtenidos, expresados porcentualmente, son G1 = su,u%, S: 10%y

G2 = 25,6%,respectivamente. Subsecuentemente, la población ori­

ginariamente arrestada en Gl inicia su ciclo de duplicación del

DNA,lo que se evidencia por el aumento de la proporción de cé­

lulas en el período S (Perfil 2) (G1 = SO,H%, S = 31,ú% y G2 =

18,2%). A las 16 horas de la evolución del cultivo (Perfil 3)

parte de la población continúa pasando de G1 a S (81 = 35,2

S = 29,3% y G2 = 35,3%), mientras que las células que se encon­

traban sintetizando DNAinician el período G2, aumentando conse­

cuentemente la proporción de células en'G2. Este aumento del por­

centaje de células en G2 continúa progresivamente, con una para­
lela disminución del porcentaje de células en fase S (Perfil H)

(G1 = 38,9%, S = 15,5% y G2 = H5,6%). A las 32 horas, parte de

la población ha completado el ciclo celular, aumentando nuevamen­

te la proporción de células en G1 (Perfil 5) (G1 = 41,2%, S =

22,8% y G2 = 36,0%). Este proceso continúa hasta las H0 horas

de desarrollo del cultivo, obsevándose un progresivo aumento de

células en S (Perfil 6) (G1 = H1,1%, S = 31,6% y G2 = 27,6%),

correspondiente a células que inician el segundo ciclo de repli­

cación del DNA.Al finalizar el segundo ciclo, la población de

amastigotes se encuentra nuevamente en fase G1. Los perfiles de
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DNAobtenidos de muestras de amastigotes a los días H y 5 in­

dican que la población de amastigotes permanece arrestada en
G1.

La evolución de los perfiles de DNAde amastigotes en fa­

se de crecimiento exponencial difieren de los obtenidos para

poblaciones de epimastigotes, evidenciando una semi-sincroni­

zación celular en la población de amastigotes: Por el contra­

rio, los perfiles de DNAde una población de epimastigotes

son similares durante todo el período de crecimiento exponen­

cial, siendo los porcentajes de células en G1, S y G2 prácti­

camente constantes, 10» que evidencia la ausencia de sincroni­

zación en la poblauión celular.



DISCUSION

El conocimiento adquirido en los últimos 75 años con res­

pecto a los múltiples aspectos de la biología del Trypanosoma

cruzi se debe en gran parte a la facilidad con que los distin­

tos estadios morfológicos de este parásito pueden ser manteni­

dos, tanto "in vitro" como"in vivo", en el laboratorio. En

los estudios experimentales se han utilizado poblaciones de pa­

rásitos aislados de distintas fuentes y zonas geográficas de

América. Estos aislamientos denominados comúnmentecepas, cuyas

constituciones genéticas son desconocidas, representan muestras

de poblaciones naturales de Ï. cruzi y presentan característi­
cas propias que han permitido el agrupamiento en distintas ca­

tegorías según los parámetros analizados, indicando la existen­

cia de heterogenicidad en E. cruzi. Sin embargo, las cepas de

2. cruzi evidenciaron inestabilidad con respecto a algunos pa­
rámetros biológicos durante el mantenimiento de los parásitos
en condiciones artificiales en el laboratorio. Las razones es­

grimidas para justificar la inestabilidad de cepas de E. cruzi
se basaban en la hipótesis de que las cepas son muestras de po­

blaciones heterogéneas de parásitos, pudiendo producirse varia­

ciones en el perfil genético de los aislamientos durante la

adaptación y posterior mantenimiento de los mismosen condicio­

nes de laboratorio. Consecuentemente, se evidenció la indudable

necesidad de disponer de poblaciones de parásitos cuyas carac­



terísticas biológicas 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 g. cruzi para estudiar la
variabilidad existente en poblaciones del parásito. El con­

cepto de clon como población genéticamente homogénea de pará­

sitos originada por división asexuada de un solo organismo,

tiene un significado especial en especies comoTrvpanosoma

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 2. cruzi estaría constituida por clones en la na­
turaleza (57).

En este Trabajo de Tesis se demuestra la existencia de

heterogenicidad en É. cruzi en base a la caracterización de

poblaciones genéticamente homogéneas. Se consideró detenida­

mente la elección y aplicación de la técnica de clonado, eli­

giéndose una técnica de micromanipulación que permite la in­

dividualización y el aislamiento de un solo organismo, asegu­

rando además la selección del estadio. Se escogieron únicamen­

te epimastigotes, por ser este estadío de 2. 9333i la forma
multiplicativa del parásito tanto en el insecto comoen cul­
tivos axénicos. Las causas de las diferencias observadas en

la duración de los periodos transcurridos entre el aislamiento
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y.1a detección de desarrollo no fueron estudiados, pero presu­

miblementese pueden atribuir a diferencias en el estado fisio­

lógico de los organismos aislados, pudiendo algunos parásitos

haberse encontrado arrestados en Si, siendo variables los pe­
ríodos lag previos a la fase de desarrollo, y otros transitan­

do el ciclo celular. Este concepto se ve reforzado por la ausen­

cia de correlación entre la duración de los períodos transcurri­

dos entre el aislamiento y la observación de desarrollo y las

tasas de crecimiento exponencial de los clones.

El estudio del desarrollo de 19 clones de I. cruzi en mc­

dio de cultivo axénico ha permitido demostrar la existencia de

heterogenicidad en poblaciones de I. cruzi. La diversidad bio­
lógica observada entre clones pertenecientes al grupo Miranda

indica claramente que la heterogenicidad estaba presente en la

población original en el huésped y constituye la demostración

de la coexistencia de subpoblaciones de Ï. cruzi en un huésped
infectado crónicamente. El origen de esta coexistencia puede

ser el resultado de una infección única con una población hete­

rogénea de 2. cruzi o ser debida a infecciones múltiples (88).

Se ha demostrado que las cepas de E. cruzi pueden retener

cierta heterogenicidad biológica durante largos períodos 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 años, fue clonada recientemente,

demostrándosediferencias 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 heterogéneas, pueden

modificar la proporción relativa de cada subpoblación sin

llegar a ser lo suficientemente intensas comopara eliminar

la heterogenicidad. La cepa CA-I, de la cual se aislaron los

clones CA-Iutilizados en este trabajo, fue mantenida por pa­

sajes seriados en animales de laboratorio durante un lapso de

cuatro años, previamente al clonado. La proporción de cada

subpoblación puede haber sufrido variaciones con respecto a

la presente en el paciente crónico. Sin embargo, la disper­
sión encontrada en las tasas de crecimiento de nueve clones

derivados de la cepa CA-I demuestra que la cepa CA-I está

constituida al menospor cuatro poblaciones estadísticamen­

te distintas. En la descripción original de la cepa CA-I (70),

existen evidencias indirectas de que se pueden haber inducido

cambios en la población de parásitos durante la mantención ru­

tinaria en el laboratorio. Los autores describen que cuando

la cepa CA-I fue transferida del tercer pasaje en ratón a me­

dio de cultivo bifásico, el tiempo de duplicación fue de H8

horas durante los primeros pasajes, decreciendo subsecuente­

mente a 30 horas. Este cambio en el tiempo de duplicación pue­

de atribuirse a la selección de subpoblaciones con alta tasa

de crecimiento. Los tiempos de duplicación 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 duplicación supe­

rior a H1horas. Este hecho sugiere que un cambio similar pu­

do haber ocurrido en la cepa CA-I durante el lapso de cuatro

años en que fue mantenida en ratón previamente al clonado. Po­

demos suponer que la heterogenicidad observada en la cepa CA-I

se debe a la existencia de una población heterogénea en el pa­

ciente crónico del cual se aisló la cepa.

Los parámetros biológicos estudiados en los 19 clones de

2. cruzi fueron estables durante un período de dos años, duran­
te el cual se realizó la caracterización 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

ríodos de hasta cuatro años (Dvorak, comunicación personal, 90).

La manipulación de los clones en distintas condiciones de culti­

vo y la posterior reimplantación a las condiciones de cultivo
originales, no alteraron la estabilidad de los clones con res­
pecto a las características biológicas analizadas, demostrando
la reproducibilidad de los datos experimentales obtenidos con

clones de 2. cruzi durante lapsos prolongados e indicando que

los parámetros analizados corresponden a características in­

trínsecas estables de los organismos que constituyen los clones.

El crecimiento celular, así comoel tiempo de duplicación

de una población de células en crecimiento exponencial, es un

parámetro resultante de la integración de los valores indivi­
duales de los organismos constituyentes de esa población.
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Actualmentese considera que el ciclo celular estaría cons­

tituido por dos ciclos, un ciclo de crecimiento celular y un ci­

clo del DNA;por lo tanto, durante la proliferación celular no

sólo se replica el DNAsino Que también se duplica el tamaño

celular, estando ambosciclos normalmente asociados. Una corro­

boración de esta relación es que durante la proliferación de

una población celular el tamaño promedio se mantiene constante

(91). La proliferación celular está controlada internamente por

los genes y sus productos y externamente por factores nutricio­

nales y ambientales. El volumen celular es consecuentemente un

parámetro 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 caída de la síntesis

de RNAy proteínas, en la mayoría de los casos.

El volumenmodal de una población celular es indicativo del

estado fisiológico de la población. Por lo tanto, la fase de cre­

cimiento exponencial de un cultivo de células puede definirse por

su tasa de crecimiento y su volumenmodal. Las diferencias signi­

ficativas halladas en el voluman modal entre los clones CA-I y

Miranda demuestran que el volumen modal es una caracterïStica de

subpoblaciones de 2. cruzi que puede ser utilizada para clasifi­
car clones de 2. cruzi. La falta de correlación entre la tasa de
crecimiento y el volumenmodal implica que ambas características

son independientes. Sin embargo, las diferencias en volumen modal

encontradas corroboran la existencia de subpoblaciones de parási­
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Las formas infectantcs de Trypanosomacruzi tienen la ha­

bilidad de reconocer y penetrar activamente células de mamífe­

ro para desarrollar sus ciclos de vida intracelulares. Se ha
demostrado experimentalmente que el parásito 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 mamífero son potencialmente susceptibles de ser in­

fectados, con la única excepción hasta el presente del glóbulo

rojo. Se ha observado "in vitro" que existen diferencias en la

capacidad de atraer parásitos y en la susceptibilidad a la in­
fección de distintas líneas celulares (93, 9M). Unreciente es­

tudio, realizado "in vitro", sobre la capacidad de penetración

de tripomastigotes derivados de cultivo de células de dos clo­

nes del grupo CA-I y dos clones del grupo Miranda demostró la

existencia de diferencias significativas en el índice de pene­
tración de los clones, siendo la diferencia máximaencontrada

de aproximadamente70 veces (95). El desarrollo intracelular de

2. cruzi no se ve aparentemente afectado por la célula huésped,
excepto en células del‘sistema reticuloendotelial (H3, 96), in­
dicando que las diferencias fisiológicas que puedan existir en­

tre células distintas no son suficientes comopara inducir va­
riaciones en el desarrollo'del parásito.

El ciclo de vida intracelular de É. cruzi se caracteri­
za por presentar una secuencia definida de eventos independien­
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tes de la célula huésped, que culminan con la liberación de los

tripomastigotes por muerte y ruptura de la célula huésped. Los

19 clones de 2. 9325i estudiados presentaron la capacidad de in­
fectar células de cultivo, siendo sus ciclos intracelulares cua­

litativamente iguales a los descriptos anteriormente para cepas

(H2), lo que indica que el clonado no afectó la infectividad de

los parásitos.
En los estudios de los ciclos intracelulares de clones de

2. 9333i se consideraron los siguientes parámetros: el período
lag; el período replicativo, el númerode generaciones y la dura­

ción del ciclo intracelular total.
El período lag fue originalmente descripto en estudios rea­

lizados con la cepa Ernestina de 2. 2325i (H2), presentando una

duración de H1horas. Estudios posteriores realizados con las ce­

pas House 510 y LimboTree Platform, coincidieron con los resul­

tados obtenidos con respecto al período lag de la cepa Ernestina,

si bien se observaron diferencias en los tiempos de duplicación

de las cepas (67). En cambio, el análisis del período lag de los

clones de 2. grggi permitió establecer que el período lag no es

una propiedad constante del ciclo intracelular de EL 2325i, sino

que es característico de la subpoblación considerada, evidencian­
dose una correlación directa entre el período lag y el tiempo de

duplicación de los amastigotes intracelulares. La extrapolación
de valores fuera del rango establecido experimentalmente de esta

relación no pierde a priori significado biológico. Por ejemplo,
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el período lag presentaría una duración de 12 horas para un

tiempo de duplicación de los amastigotes de 5 horas, mientras

que para tiempos de duplicación de amastigotes de 200 horas,

correspondería un período lag de 72 horas. Esta correlación
indicaría que el período 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 duración del ciclo celular. La discordancia entre las cons­

tancia del período lag comunicadapara cepas y las diferencias

encontradas para clones de 2. 9335i podría atribuirse a la me­

nor dispersión de los datos experimentales obtenidos del aná­

lisis de poblaciones genéticamente homogéneas.

La utilización de clones de É. 2333i ha permitido estable­

cer la existencia de diferencias en los tiempos de duplicación

del estadío multiplicativo del parásito en el huésped mamífero,
que a su vez se reflejan en la duración del ciclo de vida intra­

celular, debido a la relación 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-I/72 y Miranda/80 se debe principalmente a la diferencia en

los tiempos de duplicación. La infección de las células de mamí­

fero por 2. 2323i está modulada tanto por el parásito<xmn por lá

célula huésped (95, 97). La aparente falta de modulación del ci­

clo de vida intracelular del parásito por parte de la célula hués­
ped (H2, 98) sugiere que el ciclo intracelular estaría bajo estric­
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to control genético del parásito. Se ha demostrado también
que el númerode generaciones es característico de las sub­

poblaciones de 2. cruzi. El rango del número de generacio­

nes para los clones estudiados fue de 6-9, lo que implica

la liberación de 6H-516tripomastigotes a1 finalizar los ci­
clos intracelulares respectivos.

Es de destacar que el único parámetro con respecto al
cual no se han observado diferencias interclonales en el ci­

clo intracelular, es el período de diferenciación de amasti­

gote a tripomastigote, el cual presentó una duración constan­

te de aproximadamente 24 horas en la totalidad de los clones

de 2. cruzi estudiados.
La correlación directa existente entre las tasas de cre­

cimiento de los estadios epimastigotes y amastigotes de 2.

cruzi, confirma que los tiempos de duplicación son parámetros

intrínsecos y característicos de las poblaciones de 2. cruzi,
siendo la cinética de crecimiento una propiedad que permite

definir y caracterizar clones de Ï. cruzi. Consecuentemente,
el conocimiento de uno de los parámetros anteriormente mencio­

nados permite la estimación del otro; dado el tiempo de dupli­

cación en LIT se pueden calcular los parámetros que definen

el ciclo intracelular, siendo el coeficiente de correlación

de 0,988, para el rango de tiempos de duplicación de epimati­

gotes de 20-60 horas. Fuera de este rango, la correlación es­

tablecida pierde significado biológico y se deberán establecer
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nuevas correlaciones, especialmente para tiempos de duplicación

de epimastigotes superiores a las 60 horas, debido a la existen­

cia de clones de 2. cruzi con tiempos de duplicación cercanos a

las 220 horas (90). Los límites inferiores dados por la presen­
te correlación se encuentran mejor definidos y concuerdan con

las tasas más altas de crecimiento de epimastigotes de cultivo

de cepas de 2. cruzi comunicadas hasta el presente, que oscilan

en las 20 horas. A pesar de las limitaciones de la presente co­

rrelación es la primera vez, a mi conocimiento, que se estable­

ce una correlación entre las tasas de crecimiento de los dos es­

tadios multiplicativos de 2. cruzi.
Unfactor relevante que corrobora la heterogenicidad exis­

tente en cepas de Trypanosomacruzi se evidenció comoresultado

del análisis del contenido total de DNApor parásito de los dis­

tintos clones. El desarrollo de la Técnica de Citometría por

Flujo Laminarha permitido la rápida cuantificación de numero­

sos parámetros físico-químicos de células eucarióticas, con un
alto nivel de precisión. Esta técnica ha sido utilizada para
cuantificar diferencias intra específicas en el contenido de DNA

por organismo de Acanthoameba spp (99). Los datos presentados

del análisis de DNAtotal por organismo de clones de E. cruzi,
constituyen el primer estudio de un protozoo parásito realizado

con esta tecnología. Se encontraron sorprendentes diferencias en

el contenido de DNAtotal/parásito entre los clones Miranda y

CA-I. Considerando la totalidad de los dos grupos de clones la
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perior al 20%.En contraste, las diferencias en el DNAtotal

entre fibroblastos humanos que presentan genotipos H5, XOy

H9, XXXXYson de sólo un 9,5%. El estudio de_un mayor número

de clones de 2. 9332i, con respecto al contenido total de DNA/

parásito, reveló diferencias superiores al "0%(79). La magni­

tud de las diferencias intraespecificas en contenido total de

DNA-parásito encontradas en subpoblaciones de E. cruzi es del

mismoorden que la de diferencias interespecïficas encontradas

en Acanthoameba spp. La presencia.del clon Miranda/78 oon un

contenido total de DNA/organismosignificativamente menor que

la media del grupo Miranda permite inferir la coexistencia de

subpoblaciones en poblaciones de z. grugi, utilizando el con­

tenido total de DNA/organismocomoparámetro de caracteriza­

ción. El análisis pOr microespectrofluorometria de cuatro de

los clones estudiados permitió confirmar las diferencias en­

contradas en el contenido total de DNA-parásito mediante la

utilización de la Técnica de Citomctria por Flujo Laminar. La

utilización de microespectrofluorometría permitió establecer
que las diferencias interclonales de DNAtotal se deben a di­

ferencias en contenido de DNAtanto del núcleo como del kine­

toplasto. Estas diferencias en el contenido de DNA,tanto mi­

tocondrial comonuclear, implican que el contenido de DNAen

ambas estructuras es variable en Trypanosomacruzi. Sin embar­

go, 1a mayor contribución a estas diferencias en DNAtotal/
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parásito se debería al DNAnuclear que comprende aproximada­

mente el 70 a 80%del DNAtotal del organismo, por lo cual

potencialmente la diversidad genética en É. 9231i puede ser

muygrande. Las diferencias interclonales de 2. cruzi con

respecto al contenido de DNAtotal-organismo son estables e

independientes del estadío evolutivo de los parásitos y de

la posición de los mismosen la fase de crecimiento del ci­
clo celular. La existencia de diferencias cuantitativas en

el contenido de DNA/organismoen la especie 2. cruzi parece

deberse a variaciones discretas, indicando que no serían de­

bidas a poliploidía. El análisis de DNAtotal/organismo uti­

lizando Citometrïa por Flujo Laminar no permite discriminar

entre distintos tipos de DNA.Sin embargo, independientemen­

te del hecho de que las diferencias en el contenido de DNA

total se deban a DNAfuncional o estructural, estas diferen­

cias pueden ser usadas para identificar poblaciones de 2.

9333i. Desconocemostotalmente el origen de estas diferencias

en el contenido de DNAtotal en subpoblaciones de 2. cruzi,

así comosu significado biológico. Hasta el presente, la au­

sencia de correlación entre el contenido total de DNA/orga­

nismo y otros parámetros estudiados no han permitido diluci­

dar el significado biológico de estas diferencias. Sin embar­

go, el hallazgo de diferencias de esta magnitud en contenido

de DNAtotal en este protozoo, en el cual no se conoce in­

tercambio genético es indicativo de la heterogenicidad exis­
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tente en 2. 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 transformación a amastigotes, los cuales
después de multiplicarse durante un cierto período de tiempo

se transforman a su vez en epimastigotes, siendo esta última

forma la que eventualmente predomina. Este fenómeno ha sido ob­

servado tanto con tripomastigotes sanguíneos y metaciclicos

(“9,59) comopor tripomastigotes obtenidos a partir de cultivo
de tejidos. El lapso transcurrido hasta la transformación en

epimastigotes de las formas amastigotes de cultivo cs diferen­

te para distintas cepas de 2. cruzi (HS). La literatura publi­
cada con respecto a este fenómenose limita a la observación

morfológica del mismo. La utilización de poblaciones homogé­

neas de parásitos ha permitido desarrollar un protocolo expe­
rimental que posibilita el mantenimiento de la forma intrace­

lular del parásito en medio axénico durante tiempo indefinido.

La caracterización de los amastigotes de cultivo permitió com­

prender su cinétiCa de crecimiento, claramente distinta de la

de epimastigotes bajo las mismas condiciones de cultivo. La

fase de crecimiento exponencial de un cultivo de epimastigotes

está condicionada por la depleción de nutrientes y la acumula­
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cion de catabolitos producidos por los organismos. Por lo tan­

to, el númerode generaciones en la fase exponencial de un cul­

tivo estático de epimastigotes está influenciado por la concen­

tración inicial de organismos. Por el contrario, los amastigotes

presentan una fase exponencial durante la cual el número de pa­

rásitos se cuadruplica, lo que representa aproximadamente2 ge­

neraciones. Este fenómenofue independiente de las concentracio­

nes iniciales de parásitos estudiadas. En conSecuencia, la con­

centración máximafinal resultante del desarrollo exponencial es

directamente proporcional al inóculo 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

racterísticas intrínsecas de los amastigotes. Unavez finaliza­
da la etapa de crecimiento de los amastigotes se produce la

transformación de este estadío evolutivo en epimastigote. Este

fenómeno se desencadena aparentemente en ausencia de un estímu­

lo externo; en cambio, la reiniciación de la fase de crecimien­

to de los amastigotes sería la respuesta a un estimulo externo,
en este caso el cambio de medio de cultivo. La transformación

de los amastigotes intracelulares a tripomastigotes y la trans­

formación de los amastigotes extracelulares a epimastigotes in­

dicarïan la pluripotencialidad de este estadío de E. cruzi. Una
vez producida la transformación de los amastigotes en epimasti­

gotes, la fase multiplicativa subsecuente de estos últimos fue

variable en cuanto al tiempo de duplicación de los parásitos y
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a su duración 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 podría deber­

se a cambios producidos en las condiciones del cultivo.

El análisis de los perfiles de DNAtotal/organismo de la po­

blación durante la evolución de cultivos de amastigotes, reveló

una variación continua de la proporción de organismos en G1, S
y G2. El pasaje de una parte de las células originalmente en G1

a la fase S, durante las primeras horas de evolución del culti­

vo, indicaría la ausencia de un período lag, a diferencia de lo

que oCurre en el ciclo intracelular de E. grugi. En este último

caso, el período lag se debe por lo menos en parte a la trans­

formación del tripomastigote en amastigote (100). La variación

secuencial de las proporciones de la población en las distintas
fases G1, S y G2 del ciclo celular demuestra la existencia de

una sincronía parcial durante el primer ciclo celular (101). Bs­

ta sincronía es menosevidente durante el segundo ciclo celular.

Una vez completado el mismo, los organismos permanecen arresta­

dos en Gl, produciéndose la transformación 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 estimulación presenta similitudes con
métodosutilizados para sincronizar cultivos de bacterias y leva­

duras mediante la inanición de los mismosy el posterior agregado
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de medio nutritivo (91). Este método también se utiliza para
sincronizar cultivos de células de mamíferos con buenos resul­

tados cuando se deplecionan del medio algunos componentes cla­

ves, comopor ejemplo, isoleücina y glutamina (91). Generalmen­
te, el primer ciclo celular posterior a la adición de nutrien­
tes específicos es más prolongado que el ciclo normal debido a

un aumento de la duración del período G1 6 a la existencia de

un período 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 númerode

generaciones según el inóculo inicial de parásitos. Este fenó­

menoparece en cambio sugerir que el arresto de los amastigotes

en la fase G1del ciclo replicativo, después de-transcurridas

dos generaciones, se puede deber a la ausencia de una "proteí­

na iniciadora" de la síntesis de DNA,o sea a un mecanismo de

regulación interna (102). Por lo tanto, el cambio de medio de
cultivo estimularía la sintesis de esta “proteína iniciadora".
Aunquelos amastigotes de cultivo y los amastigotes intracelu­

lares difieren con respecto al númerode generaciones, es posi­

ble que el mecanismoque regula los ciclos celulares y la pos­
terior diferenciación sean similares. Por lo tanto, los amasti­

gotes de cultivo podrían ser utilizados comomodelo, no sólo

para el conocimiento de mecanismos básicos en Biología Celular,

sino también para el estudio de drogas tripanomicidas que alte­
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ren o bloqueen el ciclo celular o la transformación de I. cruzi,
interrumpiendo de esta manera el ciclo de vida del parásito en

el huésped mamífero. A pesar de que se requiere una mayor carac­

terización y comparaciónde los amastigotes intracelulares y ex­

tracelulares, el hecho de que ambossean resistentes a la acción

lítica por activación del complementopor\úa.fixfirecta, sumadoa

la demostración de que ambos tipos de amastigotes 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 homologías entre ambostipos de amastigotes.

Por lo tanto, se podría disponer de una fuente de alta produc­

ción de amastigotes "in vitro" en un sistema libre de contami­

nación por células o restos celulares del huésped mamífero.

La demostración de la heterogenicidad existente en pobla­

ciones de 2. cruzi, mediante la caracterización de 19 clones,
tiene aplicación directa en los estudios básicos y aplicados de

la enfermedad de Chagas. Es evidente que en toda enfermedad pa­

rasitaria la relación huésped-parásito va a estar definida por
las características genéticas tanto del huésped comodel parási­

to. Históricamente, se han utilizado cepas de I. cruzi para es­
tudiar los mecanismosinvolucrados en la infección por este tri­

panosoma. Hoy sabemos que las cepas de E. cruzi pueden ser pobla­

ciones heterogéneas y los resultados observados ser posiblemente

el producto de la integración de las respuestas resultantes de

la relación establecida entre el huésped y cada una de las sub­
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poblaciones de parásitos con las cuales está infectado. El solo

hecho de la existencia de subpoblaciones de parásitos con ciclos

intracelulares dc distinta duración permite presumir esta hipóte­
sis. Noes difícil suponer que parásitos con una alta tasa de re­

producción en el huésped vertebrado puedan inducir una respuesta

distinta que parásitos con una baja tasa de reproducción en el

huésped. Si concomitantemente consideramos otros parámetros en

los cuales se han demostrado diferencias entre clones de 2. gru­

gi, comoser: la habilidad de infectar células de mamíferos (95),

que podria indicar diferencias en los receptores presentes en el

parásito responsables del reconocimiento y penetración de la cé­

lula huésped, o bien diferencias antigénicas. demostradas tanto
por técnicas inmunoelectroforéticas (10H) comomediante la utili­

zación de anticuerpos monoclonales (102), que tienen implicancias

directas con respecto a la respuesta inmunológica del huésped (105),

se concluye que el nivel de complefiidad existente en una cepa im­

pide analizar las causas de la diversidad de manifestaciones que

caracterizan a la enfermedad de Chagas. Los clones de 2. cruzi,

al presentar un fondo genético homogéneo, constituyen un modelo

ideal para el análisis de la relación huésped-parásito. En parte,
esta aseveración ha sido demostrada por estudios realizados "in

vivo" con dos clones de 2. cruzi provenientes del mismoorigen

inoculados en ratones endocriados, uno de los cuales produce una

infección aguda fatal mientras que el otro produce una infección

no letal(106). Extrapolando estos datos experimentales se podría
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asumir que existen en el hombre subpoblaciones de I. cruzi res­

ponsables de la infección aguda y otras de la infección crónica
sin fase de infección aguda prepatente, dependiendo de las ca­

racterísticas genéticas de la población presente en el pacien­

te. Unrazonamientosimilar podría utilizarse para justificar
la existencia de individuos asintomáticos y sintomáticos infec­

tados por Ï. cruzi. Lógicamente, seria un razonamiento simplis­
ta atribuir la diversidad de manifestaciones de la enfermedad

de Chagasexclusivamente a características genéticas del pará­

sito, pero'indudablemente un mayor conocimiento del rol que cum­

ple la heterogenicidad inter e intra-poblacional de 2. cruzi es
fundamental para develar la relación huésped-parásito en la en­

fermedad de Chagas.

Los datos expuestos en este Trabajo de Tesis tienen, ade­

más, un valor práctico en el estudio de drogas tripanomicidas.

Por ejemplo, de drogas cuya acción sea específica en algún pun­

to del ciclo celular. En una población en crecimiento asincró­

nico, la droga será efectiva cuando todos los individuos de esa

población hallan alcanzado la zona del ciclo celular en que la

droga actúa. Esto implica que los niveles de droga deben ser

mantenidos durante lapsos suficientes comopara permitir a la

totalidad de los parásitos recorrer el ciclo celular y alcanzar
el sitio de acción de la droga. Por lo tanto, la duración del
tratamiento estará en relación directa con la duración del ci­
clo celular. Las diferencias observadas en las tasas de desarro­
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llo de clones de 2. cruzi permiten inferir que las poblaciones

con ciclos celulares cortos serán rápidamente afectadas por la
droga, en cambio es posible que los niveles suministrados y la

duración del tratamiento sean insuficientes para eliminar sub­

poblaciones de E. cruzi con bajas tasas de desarrollo. La corre­
lación hallada entre los tiempos de duplicación de epimastigotes

y de amastigotes intracelulares permiten realizar evaluaciones

de drogas utilizando epimastigotes de cultivo y extrapolar los

datos para las formas intracelulares del parásito. La evaluación

final de una droga tripanankfidackbe realizarse teniendo también

en cuenta la posibilidad de la existencia de diferencias en la

susceptibilidad de distintas subpoblaciones de E. cruzi. Unaevi­
dencia de esta presunción se puede inferir de la obtención expe­

rimental de una cepa de 2. cruzi resistente al Lampit (107).

Las evidencias que avalan la meta propuesta en este Trabajo

de Tesis de verificar 1a hipótesis de la existencia de poblacio­

nes heterogéneas de 2. cruzi en pacientes naturalmente infectados
son, a nuestro parecer, concluyentes. Asimismo, fue posible demos­

trar que cepas de 2. cruzi mantenidas bajo condiciones de labora­
torio pueden conservar un determinado grado de heterogenicidad.

La utilización de clones de Ï. 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. 5f
/' / -//
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Figura 1.2. Cálculo del porcentaje de organismos en
G1, S y G2 de una población de 3. 2323;
en medio dc cultivo LIT a 26°C . '
A» B: 1/2 G1= Y

B4 C: X'

Ca D= Z G2: Z

Y+X+Z= M

2Y= G1

ZZ: G2

M-(G1+G2)= S



FIG. 1.2 CALCULO DE GÍ, S Y 82 DE
EPIMASTIGOTES DE T. CRUZI EN FASE

EXPONENCIAL DE DESARROLLO



Figura 2.01.

Tabla 2.01 A.

RepresentaCión'gráfica del desarrollo de cultivos
de epimastigotes de 2. cruzi correspondientes a
la cepa Tulahuen, generada a partir de los datos
experimentales detallados en la Tabla 2.01 A.

Se detalla el incremento de la concentración de
epimastigotes/ml desde el día 0 hasta alcanzarse
la fase estacionaria de crecimiento para la cepa
Tulahuen. Los parásitos se cultivaron en medio
LIT a 25°C.
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TABLA 2 81A CEPA TULAHUEN

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

8 991698

1 2914788

2 4263988

4 21872898

S 41953888

7 84446888

11 128898898

18 147299998



Figura 2.02.

Tabla 2.02 A.

Representación gráfica de la tasa de crecimiento
de la cepa Tulahuen en fase de crecimiento expo­
nencial, determinada a partir de la curva 2.01.
Se determinó el tiempo de duplicación (T.D.) y el
coeficiente de correlación de la curva (r).

Variación temporal del númerode 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 2.92A CEPA TULAHUEN

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

9 991699

1 2914799

2 4263999

4 21972899

S 41953999



Figura 2.03.

Tabla 2.03A.

lO

Representación gráfica del desarrollo de culti­
vos de epimastigotes de 2. cruzi correspondien­
tes al clon CA-I/69 de 2. cruzi, generada a par­
tir de los datos experimentales detallados en la
Tabla 2.03 A.

Se detalla el incremento de la concentración.de
epimastigotes/ml desde el día 0 hasta alcanzarse
la fase estacionaria de crecimiento para el clon
CA-I/69. Los parásitos se cultivaron en medio LIT
a 26°C.
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TABLA 2 93A CLON CA-I/69

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1819499

3492589

13211298

59424989

(O\lJ>-1\)®

91476898

11 191988898



Figura 2.0“.

Tabla 2 . 0'4 A.

Representación gráfica 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 determinó el tiempo de duplica­
ción (T.D.) y el coeficiente de correlación de
la curva (r).

Variación temporal del númerode 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).
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TABLA 2.94A CLON CA-I/69

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1919499

3492599

13211299

\l-I>s1\)®

59424999



Figura 2.05.

Tabla 2.05 A.

16

Representación gráfica del desarrollo de culti­
vos de epimastigotes de 2. cruzi correspondien­
tes al clon Miranda/BH, generada a partir de
los datos experimentales detallados en la Tabla
2.05 A.

Se detalla el incremento de la concentración de
epimastigotes/ml desde el día 0 hasta alcanzarse
la fase estacionaria de crecimiento para el clon
Miranda/8h. Los parásitos se cultivaron en medio
LIT a 26°C.
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TABLA 2 85A CLON MIRANDA/84

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

958688

1642528

3234988

6542988

(O\I-I>-I\)®

11833288

11 19165688

14 44728888

18 75824888

21 88874888

23 183864888



Figura 2.06.

Tabla 2.06 A.

Representación gráfica de la tasa de crecimiento
del clon Miranda/8h en fase de crecimiento expo­
nencial, determinada a partir de la curva 2.05.
Se determinó el tiempo de duplicación (T.D.) y el
coeficiente de correlación de la curva (r).

Variación temporal del número de epimastigotes/ml
durante la fase de crecimiento exponencial del
clon Miranda/84 (ver Tabla 2.05 A).
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TABLA 2.96A CLON MIRANDA/84

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

958699

1642529

3234999

6542999

(DN-ANG)

11833299

11 19165699

14 44729999



Figuras 2.1-2.19.

Tablas 2.1 A-2.19A.

Tablas 2.0 B-2.19 B.

Representación gráfica de las tasas de creci­
miento exponencial de epimastigotes de 19 clo­

T.
cación (en horas), y el coeficiente de correla­
nes de cruai. Se indican el tiempo de dupli­

ción (r) de la curva teórica con respecto a los
valores experimentales.

Representación de la variación temporal de la
concentración de epimastigotes/ml durante la
fase de crecimiento exponencial de 19 clones de
2. cruzi'en medio.LIT a 26°C.

Expresan los tiempos de duplicación (en horas)
obtenidos del análisis individual de las curvas
de crecimiento de 19 clones y de la cepa Tula­

T.

los tiempos de duplicación medios y los respec­
huen de cruzi, en medio LIT a 26°C, así como

tivos errores standard.



TABLA 2.88 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

ovanwN­

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

25.2 HORAS
9.667



EPIMASTIGOTES/ML.

185.5

FIG. 2.1 CLONCA-I/59

24

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.1A CLON CA-I/SQ

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

995929

2639699

5321799

13989699

(DOANG)

33598299



TABLA 2.18 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/SQ

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

41.
44
56.
47.
51.
37.
36.

\IO)U'IL(A)Í\)-‘ (.O(O\H\)U'|(X)

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

45.14 HORAS
36.9



EPIMASTIGOTES/ML.

FIG. 2.2 CLONCA-I/64

T.D. = 33.3 HORAS
r = 9.997 _

185.5 I l 1 l u l 1
Ü 2 4 6 8

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.2A CLON CA-I/64

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

9 1935849

2 3399769

4 6614899

6 23829499

8 57788999



TABLA 2.28 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-/64

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

SO.
28.
SO.
SO.
33.
33.

O)UI¿(A)Í\)-‘ O')(A)-b00í\)'*

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

38.98 HORAS
8.848



187.5

EPIMASTIGOTES/ML.

®

30

FIG. 2.3 CLONCA-I/GS

I I I I I I l

T.D. = 32.7 HORAS T
r = 8.992 _

5.5 l J l l l l l

1Q) la 22 4- ES E3

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.3A CLON CA-I/65

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1968369

3715249

11352899

26191999

(DQANG)

53826999



TABLA 2.38 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/GS

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

38.
29.
SO.
31.
31
32.

O)U'I.I>.(A)I\)­ \l(.OCOO')-b

31.88 HORAS
9.447

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD



EPIMASTIGOTES/ML.

FIG. 2.4 CLONCA-I/67

l'l‘

T.D. = 31.3 HORAS

-— r = 8.995 1

185i 4 l 1 l n I l
Ü 2 4 6 8

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.4A CLON CA-I/67

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1939369

3598889

11529299

29667499

(Dm-bNG)

61426999
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TABLA 2.48 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
SO
28.8
29.5

(nacem­

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

39.92 HORAS
8.428



EPIMASTIGOTES/ML

FIG. 2.5 CLON CA-I/69

36

' I ' I
I

T.D. = 32.9 HORAS

__ r = 9.995 _

195.5 l l l I 1 1 .
Ü 2 4 6

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.5A CLON CA-I/69

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1119448

3523969

11587866

26113666

(DO)J>1\)®

55676666



TABLA 2.58 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/69

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

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

O)U"|J>-(A)Í\)-‘ (oouooooocn

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

31.15 HORAS
9.691



EPIMASTIGOTES/ML.

187.5

186.5

F IEB. 23.E3 CLON CA-I/78
T

I ' I ' I '

T.D. = 42.5 HORAS
- r = 8.998 ­

5.5 l l 1 J J l 1

1Ea Ei 22 ‘4 ES E3

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.6A CLON CA-I/79

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

9 854649

2 1644729

4 3718499

6 8692299

8 17293999



TABLA 2.68 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/7O

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

42.1
42.5
42.2
42
42
42.1

O)U1J>-(A)f\)-‘

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

42.15 HORAS
9.876



EPIMASTIGOTES/ML.

42

FIG. 2.7 CLONCA-I/71

l I l I I I I

T.D. = 29.2 HORAS
r = 9.995 —
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TABLA 2.7A CLON CA-I/71

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

8 967848

2 3567998

4 11998698

6 29721298

8 66236889



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.

O)UTLOOI\J-‘ \H\)(X)(JOO)-‘

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

28.28 HORAS
8.324



EPIMASTIGOTES/ML.

187.5

A (S)
a) 01

45

FIG. 2.8 CLONCA-I/72

I 1 l I l Ï l

T.D. = 35.8 HORAS
r =0.998 —
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TABLA 2.8A CLON CA-I/72

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1178848

3662888

7373688

28318488

(Dm-b-NG)

51238888
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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
38.8
31.5
35.8

on>oom­

31.82 HORAS
1.978

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD



EPIMASTIGOTES/ML.

195.5

48

FIG. 2.9 CLONCA-I/73

L L l 1
2

I l l I l l I

36. 1 HORAS

Ü.996 —
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TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.9A CLON CA-I/73

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

974899

2859589

7981499

18748999

CDO)-I>Í\)®

37882999
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TABLA 2.98 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON CA-I/73

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

39.7
38.9
34
33.6

AOON‘

T.D. MEDIA = 36.55 HORAS
ERROR ESTANDARD = 1.598



EPIMASTIGOTES/ML.

FIG. 2.18 CLON MIRANDA/75

187.5

186.5

185.5

S4 .2 HORAS

Ü . 999 —

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.18A CLON MIRANDA/75

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1112888

2829168

3926688

7884988

(OO-ANG)

18587888

11 31111888



TABLA 2.188 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
49.2
62.9
54.2
49.8

(¡1AOON-‘

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

52.96 HORAS
2.678



EPIMASTIGOTES/ML.

185.5

54

FIG. 2.11 CLON MIRANDA/76

I I 1 l l I l I l

53.5 HORAS

-— r' Ü.99 _
.4 U

llIl

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2 11A CLON MIRANDA/76

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

8 812488

2 2222648

4 3882888

6 7878888

8 12137888

18 28449888



TABLA 2.118 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/76

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

SO.
49.
SO.
54.
43.
45.

(DU-IAWN—‘ 0)UT(.OUT\I\I

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

49.15 HORAS
1.654



EPIMASTIGOTES/ML.

FIG. 2.12 CLON MIRANDA/77

T.D. = 55.8 HORAS
_ r = 0.995 ‘­

mss l ¡J I . I ¡J LL.
Ü 2 ‘4 6 8 18 12

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2 12A CLON MIRANDA/77

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1153499

2173329

4532699

8851199

(OO)J>-1\)®

19922699

11 28476999



TABLA 2.128 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.
81
51.
55.

mmxsoomd (DQNCOUTN

55.78 HORAS
2.848

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD



EPIMASTIGOTES/ML.

60

FIG. 2.13 CLON MIRANDA/78

I I I í 1 I l l I

T.D. = 43.9 HORAS

_ r = 0.994 .fi
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TABLA 2.13A CLON MIRANDA/78

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

8 828528

2 2638888

4 5898188

7 13148288

9 28624888



TABLA 2.138 RESMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/78

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

43.9
43.7
54.1
52.7
43.1
42

O)U'l-I>-(A)f\)-‘

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

46.58 HORAS
2.188



EPIMASTIGOTES/ML.

185.5

63

FIG. 2.14 CLON MIRANDA/89

I I l I I I I I l 1 T

54 . 0 HORAS

_. r Ü.998 _

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.14A CLON MIRANDA/89

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

9 969849

2 1512299

4 3459199

7 8197399

9 15559899

11 27979699



TABLA 2.148 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/89

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

62.
61.
S4.
54.
62
55.

0301.500Nd N(X)(Ol\)-*

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

58.38 HORAS
1.527



EPIMASTIGOTES/ML.

FIG. 2.15 CLON MIRANDA/81

l I l I I I I Ï 1 I 1

187.5

186.5

6T.D.
r

6.9 HORAS
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TABLA 2.15A CLON MIRANDA/81

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

975699

1514989

2883999

5333699

(ONANGJ

9327999

11 14978299



TABLA 2.158 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
66.9
64.1
55.2
55.5

U'ILOON-‘

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

57.52 HORAS
3.713



EPIMASTIGOTES/ML.

T.D. = 35.5 HORAS

r = 9.993 _

185.5 l 1 1 . l .
8 2 4 6

.16 CLON MIRANDA/83

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.16A CLON MIRANDA/83

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

929569

2866129

5148599

7624699

12629299

\IU'I-1>(A)f\)®

24267499
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TABLA 2.168 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.
39.
31
38.
SO.
29.
35.
29.
28.

®(OCX)\IO)U’1.I>(A)I\)­ AOOUTO)O)(O\IUÏO)N
_g

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

32.83 HORAS
1.289



EPIMASTIGOTES/ML.

187.5

186.5

FIG. 2. 17 CLON MIRANDA/84I'I'I'I'

T.D. = 69.5 HORAS
_ r = 9.999 '­
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TABLA 2.17A CLON MIRANDA/84

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

958688

1642528

3234988

6542988

(O\I-I>1\)®

11833288

11 19165688
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TABLA 2.178 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
68.5
53
49.2

0)U'I.I>-(.A)Í\)-‘

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

54.78 HORAS
2.178



EPIMASTIGOTES/ML.

187.5

186.5

FIG. 2. 18 CLON MIRANDA/88

Ï.D. = 58.2 HORAS
._ r = 0.994 _.
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TABLA 2.18A CLON MIRANDA/88

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

1926299

1728899

3749999

7124999

(OOLNG)

15483699

11 21253999



TABLA 2.188 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/88

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No. HORAS

58.6
48.8
66
65.1
58.2
58.3

O)U'|J>(IOÏ\)*

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

57.88 HORAS
2.929



EPIMASTIGOTES/ML.
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CLON MIRANDA/91FIG. 2.19

' I Ï Í Ï I T ï I

T.D. = 49.2 HORAS
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185.5 . I . I 1 l 1 1 1
Ü 2 4 6 8 18

TIEMPO (DIAS)



TABLA 2.19A CLON MIRANDA/91

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

G 993449

1 1325129

2434889

7946199

14269499

®CDO>00

27332699
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TABLA 2.198 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DE LA CINETICA

DE CRECIMIENTO DEL CLON MIRANDA/91

TIEMPOS DE DUPLICACION

EXPERIMENTO No.

0701.1300N-*

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

HORAS

49.38 HORAS
9.535

SO.
SO.
49.
SO.
47.
48.

-‘O70)f\)\l­
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Figura 2.20.Representación gráfica de las tasas de creci­
miento de tres poblaciones de epimastigotes
de 2. cruzi en fase de crecimiento exponencial
en medio LIT a 26°C} Leyenda: *= tasa de creci­
miento medio de la cepa Tulahuen (25 i 0,7 hs);
0: tasa de crecimiento medio para los clones
CA-I (34,1 i 1,9 hs.);:-= tasa de crecimiento
medio para los clones Miranda (51,6 i 2,“ hs.).

Figura 2.21.Representación gráfica de los tiempos de dupli­
cación (en horas) obtenidos de las tasas de cre­
cimiento en medio LIT a 26°C de la cepa Tulahuen
y 19 clones de 2. cruzi. Leyendas: T: Tulahuen;
(59-73): grupo de clones CA-I; (75-91) = grupo
de clones Miranda. Las barras cuadriculadas re­
presentan los clones con tiempos de duplicación
significativamente diferentes con respecto al
tiempo de duplicación medio de sus respectivos
grupos.
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FIG. 2.21 DIFERENCIAS EN LOS TIEMPOS
DE DUPLICACION DE 19 CLONES DE T. CRUZI

Y LA CEPA TULAHUEN
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Tablas 3.0 A- 3.19 A. Exponen los valores de los volúmenes modales
en micrones cúbicos, el valor medio y el error
estandard correspondientes, de la cepa Tulahuen
y 19 clones de 1. cruzi. Dichos datos fueron ob­
tenidos durante el pico de crecimiento exponen­
cial de epimastigotes cultivados en medio LIT
a 26°C.



TABLA 3.0A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DE LA CEPA TULAHUEN

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

39.
35.
25.
26.
25.
26.
25.
25.
25.
28.
28.
25.

I\)-‘®(OG)\IO)UTJ>(A)N— Nl\)f\)(O(O(O\I(.O\l-I>\JI\)_-_._.

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

27.49 UMA3
9.854



TABLA 3.1A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/SO

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

39.2
32.2
24
25.9
25.9

U1-bOON-‘

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

27.65 UMA3
1.529
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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. UMA3

38.9
28.8
27.4
27.4

¿com­

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

28.6 UMA3
9.819
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TABLA 3.3A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/GS

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

26.7
26.1
24.7
23.3

AWN‘

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

25.21 UM‘3
0.761
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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. UMA3

26.7
28.1
23.3
23.3

hOON‘

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

24.86 UMA3
8.983



TABLA 3.5A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/69

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

22.
29.
23.
21.
22.
21.

O')U1J>(A)Í\)­ (D-‘WOOOQ

21.8 UMA3
9.419

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD



TABLA 3.6A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/7Ü

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

19.1
19
16.
14.
19.
19.
17.
18.

(X)\IO')U'IA(A)Í\)-‘ (DU'I-‘(DMCXJ

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

18.81 UMA3
8.619



TABLA 3.7A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/71

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

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

O')()'lJ>(A)I\)-‘ (BL-500.5%

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

25.93 UMA3
1 152



TABLA 3.8A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/72

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

39.9
38.2
26.1
26.1

¿CON-*

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

28.38 UMA3
1.294

93



TABLA 3.9A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON CA-I/73

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

28.8
28.8
24.6
23.3

¿CON­

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

26.39 UMA3
1.428



TABLA 3.18A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/75

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMAB

1 33.6
2 39.2
3 38.2

V.M. MEDIA 31.32 UMA3
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. UMA3

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

(X)\IO')U1.I>00Í\J-‘
-.I>-(O“(NN

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

38.39 UMA3
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. UMA3

31.5
38.9
29.5
28.8

AWN‘

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

39.18 UMA3
8.625

97



TABLA 3.13A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/78

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

32
32.
42.
49.
29
29.
26.
25.

OO\10)01A(A)Í\)-‘
(O\l\lACDC!)

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

32.4 UMA3
2.179



TABLA 3.14A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/88

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UM”3

38.2
31.5
29.5
39.2

ANR)"

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

39.35 UMA3
9.439



TABLA 3.15A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/81

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

31.5
31.5
28.8
28.8

LWN‘

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

39.18
9.791

UMA3

lOO



101

TABLA 3.16A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/83

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

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

O)(J'lA(A)Í\)­ ¿mmmooh

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

24.2 UMA3
9.382



TABLA 3.17A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/84

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

31.5
38.9
29.5
31.6

AWN‘

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

39.87 UMA3
9.483



TABLA 3.18A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/88

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

1 29.5
2 39.2
3 28.8
4 27.4

V.M. MEDIA = 28.98 UMA3
ERROR ESTANDARD = 9.585

103
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TABLA 3 19A RESUMEN DE LOS DATOS EXPE­
RIMENTALES Y ESTADISTICOS DEL VOLUMEN

MODAL MAXIMO DEL CLON MIRANDA/91

VOLUMEN MODAL

EXPERIMENTO No. UMA3

31.
29.
25.
28.
26.
26.
25.
25.

m\I0)01.b(JOÍ\)* (.O(O\I\IÍ\)(O\IÍ\)

V.M. MEDIA
ERROR ESTANDARD

27.53 UMA3
9.713



Figura 3.1. Representación gráfica del volumen modal en
um3en el pico de crecimiento, de epimasti­
gotes de I. 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 1a media del
volumen modal del grupo respectivo se encuen­
tran cuadriculados.
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FIG. 3.1 DIFERENCIAS EN LOS VOLUMENES
MODALES DE 19 CLONES DE T. CRUZI Y LA

CEPA TULAHUEN
33
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Figura u.1.

"Tabla 4.1.

Tabla 4.1 A.

Tabla H.1 B.

107

Representación gráfica de la evolución tem­
poral de una célula BESMinfectada por un
tripomastigote del clon CA-I/72.

Evolución temporal del número de amastigotes
durante el ciclo intracelular del clon CA-I/72
de 2. cruzi.

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

Resumende los tiempos de duplicación (en ho­
ras) de la fase exponencial de crecimiento
para cada ciclo intracelular estudiado, el
tiempo de duplicación medio y el error estan­
dard del clon CA-I/72.



NUMERODEAMASTIGOTES

¿wlelllllJlllJJlll
12 24 36 48 69 72 84 96168

TIEMPO (HORAS)



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
58 13
54 14
61 25
65 34
67 39
79 56
74 61
79 78
85 94
94 126



TABLA 4.1A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA­

CELULAR (P LAG/CEL.) DEL CLON CA-I/72

PERIODO LAG

CELULA No. HORAS

24.
24.
22.
21.
22.
21.
24.
21.
23.
21.
28.
23.
22.
23.
29.
24.
29.
23.
19.
18.

"‘®(.OCX)\IO)UÏJ>(A)Í\)"

NN--000)004>.o1m004>oor\)4>.——4>.oo<003
N-h-h-húgúflc-h ®(O(X)\IO)U'IJ>.(A)Í\)

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

22.2 HORAS
9.414



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

®COG>\IO)U'IJ>-OOI\)-‘

oo

7
5
6
2
9

.O
18.6

6
4
5
8
O

18.1

N-n-n-n-h-n-n-n-n ®(000\10)0'I.I:.00I\)

(o

9
3

.5
2
1

1

1

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

18.91 HORAS
8.238



Figura H.2.

Tabla”u.2.

Representación gráfica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon CA-I/72.
Mediante la regresión de la curva se determi­
nó el período lag (en horas), el tiempo de du­
plicación de los amastigotes (en horas) y el
coeficiente de correlación (r).

Variación temporal (en horas) del número de
amastigotes en una célula BESMinfectada por
un parásito para el clon CA-I/72, durante su
fase de crecimiento exponencial.



NUMERODEAMASTIGOTES

FIG 4.2 CLONCA-I/72
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TABLA 4.2 CLON CA-I/72

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

21 1

29 2

38 3

46 8

58 13

54 14

61 25

65 34

67 39

79 58

74 61



115

Figura H.3 Representación gráfica de la evolución tempo­
ral de una célula BESMinfectada por un tripo­
mastigote del clon CA-I/73.

Tabla H.3. Evolución temporal del número de amastigotes
durante el ciclo intracelular del clon CA-I/73
de 2. cruzi.

Tabla u.3 A. Detalle de la duración del período lag (en ho­
ras) para cada célula infectada estudiada, el
periodo lag medio y el error estandard para el
clon CA-I/73.

Tabla u.3 B. Resumende los tiempos de duplicación (en horas)
de la fase exponencial de crecimiento para cada
ciclo intracelular estudiado, el tiempo de dupli­
cación medio y el error estandard del clon CA-I/73.



NUMERODEAMASTIGOTES

FIG. 4.3 CLONCA-I/73

Ï I I I l l l l l l I I l 1 l 17 I I

¡(JK­

ak­

1@2_
- ale
- ak­

- ** _

_ ale ­

_ * _

ek­

1@‘—- -:
ale

ak­

- m _
_. ¡e ­

— * * —

189 Lu].ou l 1 l I l l l l l l l l l l le 24 48 72 96 129

TIEMPO (HORAS)



TABLA 4.3 CLON CA-I/73

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

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

191 126
188 169
1 12 165

(DNCDNAhsh-(JONN-‘A-‘ú

\l\l(nU'|(A) (DQUÏQú



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.
29.
28.
23.
25.
22.
21.
24.
22.
21
29.
19.
24.
24.
19.

m-cscooowounaoom­

NQQMQthwm-‘N-‘(O-‘wWOW-bw

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

21.82 HORAS
8.595



TABLA 4.38 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA­

CELULAR(T.D./CEL.) DEL CLONCA-I/73

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS

1 11.8
2 11.8
3 18.7
4 12.1
5 12.8
6 12.5
7 11.7
8 11.6
9 12.9

1O 12.4
11 12.6
12 12.2
13 11.2
14 11.4
15 13.5
16 11.8

T.D. MEDIA 12.81 HORAS
ERROR ESTANDARD 9.199



Figura H.H.

Tabla H.H.
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Representación gráfica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon CA-I/73.
Mediante la regresión de la curva se determi­
nó el período lag (en horas), el tiempo de du­
plicación de los amastigotes (en horas) y el
coeficiente de correlación (r).

Variación temporal (en horas) del-número de
amastigotes en una célula BBSMinfectada por
un parásito para el clon CA-I/73, durante su
fase de crecimiento exponencial.



NUMERODEAMASTIGOTES

FIG 4 4 CLON CA-I/73
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TABLA 4.4 CLON CA-I/73

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

28
27
35
37
41
44
48
s2
58
65
71
78
84
88 55
91 78
95 78

181 128

®-*(DI\)CX)\IJ>J>J>OONÍ\)-‘
0100*“



Figura H.5.

Tabla 4.5.

Tabla 4.5 A.

Tabla u.5 B;

Representación gráfica de la evolución temporal
de una célula BESMinfectada por un tripomasti­
gote del clon Miranda/78.

Evolución temporal del número de amastigotes du­
rante el ciclo intracelular del clon Miranda/78.

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

Resumende los tiempos de duplicación (en horas)
de la fase exponencial de crecimiento para cada
ciclo intracelular estudiado, el tiempo de dupli­
cación medio y el error estandard del clon Miran­
da/78.



NUMERODEAMASTIGOTES

FIG. 4.5 CLON MIRANDA/78
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TABLA 4.5

TIEMPO (HORAS)

18
22
27
37
48
46
68
81
89

118
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

24.
24.
26.
25.
28.
26.
27
25.
29.
27.
27.
28.
24.
26.
24.
25.
25.
26.
26.
24.

(¡ON-‘SCOCXJNQOWAOONü

oowoom-oo-ooümoococn-Ncsbcooooo
N_._._._._._. G)(O(X)\10)01.b

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

26.25 HORAS
9.315



TABLA 4.58 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA­
CELULAR (T.D./CEL.) DEL CLON MIRANDA/78

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS

®COCXJ\IO')U'IJ>(A)N­

U'l

N_._._._._._._._._. ®CO®\IO')01A(A)I\)-‘

N(A)

®WCDNW©CX>#LO)O)N®N®NAOOOOCO-‘

N (A)

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

13.3 HORAS
8.275



128

Figura “.6. Representación gráfica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon Miranda/78.
Mediante la regresión de la curva se determinó
el período lag (en horas), el tiempo de duplica­
ción de los amastigotes (en horas) y el coeficieg
te de correlación (r).

Tabla H.6. Variación temporal (en horas) del número de amas­
tigotes en una célula BESMinfectada por un pará­
sito para el clon Miranda/78, durante su fase de
crecimiento exponencial.
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FIG. 4.6 CLON MIRANDA/78
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TABLA 4.6 CLON MIRANDA/78

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

27 1

46 2

68 5

81 18

89 24

1 19 49

1 17 68

126 96

135 134



Figura H.7.

Tabla H.7.

Tabla “.7 A.

Tabla 4.7 B.
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Representación gráfica de la evolución tempo­
ral de una célula infectada por un tripomasti­
gote del clon Miranda/80.

Evolución temporal del número de amastigotes
durante el ciclo intracelular del clon Miran­
da/BO de 1. cruzi.

Detalle de la duración del período lag (en ho­
ras) para cada célula infectada, el período
lag medio y el error estandard para el clon
Miranda/80.

Resumende los tiempos de duplicación (en horas)
de la fase exponencial de crecimiento para cada
ciclo intracelular estudiado, el tiempo de dupli­
cación medio y el error estandard del clon Miran­
da/80.
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FIG. 4.7 CLON MIRANDA/88
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TABLA 4.7 CLON MIRANDA/89

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

18
18
24
28
34
42
S3
58
65
72
78
88
91

183
199
118
126
133
137
149
156
174 153
185
198 279
298 312

m-mwommwwwm-——————

(OOAWN-‘-‘ (SGU)

(.0



TABLA 4.7A RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA­
CELULAR (P.LAG/CEL.) DEL CLON MIRANDA/89

PERIODO LAG

CELULA No. HORAS

38.
39.
35.
34.
32.
31
32.
38.
38.
32.
38.
38.
32.
29.
32.
35.
28.
33.
36.

-‘®(O(I)\JO)U'IJ>(A)I\)-‘

NWCDWAQWCDWNQCON-‘AQQGJQ
(OCDNQU'l-b-(DN

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

34.15 HORAS
9.772



TABLA 4.7B RESUMEN DE LOS DATOS EXPERI­
MENTALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRA­
CELULAR (T.D./CEL.) DEL CLON MIRANDA/89

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS

29.
19.
21.
23.
28.
21.
29.
21.

-‘®(.O(X)\IO)U1.I>(A)Ï\)-‘

l\) (A)

N A

QNNWLNQQQMCÑN-‘QQAQNM
(OCX)\I0)01.I>(A)Í\)

N

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

21.45 HORAS
8.448
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Figura H.8. Representación gráfica de la fase exponencial
de crecimiento intracelular del clon Miranda/80.
Mediante la regresión de la curva se determinó
el período lag (en horas), el tiempo de duplica­
ción de los amastigotes (en horas) y el coeficien
te de correlación (r).

Tabla u.8. Variación temporal (en horas) del número de amas­
tigotes en una célula BBSMinfectada por un pará­
sito del clon Miranda/80, durante su fase de cre­
cimiento‘exponencial.



NUMERODEAMASTIGOTES
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FIG. 4.8 CLON MIRANDA/88
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TABLA 4.8 CLON MIRANDA/89

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

36
58
65
72
78
88
91

193
199
1 18
126
133
137
149
156
174 153

N-‘CDOOCOQU'IOOOOOON‘

(OO)J>-(A)I\)-‘-‘ ®®00



NUMERODEAMASTIGOTES
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FIG. 4 9 CLON SILVIO-X1Ü/5
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TABLA 4.9 CLON SILVIO-X10/5

TIEMPO (HORAS) NUMERO DE AMASTIGOTES

15 1

19 1

25 1

27

34

38

41

46

\J(DO)U1—I>-I\)

54 1

68 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 CLONSILVIO-Xïü/S

PERIODO LAG

CELULA No. HORAS

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

WN‘QQWNQMAWN‘ (.OCOCOACDU'INLQQbNG)

P. LAG MEDIA
ERROR ESTANDARD

18.22 HORAS
0.141
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TABLA 4.98 RESUMEN DE LOS DATOS EXPERIMEN­
TALES Y ESTADISTICOS DEL CICLO INTRACELU­

LAR (T.D./CEL.) DEL CLONSILVIO-XIO/S

TIEMPOS DE DUPLICACION

CELULA No. HORAS

(A)N*®(OCX)\IO)U'IJ>(A)I\)* oooooooo<ocoooxlcooooo©oo -(A)010')Í\)I\)CA)U1(S)O)\l-‘(.O

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

8.81 HORAS
9.136



Figura “.9.

Tabla “.9.

Tabla “.9 A.

Tabla u.9 B.
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Representación gráfica de la fase exponencial de
crecimiento intracelular del clon Silvio X10/5.
Mediante la regresión de la curva se determinó
el período lag (en horas), el tiempo de duplica­
ción de los amastigotes (en horas) y el coefi­
ciente de correlación (r).

Variación temporal (en horas)del número de amas­
tigotes en una célula BESMinfectada por un pará­
sito para el clon Silvio X10/5, durante su fase
de crecimiento exponencial.

Detalle de la duración del período lag (en horas)
para cada célula infectada, el periodo lag medio
y el error estandard para el clon Silvio X10/5.

Resumende los tiempos de duplicación (en horas)
de la fase exponencial de crecimiento para cada ci­
clo intracelular estudiado, el tiempo de duplica­
ción medio y el error estandard del clon Silvio
X10/5.



Tabla “.10.
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Resumende las diferencias halladas entre
los tiempos de duplicación de los amasti­
gotes y epimastigotes, el período lag y la
duración del ciclo intracelular total para
los cinco clones de 2. cruzi estudiados.



TABLA 4.18 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) (HORAS) (Hs.)

CA-I/72 31,811.1 10.3:O.3 22.2:O.4 ¡08

CA-I/73 36.5:l.6 12.0:O.2 21.8:O.5 120

MIRANDA/78 46.6:2.2 13,319.3 26.3:O.3 ¡65

MIRANDA/89 58.4:l.5 2|.5:O.5 34.2:O.8 215

SILVIO/5 22.5:O.8 8.6:O.| 18.210.! --­



Figura H.11.

Figura H.11 A.
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Representación gráfica de la relación entre
los tiempos de duplicación de epimastigotes
cultivados en medio LIT a 26°C y de amasti­
gotes en células BESMa 37°C en clones de
2. cruzi.

Representación gráfica de la correlación en­
tre los estadios reproductivos de los clones
CA-I/72, CA-I/73, Miranda/78, Miranda/80 y
Silvio X10/Sde 2. cruzi, definida por la e­
cuación i = a + b/x; y: T.D. epimastigotes
(en horas); x: T.D. amastigotes (en horas);
a= 83,2; = -526,36; siendo r: 0,988.
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FIG. 4.11
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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

TIGOTES EN CLONES DE T. CRUZI
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Figura u.12.

Figura “.12 A.

Representación
el período lag
de amastigotes

Representación'
xistente entre
de duplicación

149

gráfica de la relación entre
y el tiempo de duplicación
en clones de 2. cruzi.

gráfica de la correlación e­
el período lag y el tiempo
de amastigotes para los clo­

nes de 2. cruzi estudiados definida por la
ecuación: y: x/(a+bx); y= período 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
4a

- T . D. AMASTIGOTES

E] PERIODO LAG

39­
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FIG. 4.12A CORRELACION ENTRE EL PERIODO
LAG Y EL TIEMPO DE DUPLICACION DE AMAS­

TIGÜTES EN CLONES DE T. CRUZI
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Figura 5.1.

Figura 5.2.

Figura 5.3.

Figura 5.a.
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Histogramas de DNAobtenidos por Citometría
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.

Representación gráfica de dos histogramas de
DNAobtenidos por Citometrïa por Flujo Lami­
nar correspondiente a los clones CA-I/SH y Mi­
randa/80, indicando las diferentes localiza­
ciones de los respectivos picos G1.

Representación gráfica del contenido total de
DNA/organismoobtenido por Citometría por Flu­
jo Laminar de 19 clones y de la cepa Tulahuen
de 1. cruzi. Leyendas: T: cepa Tulahuen, (59­
73): clones CA-I, (75-91) = clones Miranda.

Histograma de la intensidad de fluorescencia me­
dia obtenida por microespectrofluorometria del
núcleo, kinetoplasto y DNAtotal/organismo de
cuatro clones de E. 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/80
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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.

Representación gráfica de dos curvas
de crecimiento.en fase exponencial,
correspondientes a dos concentraciones
inicales de epimastigotes del clon Mi­
randa/83 de 2.
tivo LIT a 26°C.

cruzi, en medio de cul­

Representación de la variación temporal
de la concentración'de epimastigotes/ml
durante la fase de crecimiento exponen­
cial del clon Miranda/83, representada
gráficamente en la Figúra 6.1.



EPIMASTIGOTES/ML.
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CLON MIRANDA/83
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TABLA 6.1A CLON MIRANDA/83

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

9 599391

1 773689

1392569

2223299

3398699

6486999

12852999

(DWG-bw“)

29997999



TABLA 6.18 CLON MIRANDA/83

TIEMPO (DIAS) EPIMASTIGOTES/ML.

9 3939499

1 5549799

7897699

13289899

19952999

45138999

oomAwN

99968999



Figura 6.2:

Tablas 6.2A-6.2B.

Tabla 6.2 C.
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Representación gráfica de la evolución 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
mación y finalmente una nueva fase de crecimien­
to.

Representación de la variación temporal de la
concentración de parásitos/ml en la evolución
de dos cultivos no perturbados de amastigotes
del clon Miranda/83, representados gráficamen­
te en la Figura 6.2.

Representación de los tiempos de duplicación
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 duplicación medio y el e­
rror estandard.



TRIPANOSOMAS/ML.

FIG. 6.2 CLON MIRANDA/83
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TABLA 6.2A CLON MIRANDA/83

TIEMPO (DIAS) TRIPANOSOMAS/ML.

9 2659999

1 4789499

2 7493199

3 8878999

4 8929899

7 8949899

19 8951799

13 9992899

15 16728499

16 21424999

21 23997999



TABLA 6.28 CLON MIRANDA/83

TIEMPO (DIAS) TRIPANOSOMAS/ML.

8 395289

1 535889

2 1928298

3 1637898

4 1742569

7 2278688

18 2451288

12 2597368

15 9966888

16 15686898

17 18888789

18 22881888

21 46577998



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.
38
33.
32.
33.
28.
29.
36.
36.
37.

-(S)(O(X)\IO)O'IAOOÍ\)-* WQNMAOMACDNG)

T.D. MEDIA
ERROR ESTANDARD

33.12 HORAS
8.917



Figura 6.3.

Figura 6.4.

Figura 6.5.
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Representación gráfica te6r1ca en la cual
se esquematiza Ja evolución de un cultivo
de amastigotes pertenecientes al clon Mi­
randa/83 de 2. cruzi, en el cual se reali­
zaron cambios de medio de cultivo al final
de cada fase de crecimiento exponencial.

Representacián gráfica de la evolución de un
cultivo no perturbado de amastigotes perte­
necientes al clon Miranda/83 de 2. cruzi, en
el cual se expresa la transformación de los
amastigotes en epimastigotes comopercenta­
je de amastigotes presentes durante 21 días
de evolución del cultivo.

Representación gráfica de la variacián del
perfil de DNA/organismodurante las prime­
ras 40 horas de evolución de un cultivo de
amastigotes del clon Miranda/83
en medio de cultivo LIT a 26°C.

de 2. cruzi,



NUMERODEGENERACIONES

167

TIEMPO (DIAS)

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 Gl, S Y 82 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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Microfotografía por contraste de fase de un
cultivo de epimaStigotes de 2. cruzi en el
que se observan pequeños acúmulos de amasti­
gotes y epimastigotes ( aumento BOOX).

Microfotografía por contraste de fase de un
acümulo de amastigotes de cultivo en medio
LIT a‘26°C ( aumento soox ).

Microfotografía por contraste de fase de a­
mastigotes de cultivo dispersados por agita—'
ción mecánica ( aumento 800K ).



1'71



172



173


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía
	Índice de tablas o figuras

