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1.1 Conceptos Generales

En el afio 1909, Carlos Chagas describid una nueva tripanosomiasis
en Minas Gerais, Brasil (l).

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es la hemopa-
rasitosis humana de mayor incidencia en Am@rica, ya que afecta aproxi-
madameﬁte a 20 millones de personas y se estima en 100 millomes (2) la
poblacidn de zonas rurales endémicas potencialmente susceptibles a la
infeccidn. Esta enfermedad constituye un problema médico-social de tal
magnitud que se han implementado programas sanitarios a niveles nacio-
nales e internacionales con el objetivo de disminuir la transmisidn,
controlar las areas endémicas y estudiar los procesos patoldgicos, con
la finalidad de combatir este mal. Entre las instituciones comprometi-
das a nivel internacional en el lucha activa contra esta enfermedad se
encuentran la Organizacidn Mundial de la Salud y la Organizacidn Pana-

mericana de la Salud que apoyan programas de investigacion basica, apli-

"cada y de control (3).

1.1.1 Epidemiologfa

Carlos Chagae (1) describid al agente etioldgico de esta parasito-

s8is, al cual denomind Schizotrypanhm cruzi (Trypanosoma cruzi), detallan

do también el aislamiento del par@sito a partir de pacientes febriles y
el ciclo evolutivo del mismo en sus distintos huéspedes.

El drea de dispersidn del agente etioldgico de la Tripanosomiasis
Americana abarca gran parte del continente americano, desde los Estados
ﬁnido; de Norte América hasta la Provincia argentina de Rio Negro.

Sin embargo, en el sur de los Estados Unidos de Norte América no
hay enfermedad a pesar de encontrarse el agente vector, lo que se atri-

buye a8 la no domiciliacidn de las especies de insectos vectores alll



existentes. De tal modo que la endemia ch;gﬁsica es propiamente latino-
americana. En la Repliblica Argentina, el drea endémica abarca la mayor
parte del territorio nacional con la sola excepcidn de las provincias
més australes, siendo las del norte, noroeste y centro, las mds afecta-
das.

Es un hecho innegable que la endemia chagasica avanza permanentemen-
te hacia dreas indemnes, facilitada por el fendmeno de las migraciones
desde las comunidades rurales en las cuales es intenso el triatomismo,
hacia los centros industriales. Estas migraciones permiten el transpor~
te pasivo de los insectos, los cuales son capaces de prosperar alin en
zonas ecoldgicamente desfavorables, aprovechando el microclima que ofre-
ce la morada humana (4). Ademas, se-favorece el riesgo de transmisidn
por transfusibn de sangre, como ocurre en la Repiblica Argentina con la
existencia de prevalencia aerolsgicq para Chagas en provincias donde no
existe el vector (5).

En la Replblica Argentina, se estimd que la prevalencia de la infec
cidn alcanzd un 6% de la totalidad de los varones de 18 afios de edad
en el afio 1981 (5). La prevalencia de la infeccidn chagdsica se encuen-
tra estrechamente relacionada con las condiciones socio-econdmicas de
la poblacidén. Uno de sus elementos, ia precariedad de las viviendas,
hace que sean habitats favorables para la multiplicacidén del insecto
vector, por lo que las campafias de desinsectacidn adecuadamente plani-
ficadas y ejecutadas tienen una importancia relevante en el control de

la enfermedad de Chagas.

1.1.2 Clasificacifn taxondmica del agente etiolégico

El protozoo pard@sito causante de la enfermedad de Chagas o Tripano-

somiasis Americana se ubica sistem@ticamente en la clase Mastigophora
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(Diesing, 1866), orden Kinetoplastida (Honinberg, 1963), familia Trypa-
nosomatidae (Doflein, 1901), género Trypanosoma (Gruby, 1843), seccidn
‘Stercoraria, Subgénero Schizotrypanum (Chagas, 1909), especie Trypano-

soma (Schizotrypanum) cruzi (Chagas, 1909) (6).

1.1.3 Mecanismos o vias de infeccidn

la enfermedad de Chagas se puede adquirir a través de distintas
vias o mecanismos:
1) Por intermedio del vector. No cabe duda de que es la principal mane-
ra de transmision de la enfermedad y seguird siendo la forma predominan
te hasta que se logre el control de los triatominos domiciliarios y pe-
ridomiciliarios. La contaminacidn del hombre se realiza por las deyec-
ciones que el ingecto deposita sobre la piel en el momento de picar.
Estas deyecciones contienen las formas metaciclicas infectantes del pa-
rdsito, las cuales penetran al interior del organismo a través de las
mucosas (conjuntivag), atravesando epidermis muy delgada como la de los
nifios, o aprovechando heridas y microheridas producidas por rascado
1,7,8).
2) Por medio de transfusiones. La-‘posibilidad de la transmisidn de la
enfermedad de Chagas por medio de la transfusidn de sangre se conoce
desde 1936. En la actualidad se sabe que esta forma de contaminacidn
con el agente patdgeno es responsable de un elevado nﬁmero de casos. El
indice mis aceptado por los distintos autores_de la prevalencia de da-
dores' de sangre positivos para Chagas se estima en un 10 por ciento.
El control riguroso en bancos de sangre disminuir@ los' riesgos de con-
taminacidn por esta via (4,9).

3) Via transplacentaria o Chagas connatal. Son numerosos los trabajos
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que confirman incuestionablemente este mecanismo de transmisidn, ya sos-
pechado por Carlos Chagas en 1911,

El periodo del Chagas materno puede ser indistintamente agudo o crd-
nico, correpondiendo a este Gltimo la inmensa mayorfa de los hallazgos
reportados. La incidencia de la infeccidn chagésica por esta via no es-
td suficientemente estudiada, aunque se estima entre un 3-5 por ciento
de los hijos de madres infectadas (9).

4) Via oral o digestiva y accidentes de laboratorio. La via oral ha si-
do postulada como posibilidad de infeccidn natural por varios investiga-
dores, pero de existir, es seguramente la vfa de infeccidn menos frecuen
te, salvo en accidentes de laboratorio debidos al manipuleo de material
que contiene parfisitos y al trabajo ton animales en experimentacibn, los

cuales son generalmente controlados con medicacidn oportuna.

1.1.4 Formas clfnicaes de la enfermedad de Chagas

En la enfermedad de Chagas se distinguen en general tres periodos que
caracterizan otras tantas etapas de la evolucidn de la parasitosis: un pe-
riodo agudo, un perfodo crbnico asintomético, denominado tambi&n periodo
de latencia y un periodo crBnico sintomdtico (10,11,12,13). Esta afeccibn
es sumamente particular, ya que sblo sé hace aparente con un complejo of -
talmo-ganglionar en un 5% de los casos, durante la primera fase de la infec-
cibn: periodo agudo, mientras que el 95% restante de los individuos infecta-
dos no presenta sintomatologfa especifica detectable. Se ha descripto la a-
paricibn de sfntomas no especificos o de algunos pcco significativos, tanto
que el afectado no siente la necesidad de efectuar consulta médica (14). Un
aspecto importante es que entre el 66-83% de los casos de Chagas agudo se

observa en nifios menores de 10 afios de edad (9).



Por lo que respecta a la gravedad, la mayoria de las infecciones

chagésicas corresponden a formas leves o benignas de la enfermedad;

un 19% corresponde a formas de mediana gravedad y solamente un 6% estd
constitufdo por casos graves. El 75% de los.casos leves presentan gene-
ralmente escasa sintomatologia y en general evolucionan espont@neamente
superando el cuadro sintomatoldgico hacia el perfodo de latencia. Las
formas graves y de mediana gravedad se relacionan con los enfermos que
presentan la polisintomatologia habitualmente descripta como miocardi-

tis aguda o meningoencefalitis chag@sica aguda.

1) Fase aguda de la enfermedad

Como se mencionara anteriormente, la fase aguda se observa gemeral-
mente en nifios de corta edad (11), disminuyendo la sintomatologia en
forma progresiva (9). Un alto porcentaje de los pacientes presentan ede-
ma ocular (signo de Romafia) (8) & cutdneo (chagoma de inoculacidn) en la
zona de inoculacidn del par@sito,después de un periodo de incubacidn de
3 a 12 dias post-infeccidn.

La sintomatologia es. variable (9,11), presentfidose estado febril,
que ocupa un lugar destacado ya que a veces se llega al extremo de ser
el Gnico sintoma que précticamente estd siempre presente en los casos
diagnosticados de Chagas agudo, acompafiado por cefaleas, cansancio, do-
lores articulares y Oseos, edemas de localizacidon diversa, petequias,
hepato-esplenomegalia y muy a mengdo diarreas y vomitos en lactantes.

En egtos {iltimos son sumamente importantes también el compromiso car-
dfaco y la meningoencefalitis (9,15). La mortalidad en esta fase de la

enfermedad de Chagas oscila entre un 2-4% de los casos (l4).



2) Fase latente

El 65-70% de las personas infectadas con Trypanosoma cruzi no pre-

senta sintomatologia hasta los 40 afios de'edad. Hay que considerar que
la enfermedad de Chagas es un proceso de evolucidn lenta en la mayoria
de los casos, con una aparicidén gradual de la sintomatologia, y que la
infeccidn por T. cruzi es a menudo inaparente.

Durante este perfodo, la parasitemia se detecta sdlo por técnicas
parasitoldgicas indirectas (16), evidenciandose en cambio altos niveles

de anticuerpos especificos (17,18) .
3) Fase crénica

Esta fase de la enfermedad de Chagas se caracteriza por el compro-
miso y afeccidn de distintos drganos, principalmente el corazdn y el tu-
bo digeativo (13, 10). Cabe sefialar que la mayor prevalencia de patolo-
gfa en la fase crénica, se presenta en aquellos pacientes que evidencia-
ron manifestaciones clinicas durante la fase aguda (19,20).

Existe una correlacidn significativa entre la forma clinica y el
irea geogridfica, aunque se desconoce si este fendmeno se debe a la va-
riabilidad de los huéspedes en las digtintas zonas, a diferencias en
las poblaciones de par@sitos, a las condiciones nutricionales de la po-
blacién, a condiciones ambientales, a combinaciones de estos factores
o a otros afin desconocidos.

En la Rep(iblica Argentina, la manifestacibn mas frecuente de la for-
na crénica de la enfermedad de Chﬁgae es la legidn cardiaca, la cual se
evidencia generalmente varios afios después de adquirida la infeccidn,
evolucionando lenta pero irreversiblemente (21,22), pudiendo desencade-

nar la muerte prematura del paciente. Se desconoce hasta el presente la
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existencia de curas esponténeas de la infeccidn chagésica.

1.2 Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo para@sito digené&tico, cuyo ciclo de

vida involucra la alternancia de dos huéspedes: un mamifero y un insec-
to hematdfago que representa al huésped intermediario o vector (Figura

1.

1.2.1 Ciclo de vida en el huésped invertebrado

Carlos Chagas describid el ciclo de vida de T. cruzi en el huésped
invertebrado (1) y su estudio fue posteriormente profundizado por otros
investigadores (23,24). E1 T. cruzi parasita el tubo digestivo de més
de 80 especies de triatominos (25) pertenecientes a la subfamilia Tria-

tominae, familia Reduvidae, orden Hemiptera, siendo Triatoma infestans

(26,27) el principal vector de la enfermedad de Chagas en la Rep(blica
Argentina. Egte ingecto es¢ de habitat domiciliario y peridomiciliario,
habiendo especies selvaticas transmisoras de la infeccidn. La infeccidn
del huésped invertebrado por T. cruzi'se produce durante la ingesta del
insecto,que succiona las formas sanguineas del pard@sito (tripomastigotes)
junto con la sangre del mamifero infectado, Los tripomastigotes
sufren una serie de trangformaciones fisioldgicas y morfoldgicas en el
tubo digestivo del insecto, originando inicialmente amastigotes o esfe-
romastigotes los cuales se multiplican durante un corto periodo de tiem-
po, transformdndose posteriormente en epimastigotes. El estadio epimas-
tigote es la forma multiplicativa del pard@sito y el responsable del man-

tenimiento de la infeccifn por T. cruzi en el hu@sped invertebrado. Fi-
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Figura 1 , 'Ciclo biol6gico del Trypanosoma cruzi.



nalmente, algunos epimastigotes se transforman en tripomastigotes meta-
cfclicos en la ampolla rectal del insecto, que son eliminados con las
heces del insecto juntamente con epimastigotes no diferenciados (28,29).

Brack (24) describib el desarrollo del par@sito en Rhodnius prolixus

experimentalmente infectados, encontrando los tres estadios del paréisito:
esferomastigotes o amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes. Los epi-
mastigotes presentaron dos tipos morfolSgicamente distintos: epimastigo-
tes cortos que se multiplican activamente y epimastigotes largos que son
incapaces de multiplicarse y aparentemente también de diferenciarse. Tan-
to los epimastigotes como los esferomastigotes serfanlos precursores del
estadfo tripomastigote metacfclico, infectante para el mamifero.

Ciertos aspectos del ciclo evolutivo de T. cruzi en el insecto hema-
t6fago son todavfa poco conocidos. Por ejemplo, Brener (30) observd la
formacifn de grandes masas de pardsitos pocas horas después de la inges-
ta, sugiriendo la posibilidad de la existencia de fusidén celular, hipd-
tesis que no ha sido corroborada hasta el presente.

Asimismo, se desconocen los factores que determinan la distinta sus-
ceptibilidad de las numerosas especies de Triatominos a la infeccidn

por Trypanosoma cruzi (16,31) y los factores que inducen la transforma-

cidén de epimastigotes a tripomastigoteé.

Los tripomastigotes metacfclicos son eliminados con la orina y/o las
heces del vector, que son generalmente depositadas durante la ingesta so-
bre la piel o mucosas del mamifero (7,8). Los tripomastigotes metacfcli-
cos presentan la capacidad de penetrar en las c€lulas del hu€sped verte-

brado iniciando la siguiente fase del ciclo de vida (32).



1.2.2 Ciclo de vida en el mamifero

Ademés del hombre hay numerosos Srdenes de mamiferos, tanto silves-
tres como domésticos, susceptibles a la infeccidén por T. cruzi (33,34,
35). Se han detectado més de 100 especies de mamiferos ,pertenecientes
a 8 6rdenes distintos ,naturalmente infectados con tripanosomas que mues
tran caracteristicas idénticas a los T. cruzi aislados de humanos, con
respecto a la morfologia de las formas sanguineas, ciclo de vida en
triatominos y animales experimentales y reacciones de immunidad cruzadas.
Las aves y los anfibios son resistentes a la infeccidn por T. cruzi.

Los tripomastigotes metaciclicos eliminados por el vector penetran
en el mamf{fero por alguna de las diversas vias o mecanismos detalladoas
anteriormente (ver 1.1.3). Los tripomastigotes metaciclicos penetran en
las células del vertebrado (32), transforméndose en amastigotes libres
en el citoplasma de la cé&lula Kuésped. Los amastigotes son la forma mul-
tiplicativa intracelular del par@sito en el mamifero y,consecuentemente,
son responsables del mantenimiento de la infeccidn en el mamifero.

Un mejor conocimiento del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en las

células del huésped vertebrado fue posible gracias al trabajo de Kofoid
y col. (36) y Meyer y col. (37,38), quienes lograron reproducir el ci-
clo de T.cruzi "in vitro" en cultivo de tejidos. Este sistema experimen-
tal fue utilizado por numerosos investigadores desde entonces (39,40,41,
42,43,44). Los resultados obtenidos demuestran que una misma célula hu@s
ped puede ser infectada por uno o varios parésitos en forma simultanea

o no. Una vez que los tripomastigotes penetran en la célula hué@sped, re-
tienen su movilidad por un corto lapso y posteriormente adquieren forma
ovalada o redondeada y el flagelo se acorta notablemente, alcanzando una

longitud de aproximadamente 1 ym (45). Una vez concluida la transforma-
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cidn del tripomastigote en amastigote, este {iltimo permanece en estado
quiescente durante un lapso variable (44), denominado cominmente perio-
do lag, previo a la iniciacidn de la fase reproductiva por divisidn bi-
naria. Se desconoce alin el significado de este periodo quiescente. Se
han realizado estudios de la sintesis de DNA por autorradiografia, los
cuales indican que hay sintesis de @cido desoxirribonucleico durante
este periodo (46). Asimismo, se demostrd que la sintesis de RNA se ini-
cia aproximadamente 2 horas después de la interiorizacidn del parasito
en la célula del vertebrado (47). Por lo tanto, no se requeriria spinte-
sis de RNA para el proceso de transformacidn del trinomastigote en amas
tigote, que implica el pasaje de una célula arrestada en G°
(48) a una c@lula que inicia su ciclo celular.

Antes de la divisidn, los amastigotes aumentan gradualmente de ta-
mafio; a continuacidn se dividen el cinetoplasto y el nficleo, se forma
un nuevo flagelo y finalmente se divide longitudinalmente el cuerpo del
parasito (45). El tiempo de duplicacidn intracelular es variable y depen
de de la cepa de T. cruzi , mientras que la citocinesis es rapida, com-
pletdndose en aproximadamente 25 minutos. El niimero de divisiones y la
duracidn del ciclo intracelular se encuentran bajo control genético del
parfaito (43). Finalmente, los amastigotes intracelulares sufren una

transformacidn a tripomastigotes, proceso que se completa en apro-

ximadamente 24 horas (44). No todos los par@sitos intracelulares se transg
forman en tripomastigotes en forma sincrénica. Por lo tanto, en una mis-
ma cétula infectada por T. cruzi ‘pueden encontrarse todos los estadios
de tranaicidn entre amastigote y tripomastigote.

Al finalizar el ciclo intracelular de T. cruzi en el mamifero, el mo-

vimiento de los parfisitos es sumamente intenso, produciéndose la ruptura
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de la célula huésped con la consecuente liberacidn de los parisitos que
con capaces de infectar inmediatamente nuevas células huésped o liberar-
se al torrente sanguineo. Los tripomastigotes sanguineos circulantes,

son eventualmente ingeridos por el vector, complet8ndose de este modo el

ciclo de vida.

1.3 Estadios del Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un protozoo polimdrfico, que a lo largo de

su ciclo de vida presenta varios estadfos f&cilmente identificables por
microscopfa Sptica y electrénica. La definicidn de las distintas formas
del par@sito se basa en: la forma general de la c8lula, la disposicidn
del cinetoplasto con respecto al nficleo y la regidn por la cual emerge
el flagelo del bolsilo flagelar (49). De acuerdo a estos criterios, se
pueden identificar tres estadfos del pardsito: el amastigote, el epimas-
tigote y el tripomastigote (Figura 2).

A continuacidn se deacriben brevemente las tres formas del parasito,
con especial &nfasis sobre la morfologia y ultraestructura del estadio

tripomastigote.

1.3.1 Amastigotes:también llamados eéferomastigotes. Los amastigotes
son formas esferoides que miden entre 1,5-4 ym de ancho, las cuales se
desarrollan intracelularmente en los tejidos del hospedador vertebrado
y extracelularmente en el tracto digestivo del insecto, en el cual pue-
den formar magas de organismos (30,45,50). El cinetoplasto est@a proximo
al nlicleo y presenta la apariencia de una doble capa de fibrillas (45).
Las observaciones realizadas mediante microscopias de contraste de fase

y electrSnica han permitido demostrar que estas formas presentan un cor-
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Figura 2. Diagrama que ilustra los estadios morfolégicos pre-

sentes en el ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi.
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to flagelo de aproximadamente 1 pm de longitud (45).

Brack (24) designd esferomastigotes a las formas redondeadas presen-
tes en el tubo digestivo del huésped invertebrado, para diferenciarlas
de los amastigotes intracelulares presentes en el mamifero, a pesar de

no observar diferencias al microscopio electrdnico.

1.3.2 Epimastigotes: son formas elongadas que miden entre 20-40 ym

de longitud y que presentan una corta membrana ondulante y un flagelo
libre anterior. El cinetoplasto esti@ localizado anteriormente al pﬁcleo.

Los epimastigotes son formas extracelulares capaces de dividirse bi-
nariamente. Su habitat natural es el tracto digestivo del huésped inver-
tebrado y son las formas predominantes en cultivos axénicos de T.cruzi.

Este estadio, al igual que el amastigote, presenta un citostoma en
el cual se obgerva una disposicion peculiar de partfculas alineadas que
delimitan una zona pobre. en particulas (45).

Los. estudivs realizados por microscopia electrdnica mediante técni-
cas. de crio-fractura, demuestran que el estadfo epimastigote del pardsi-
to presenta una mayor densidad de partfculas intramembranosas que los
tripomastigotes. sanguineos, lo que indica que tiene una diferente rela-
cidn proteinas-lipidos en su memBrana-plasmitica (45).

El flagelo, al igual que en los otros dos estadfos del parasito, pre-
senta una estructura basica similar a la de otros flagelos, con una dis-
posicidn 9+2 de los microtibulos del axonema.

" En el epimastigote, asi como en el tripomastigote, se encuentra una
eatructura filamentosa que ha sido denominada paraflagelo o estructura
paraxial, cuya funcibn no ha sido aflin estudiada en detalle. Esta estruc-
tura presenta una disposicidn relativa constante con respecto al axonema,

pero su posicibn con respecto al cuerpo del pardsito varia considerable-
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mente, tocando a veces el cuerpo de la célula. La estructura paraxial se
presenta s8lo en la porcidn flagelar localizada fuera del bolsillo fla-

gelar (45). El1 flagelo se adhiere al cuerpo celular por uniones que apa-
rentan ser de tipo desmosoma, formando una corta membrana ondulante (52).

En los tres estadfos del pardsito, el flagelo se encuentra conectado
con dos cuerpos basales ubicados muy proximos entre si. Es comiin encon-
trar células en divisidn con cuatro cuerpos basales, lo que indica que
ambos cuerpos basales, uno de los cuales esta conectado al flagelo a tra-
vés de la placa terminal mientras que el otro es adyacente, son capaces
de replicarse (45).

La mitocondria es (inica y presenta crestas al igual que en los otros
dos estadfos, no habiéndose encontrado diferencias bioquimicas en el me-
tabolismo respiratorio de las tres formas del parasito (53). El cineto-
plasto es una regidn especializada de la mitocondria {inica de las fami-
lias Trypanosomaffdae y Bonodidae que estd constituida por material
filamentoso. Los cuerpos basales se encuentran proximos al cinetoplasto
en las tres formas del parasito. Por microscopia electrdnica pudo demos-
trarse que el cinetoplasto esta compuesto por fibrillas similares a las
encontradas en el nucleoide bacteriano, pudiendo comprobarse que estd
constituido por DNA. El cinetoplasto del epimastipote presenta el mate-
rial filamentoso en una linea de fibras densamente empaquetadas parale-
las. al eje longitudinal del protozoo, lo que da una apariencia de una
doble capa de fibras (45).

Upa estructura morfolSgica similar se encuentra en las formas amas-
tigotes. Algunas fibrillas de DNA parecen contactar con la membrana mi-
tocondrial interna. El DNA-cinetopl@stico representa entre el 20-25% del

DNA total del epimastigote de T. ¢ruzi y est@ constituido por una red de
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20.000-30.000 minicirculos de un peso molgcular de 0,9x106.

El andlisis del DNA por enzimas de restriccidn demostrd que los
minicirculos son heterogéneos en cuanto a la secuencia de bases (45).
Los minicirculos se encuentran en un alto nﬁmero de copias por parasaito
y su funcidn es hasta el momento desconocida (54).

El DNA-cinetopldstico presenta también maxicirculos (55) de aproxi-
madamente 10 jim de didmetro con un PM de aproximadamente 26x106, que
estdn presentes en un bajo niimero de copias por célula y contienen la
informacidn genética correspondiente a algunas de las proteinas mitocon-
driales.

En el citoplasma del epimastigote se encuentran vesiculas pinocfti-
cas, lisosomas, glicosomas (56), grinulos densos que tienen actividad
peroxidasa (57) y peroxisomas. También se observan reticulo endo-
plasmico liso y rugoso y un complejo de Golgi ubicado entre el nficleo
y el cinetoplasto, en la regidn cercana al bolsillo flagelar.

El nlicleo del epimastigote, al igual que el del amastigote, es re-
dondeado, midihpdo aproximadamente 2,5 ym, y tiene una organizacidn es-
tructural aparentemente similar a la encontrada en otras células euca-

riontes: (45).

1.3.3 Tripomastigotes: estas formas miden aproximzdamente 25 um de lom-

gitud y 2 ym de ancho. Presentan una caracteristica fcrma de C, un cine-
toplasto grande oval o redondeado de aproximadamente 1,2’um de diametro
préximo al extremo posterior del cuerpo, un flagelo libre anterior y una
membrana ondulante con 2-3 ondas planas (45).

Se han descripto dos tipos de tripomastigotes sanguineos, que también

se encuentran en el sobrenadante. de cultiVos~de células de vertebrado in-



\L

15

fectadas por T. cruzi. El primer tipo es delgado, con un niicleo alarga-
do, un cinetoplasto subterminal y un corto flagelo libre. Se lo denomi-
na tripomastigote delgado (slender). El otro tipo de tripomastigote es
ancho, con un nficleo oval, un cinetoplasto terminal y un largo flagelo
libre y se lo conoce con la denominacidn de tripomastigote ancho (broad).
La predominancia de una u otra forma de tripomastigote, dependeria de la
cepa o aislamiento de T. cruzi. Se ha sugerido que las formas delgadas
serfan principalmente responsables de la infeccidn de las c&lulas de ver-
tebrado, mientras que las formas anchas infectarfan al huésped inverte-
brado (28).

El cinetoplasto del tripomastigote, que es posterior al nficleo, pre-
senta basicamente dos aspectos. El primero consiste en la disposicibn de
las fibrillas en tres o cuatro capas paralelas entre sf (58, 59). Esta
estructura se denomind cinetoplasto en forma de canasto (58) y es poco
frecuente, no habiéndose observado en tripomastigotes sanguineos. El se-
gundo tipo de cinetoplasto se caracteriza por la diéposici6n dispersa de
los filamentos de DNA, que pierden el ordenamiento tipico del cinetoplas-
to de la mayorfa de los tripanosomédtidos (45).

En el tripomastigote la mitocondria es tubular y se extiende desde
el cinetoplasto hacia el extremo anterior del parédsito (28).

Los tripomastigotes presentan una cubierta filamentosa, denominada
glicocdliz, localizada en la cara externa de la membrana plasmftica, la
cual es més gruesa ( 15 nm, aproximadamente) que la de los estadios epimas-
tigoté y amastigote (5 nm, aproximadamente) (45). Al igual que en los otros
dos estadfios del par@sito, se observan microtilbulos subpeliculares por de-
bajo de la membrana celular, excepto en algunas éreas del bolsilo flagelar.
Un grupo de microtGbulos, sin aparente continuidad con los microtGbulos
subpeliculares, aparece en estrecha relacidn con el cuerpo basal (60). Se

observan tambi&n dos cuerpos basales tipicos. El complejo de Golgi se en-
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cuentra ubicado entre el cinetoplasto y el niicleo, observéndose ramifi-
caciones del retfculo endopléismico rugoso cerca del complejo de Golgi,
lo que sugiere la existencia de una actividad secretora del mismo en los
tripomastigotes (28).

Se han descripto tapbién cuerpos multivesiculares que intervendrfan
en secresidn y lisosomas (45).

El nlicleo tiene una organizacibn estructural similar a la de las o-
tras formas del parfisito pero es elongado. Mide aproximadamente 2,5 um
y se encuentra localizado en la regidn central de la c€lula. Es eviden-
te la continuidad existente entre la membrana nuclear externa y el re-
ticulo endoplésmico. El material cromitico se distribuye en masas en la
periferia del nficleo por debajo de la membrana nuclear y el nucleolo es
ligeramente excéntrico (45).

El1 flagelo también presenta la estructura axonfmica tfpica
9 + 2 y emerge del cuerpo del parasito en el bolsillo flagelar, consi-
derado como un sitio de secresidn y/o excresifn (28), asi como también
de ingestidn de macromoléculas por pinocitosis. El1 flagelo se encuentra
extensamente adherido al cuerpo celular del parfisito por uniones de ti-
po desmosoma (52). Cuando se inicia el movimiento flagelar, la onda se
propaga a lo largo del flagelo y al aicanzar la regibn en la cual éste
se encuentra adherido al cuerpo del par@sito induce un moviemiento apa-
rente del cuerpo, dando la impresién visual de una membrana ondulante.
El movimiento puede propagarse desde el extremo libre del flagelo o
viceversa. Por lo tanto, la membrana ondulante de los tripanosomitidos
no es una estructura real.

Los tripomastigotes se encuentran transitoriamente (ver 1.2.2) en

los tejidos y en la sangre del huésped vertebrado, asi como tambié&n en
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la ampolla rectal, las heces y la orina del huésped invertebrado, en

cuyo caso reciben la denominacidn de tripomastigotes metaciclicos. Asi-
mismo, se encuentran en cultivos axénicos del par@sito en fase estacio-
naria de crecimiento y en la fase liquida de cultivos celulares infecta-

dos por T. cruzi. Estas formas del pardsito son incapaces de dividirse.

1.4 Las cepas de Trypanosoma eruzi

Una cepa o aislamiento es un conjunto de poblaciones originadas a
partir de un grupo de tripanosomas de una especie o subespecie dada,
los cuales estln presentes en determinado momento en un huésped o en
un cultivo y que presentan o poseen una o mls caracteristicas definito-
rias (61).

Las cepas o aislamientos de Trypanosoma cruzi estdn constitufdas,

por lo tanto, por poblaciones de pardsitos que en general son manteni-
das bajo distintae condiciones de laboratorio. Los aislamientos de T.
cruzi provienen de distintas fuentes, ya sea de hospedadores selvdticos,
de animales dom€sticos, de insectos domiciliaridbs o de pacientes con
enfermedad de Chagas.

Las cepas de T. cruzi han sido caracterizadas por medio de criterios
biolégicos. y bioquimicos, con el objetivo final de clasificar a las mis-
mas en grupos con caracteristicas comunes y de establecer correlaciones
entre estos parfmetros y las diversas manifestaciones clinicas y epide-
miolSgicas de la Tripanosomiasis americana. Entre los criterios bioqui-
Qiboa'utilizadoa para caracterizar a las poblaciones de T. cruzi, se
encuentran el anfiliais comparativo de los productos de1 clivaje del DNA
cinetoplBstico y nuclear por endonucleasas de restriccidn eepecifica

(esquizodemas) (62,63,64) y el andlisis comparativo de los perfiles



'

-~

18

enzimdticos de algunas enzimas (zimodemas) (65,66).

Las caracteristicas bioldgicas utilizadas para clasificar cepas o
aislamientos de T. cruzi incluyen: cuadro histopatoldgico, morfologia
de los pardsitos sanguineos, parasitemia en.sangre, tropismo tisular,
patogénicidad, virulencia y constitucidn antigénica (67,68,69,70,71,
72,73,74) . Mediante el estudio de estos par@metros se ha demostrado que
existen diferencias entre aislamientos, lo que implica que existen va-

riaciones intra-especificas en Trypansoma cruzi.

Sin embargo, durante el curso de varios estudios de caracterizacidn
de cepas de T. ¢ruzi, se evidencid la aparicion de variaciones en algu-
nas caracteristicas bioldgicas y bioquimicas de las cepas, como por
ejemplo, la disminucidn o aumento de la capacidad infectante de aisla-
mientos mantenidos en el laboratorio seglin distintos protocolos (75,76,
77,78,), varinciQnes en la duracidon del ciclo intracelular (79), varia-
ciones' en el tiempo de duplicacidn de los amastigotes intracelulares
(79), en los patrones isoenzimlticos (80), etc.

Lambrecht postuld que Trypanosoma cruzi est8 compuesto por poblacio-

nes heterogéneas de parasitos y que las condiciones de laboratorio uti-
lizadas para mantener a los aislamientos de par@sitds ejercerian una pre-
8idn selectiva gobre las distintas subpoblaciones presentes, causando

la aparente inestabilidad de los para@metros bibldgicos y bioquimicos
(81).

Esta hipStesis ha sido confirmada recientemente mediante la caracte-
rizacidn biolBgica de clones de T. cruzi , que constituyen poblaciones
genéticamente homogéneas de pardsitos, ya que provienen de aislamientos
unicelulares. Entre los par@metros estudiados se encuentran la cinética

de crecimiento de las formas epimastigote en medio de cultivo libre de
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células (82), el contenido de DNA total por organismos de epimastigotes
en distintas fases de crecimiento y de tripomastigotes derivados de cul-
tivo de células (48), el volumen modal de epimastigotes de T. cruzi en
medio axénico (82), el ciclo intracelular en cultivo de células (44), los
antigeﬁoa del estadio epimastigote (83), el cuadro histopatoldgico en ra-
tones endocriados (84) y la afinidad de epimastigotes de distintos clones
por un anticuerpo monoclonal (85).
En base al andlisis de estos parametros se demostrd la existencia

de heterogeneidad biolSgica en aislamientos de Trypanosoma cruzi prove-

nientes de pacientes chaglsicos, aunque se desconoce alin el origen de di

cha heterogengidad.

1.4.]1 Mantenimiento de T. cruzi en el laboratorio

Trypanosoma cruzi puede ger mantenido indefinidamente en el labora-

torio tanto in vivo como in vitro . Es posible mantener a T. cruzi in
vivo en distintas especies de rediividos, vectores naturales del pardsito,
mantenidos en insectarioe (86). Estos insectos se han utilizado también
para el xenodiagndstico, que es un método de diagndstico parasitolégico
indirecto, y para el estudio del par@sito en el hu@sped invertebrado (16,
23). T. cruzi tambifn se mantiene mediante pasajes seriados en animales
de laboratorio, entre ellos el ratdn, mono, hamster, conejo, perro, etc.

(84,87,88,89,90,91,28).

.Todos los estadios del ciclo de vida del Trypanosoma cruzi, tanto
los presentes en el mamifero como en el insecto vector, pueden ser culti
vados in vitro sin dificultad. Cuando se inoculan tripomastigotes sangui-
neos o parfisitos obtenidos a partir del hospedadof invertebrado, en medio

de cultivo axénico, o sea libre de células, a 26-28°C, los par@sitos se
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transforman en epimastigotes, los cuales presentan la capacidad de di-
vidirse, alcanzéndose altas concentraciones de parésitos por ml,en me-
dios de cultivo bifédsicos y monof@sicos que permiten el. cultivo de e-
pimastigotes de T. cruzi indefinidamente por pasajes seriados. Este
sisteﬁa, fécilmente reproducible, ha sido utilizado para obtener pard
sitos para estudios bioquimicos e inmunoldgicos. Se supone que los e~
pimastigotes provenientes de cultivos ax&nicos son equivalentes a los
epimastigotes que se encuentran en el tubo digestivo del hospedador
invertebrado (45).

El estadfo multiplicativo de T. cruzi en el hospedador invertebra-
do es obligatoriamente intracelular (1,32). Los estudios bioquimicos
e inmunoldgicos del amastigote son escasos debido a las dificultades
existentes para aislar este estadfo del pardsito. Como se mencionara
anteriormente, Kpfoid y col. (36) fueron los primeros investigadores
que informaron sobre la posibilidad de cultivar al T. cruzi en culti-
vo de tejidos con &xito, infectando células de vertebrado in vitro
y reproduciendo el ciclo intracelular del parasito, lo que posibilitd
entre otras cosas, el estudio del ciclo intracelular del par@sito gra-
cias al desarrollo de la metodologia de cultivo de cé&lulas y de meto-
dologia adecuada para la observacién continua de este estadio del pa-
résito mediante microscopia de alta resolucibn (43,44,92),

Existen técnicas que posibilitan el aislamiento de amastigotes a
partir de tejidos musculares de animales infectados experimentalmente
(93) 6 a partir de cultivos de células (94).

Sin embargo, las células huésped se deben romper para extraer a
los amastigotes intracelulares, siendo virtualmente imposible eliminar

la contaminacidn por restos celulares de las células huésped, afin so-
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metiendo a los amastigotes a t&cnicas de purificecidn posteriores. El
posible dafio de los amastigotes durante los procedimientos de extrac-
cidn y purificacidn y el bajo rendimiento de parésitos han limitado
considerablemente el estudio del estadfo intracelular del pardsito .
(95,96).

Cuando se inoculan formas sanguineas, tripomastigotes metacfcli-
cos, tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos, o epimastigotes
de T. cruzi en medio ax&nico a 26-28°C, se observa la aparicidn de a-
mastigotes capaces de multiplicarse y la formacidén de ac@Gmulos (1,97).
Estas formas son morfoldgicamente similares a los amastigotes intrace
lulares. Asimiamo, se ha publicado que bajo condiciones determinadas
de cultivo es posible obtener amastigotes en cultivos axé&nicos (98).
Recientemente, la utilizacibn de clones de T. cruzi permitid el desa-
rrollo de una metodologfa adecuada para el mantenimiento de este esta-
dfo durante tiempo indefinido (43), También se ha demostrado que los
tripomastigotes sangufneos se transforman en amastigotes extracelula-
res en el gobrenadante de cultivo de una linea establecida de Triatoma
infestans, proponiéndose el t&rmino de estédfilomastigotes para designar
estas formas (51). Se requiere, sin embargo, una caracterizacidn mfis
profunda de estos amastigotes extraceiulares a fin de establecer -ho-
mologias y/o diferencias con los amastigotes intracelulares.

El estadfo tripomastigote puede obtenerse, para su mantenimiento y
caracterizacidn en el laboratorio, a partir de diversas fuentes, a saber,
sangre de mamiferos infectados natural o experimentalmente (tripomasti-
gotes sanguineos), de heces u orina del insecto vector (tripomastigotes
metaciclicos), o bien de cultivos ax&nicos, formas que se suponen equi-
valentes a las presentes en el insecto vector (tripomastigotes metacicli

cos), y finalmente de cultivo de tejidos, formas que se consideran equi-
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valentes a las presentes en el mamifero. En cultivos libres de c&lulas
mantenidos a 26-28°C algunos epimastigotes se transforman en tripomas-
tigotes al final de la fase de crecimiento logarftmico (75,99,100). El
porcentaje de tripomastigotes varia de una cepa a otra y depende tam-
bién de la composicibn del medio de crecimiento. Se han obtenido recien
temente algunos clones de las cepas Y y CL,que presentan un alto grado
de diferenciacibn a tripomastigotes (de hasta un 95%) cuando los para-
sitos se cultivan en medio adecuado (101). Estos tripomastigotes son ca-
paces de infectar animales experimentales y c&lulas de vertebrado.

La utilizacidn de t&cnicas de cultivo de c&lulas posibilitd la ob-
tencibn de tripomastigotes para estudios bioquimicos, inmunoldgicos,
biolbgicos, etc. T. cruzi presenta la capacidad de infectar una gran
cantidad de tipos celulares provenientes de distintos animales y del
hombre. Neva y col. (102) lograron infectar con facilidad tejidos em-
brionarios de pollo, ratén, piel humana, rifidn humano y amnios humano.
Pridcticamente todas las lfneas celulares mantenidas en las habituales
condiciones de laboratorio son susceptibles a la infeccidn por T. cruzi,
asf como tambi€n cultivos celulares primarios,tales como cultivos de
msculo esquel&tico, mfisculo cardfaco, macrdfagos, etc, Los tripomasti-
gotes de T. cruzi obtenidos en el sobrenadante de cultivos celulares
son infectantes para animales experimentales y para cultivos celulares

virgenes.

1.5 La superficie celular del Trjpanoaoma cruzi

La superficie celular del Trypanosoma cruzi presenta dos componen-

tes: la membrana plasmética y una cubierta formada por los microtfibulos
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subpeliculares. Aunque actualmente se conoce que en la mayoria de las
células eucariontes hay microtfibulos y microfilamentos asociados con
la membrana plasmitica, esta asociacidn es sumamente notoria en los
tripanosomdtidos, en los cuales ambos componentes de la superficie ce
lular permanecen relacionados alin después de la lisis de los protozoos

y del aislamiento de la fraccidn enriquecida en membranas.

1.5.1 La membrana plasmitica de T. cruzi

La membrana plasmatica de T. cruzi, al igual que la de otros tipos
celulares, esta compuesta por proteinas, lipidos e hidratos de carbono.
El glicoc@liz se encuentra en la superficie exterior de la membrana
plasmitica y estd formada por un material filamentoso rico en hidratos
de carbono. Los estudios citoquimicos y por microscopia electrdnica
muestran que estd presente en todos los estadios del par@sito, aunque

su espesor difiere (ver 1.3.3).

1.5.2 Utilizacidn de lectinas para el estudio de la superficie

celular del par@sito

Las estructuras ricas en hidratos de carbono presentes en la su-
perficie celular de los tres estadios del T. cruzi han sido estudia-
das mediante el uso de lectinas. Inicialmente se informd que los epi-
mastigotes provenientes de cultivos acelulares se aglutinaban intensa-
menteccon la lectina Concanavalina A (Con A) mientras que los tripo-
mastigotes no se aglutinaban (45). Sin embargo, estudios posteriores
realizados utilizando tripomastigotes provenientes tanto de cultivos
axénicos como de sangre de ratones infectados, demostraron que los

tripomastigotes también poseen receptores para la Con A en su super-—
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ficie celular y que se aglutinan con concentraciones relativamente ba-
jas de la lectina (103). La presencia de receptores de Con A sobre la
superficie celular del T. cruzi se detectd también por microscopia op-
tica, mediante la utilizaci8n de Con A marcgda con fluoresceina (104,
105) y por microscopia electrdnica utilizando Con A conjugada con pe-
roxidasa (103) y a ferritina (45). No se detectd unién de Con A en tri
pomastigotes de la cepa o aislamiento MR de T. cruzi (105). Se ha de-
mostrado recientemente que los epimastigotes de T. cruzi parecen tener
al menos 2 tipos de receptores para la Con A, uno de baja capacidpd
pero de alta afinidad y otro de alta capacidad pero de baja afinidad.
Uno de estos receptores tiene una constante de afinidad por Con A cin-
co veces mayor que la encontrada en, tripomastigotes (106).

Un estudio detallado de la superficie celular del amastigote,epi-
mastigote y tripomastigote de T. cruzi fue llevado a cabo por Pereira
y col. (107). Estos autores probaron lectinas altamente purificadas,
con especificidades de unidn por N-acetil-galactosamina, N-acetil-glu-
coeamina, D-galactosa, D-manosa y @cido sidlico. Los resultados obteni-
dos. con aglutinina de germen de trigo (WGA), que reconoce N-acetil-
glucosaminag y dcido sillico, demostraron que 8dlo los epimastigotes
se aglutinan con Bajas.concentracioneﬁ'de esta lectina. Los tripomas-
tigotea aanguineos y derivados de cultivo de tejidos, 8dlo se agluti-
naron a concentracionea mayores de la lectina. Katzin y Colli (106)
encontraron que los tripomastigotes presentan dos tipos de receptores
con distinta afinidad y caﬁacidad.por WGA. La naturaleza de los recep-
tores a WGA en epimastigotes y en tripomastigotes ae_eatudi& mas deta-
lladamente con WGA marcada (106, 107). Los resultados obtenidos sugie-
ren que la WGA interact@a con &cido sidlico en epimastigotea de T.cru-

zi, ya que el tratamiento con neuraminidasa impide la union de los
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receptores con WGA y la aglutinacidn de las células.

En el caso de los tripomastigotes, la cromatografia de afinidad

son WGA-sefarosa permitid identificar una glicoproteina de Peso Molecu

tar 85.000 que es especifica del estadio tripomastigote. La unidn de

la WGA con esta glicoproteina no se altera por el tratamiento con neu-

raminidasa de los tripomastigotes intactos o de las glicoproteinas ais
ladas (106).

Los resultados obtenidos con la forma intracelular del par@sito,
indican la ausencia de @cido sidlico en la superficie celular (107).

La hemaglutinina Wistaria floribunda, una lectina con especifici-

iad por N-acetil~galactosamina, aglutina tanto epimastigotes como tri-
pomastigotes provenientes de cultivos acelulares, pero no aglutina amas-
tigotes ni tripomastigotes sangufneos (45).

Ls aglutinina de manf (PNA, de Arachys'hypogea) que es especifica

para los. disaclridos D-gal B-1 — 3 D-Gal Nac y D-Gal B-1-—4-D-
GlecNac, 8S5lo aglutind lae formas intracelulares de T. cruzi (107). Ee
interesante destacar que las dos estructuras arriba mencionadas se en-
cuentran cominmente en carbohidratos complejoe localizados sobre la
guperficie celular, pero solamente tegccionan con la lectina en célu-
las con poco &cido sidlico, ya que el &cido @i@lico puede i no enmas-
carar las estructuras y evitar que estén disponibles para la interac-
cibn.

Lcs. estudios de la superficie celular del Trypanosoma cruzi con

lectinas suministran datos,que demuestran la existencia de diferen-
cias cualitativas y cuantitativas en los hidratos de carbono expues-
tos sobre la superficie celular del par@sito en los tres estadfos de

su ciclo de vida. Los resultados contradictorios obtenidos com algu-
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nas lectinas (105, 107) son consecuencia probablemente de la pureza
de la lectina utilizada, de la cepa del pardsito y del método utiliza-

do para la aglutinacidn celular (108),

1.5.3 Carga de superficie

T. cruzi presenta sitios anidnicos sobre su superficie celular,los

cuales se evidenciaron con particulas de ferritina cationizada y de

hidrdxido de hierro coloidal (109, 110). La reactividad de T. cruzi

con hierro coloidal es bloqueada completamente por el tratamiento pre-
vio de las.células con neuraminidasa » lo que confirma la existen
cia de Acido sidlico en la superficie del par@sito. Todos los estadios
morfoldgicos del T. cruzi presentan‘una carga neta de superficie cuya
intensidad varfa de una forma a otra. Los tripomastigotes son los que

presentan mayores valores de carga neta negativa de superficie (45).

1.5.4 Movilidad de loa componentees de membrana

El estado fisico de loe lipidos de una membrana se describe segfin
su fluidez. Los 1fpidos, al igual que otras sustancias, pueden existir
en fases 8dlida o 1fquida de distinta'vilcosidad, dependiendo de la tem
peratura. Como es el 1ipido el que provee la matriz en la cual se en-
cuentran inclufdas las proteinas de la membrana, el estado fisico del
lipido seri@ importante para la movilidad de las proteinas y glicopro-
teinas . La demostraéian de que las proteinas de la membrana es-
tén en un estadv dinamico es uno de los mayores hallazgos que favore-
cen el modelo del mosaico flufdo de Singer y Nicolson (111).

Lamentablemente,no hay estudios detallados del rol de los lipidos



Sr

-

con resgpecto a la fluidez de la membrana pLaamﬁtica del Trypanosoma

cruzi. Sin embargo, hay indicaciones de que al menos algunos componen

tes de la membrana plasmBtica de este pardsito pueden sufrir difusidn
lateral en el plano de la membrana, como por ejemtlo, la agregacidn

de las particulas de la membrana en réplicas obtenidas por criofractu-
ra y la induccidon de la formacidn de agregados y de casquete polar,
fendmenoe que se denominan comfinmente patching y capping respectiva-
mente, de antIgenos de membrana y de receptores de membrana para cou-
canavalina A (104).

Las observaciones experimentales realizadas sugleren que la flui-
dez de la membrana del estadfo epimastigote de T. cruzi es baja,al me-
nos para los sitios antigénicos y de unidn de Con A (45).

Se ha demostrado que hay componentes citoplasmaticos asociados a
la membrana plasmBtica, tales como microfilamentos y microt@ibulos, los
cuales tienen una marcada influencia en la movilidad de los componen-~
tes. de membrana. Las evidencias indican que en muchas células los mi-
crotibulos. son los responsables de anclar a las proteinas de membrana,
mientras: que los microfilamentos. producirfan su movilizacidn.

En estas clulas, la incubacifn en presencia de drogas que inter-
fieren con los microtibulos, tales como la colchicina y la vinblasti-
na, aumenta la movilidad de los componentes de membrana. Por el con-
trario, la incubacibn de lae células con citochalasina B, que interz-
fiere con los microfilamentos, disminuye la movilidad de los misﬁoa
componentes (112).

El tratamiento de T. cruzi con colchicina y vinblastina no indujo
la movilidad de los sitios antigénicos y de unifn con Con A (45).

En tripomastigotes sanguineos. se indujo también la formacidn de
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casquetes polares (capping) de los receptores de Con A (112,1i14). Al-
gunos experimentos en los cuales los tripomastigotes se marcaron si-
multéneamente con anticuerpos y con Con A, demostraron que los dos re
ceptores son independientes (104). Es interesante destacar que el nfi-
mero de tripomastigotes de T. cruzi con casquetes polares varid de
acuerdo al aislamiento del parasito utilizado. Por ejemplo, los tripo-
mastigotes de la cepa Y forman fd@cilmente casquetes polares, mientras
que fue dificil inducir capping en par@sitos de la cepa CL (114).

El proceso de capping indica claramente que las membranas de los
tripomastigotea sangufneos y de los amastigotes intracelulares, que
son lae dos formas de desarrollo del pari;ito en el huésped vertebra-
do, son flufdas. Se sugerido que hay un desprendimiento de los comple-
jos Ag-Ac del casquete polar (114). Por lo tanto, es también posible
que la movilizacibn de los antigenos de superficie de T. cruzi por
los anticuerpos, sea uno de los mecanismos que hacen al parasito re-
sistente a las defensas inmunes del huésped.

Se. neceaitan nuevos estudios para establecer fehacientemente si
existe o no una correlacidn entre la movilidad lateral de los compo-
nentes de membrana y la hebilidad del par@sito para sobrevivir en el

hospedador.

1.5.5 Andligis bioqufmico de la membrana celular

Se ha demostrado por estudios citoquimicos que T. cruzi no presen
ta poiisaciridos.de reserva (AS)..Los carbohidratos presentes se en-
cuentran asociados principalmente a la membrana plasmBtica del pardsi-
to, obervéndosde tambifn una baja reactividad indicativa de presencia

de hidratos de carbono en las membranas intracelulares del complejo
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de Golgi, del reticulo endopldsmico y de algunas vesiculas citoplasmé-
ticas (115). Por lo tanto, los datos bioquimicos sobre glicoproteinas

o polisac@ridos de Trypanosoma cruzi pueden considerarse derivados de

las membranas celulares.

Un complejo macromolecular conteniendo hidratos de carbono se ais-
16 de epimastigotes de T. cruzi (116). La electroforesis en gel de po-
liacrilamida de las fracciones glicoproteicas aisladas,mostrd la pre-
gencia de cuatro bandas positivas para el reactivo de Schiff que fue-
ron designadas bandas A,B,C y D respectivamente. El diagrama del gel
se alter§ drlsticamente como consecuencia del tratamiento con enzimas
proteoliticas, sugieriendo su naturaleza glicoproteica.

La banda D resietid el tratamiento con enzimas proteoliticas, re-
cibiendo la denominaciSn de lipopéptido fosfoglicano (LPPG)(118,112).Los
datos. experimentales sugieren que el LPPG es un componente asociade a la
membrana del epimastigote y que formaria parte del recepéor para Con A.

Afirmando estos estudios, se aislaron antigenos de superficie (119)
y polisacBridos antigénicamente activos de T. cruzi (120,121) y recien-
temente se ha aislado una glicoprotefna, con un peso molecular de 25.000,
de epimagtigotes de T. cruzi que es reconocida por suero de pacientes
chaglsicos y que. esté loc;lizada en la superficie del amastigotae, del
epimastigote y del tripomastigote (122, 123).

Uno de los enfoques utilizados para el andlisis de las glicoprotei
nas asociadas a la superficie celular,ha sido la utilizacidn de procedi-
mientds enzim@ticos de marcacidn, utilizd@ndose las técnicas de la lac-
toperoxidasa y la galactosa-oxidasa. Debido a que ambas enzimas no pe-
netran la membrana plasmitica, se marcan radioacf;vamente 80lo aquellas

proteinas y glicoproteinas de la membrana plasmatica accesibles a la
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accidon de las enzimas. Las proteinas marcadas se identifican posterior
mente por autoradiograffa de las electroforesis en geles de poliacril-
amida. Ambos procedimientos, asi como la t&cnica del iodogen, han sido
utiliza&os para analizar componentes de membrana de T. cruzi. El méto-
do del iodogen aparentemente no da lugar a la aparicidn de artefactos y
asegurs la marcacidn sdlo de proteinas de superficie, dando resultados
altamente reproducibles (124). Snary y Hudeon (125), utilizando el mé-
todo de la lactoperoxidasa, encontraron proteinas marcadas en los tres
estadfos del pardsito; cada estadio presentd proteTnas caracteristicas,
aunque @e encontraron bandas comunes a las tres formae de desarrollo.
Estos autores. encontraron entre otras, una glicoproteina de P,M. 90.000
presente en los tres estadfos del pardasito, que contiene un 18% de hi-
dratos de carbono (126).

Utilizando la misma metodologfa, Zingales:. y col. encontraron dos
glicoproteinae marcadas con iodo radioactivo en epimastigotes, de pesos
moleculares 100.000 y 8-90.000, respectivamente (127).

De acuerdo a los resultados obtenidos por Nogueira y col. (128,129),
la superficie celular del tripomastigote sanguineo presenta un componen
te principal de P.M. 90.000, que no fue detectado en epimastigotes o en
tripomastigotes derivados de cultivos ;celularea, que presentarian un
componente de P.M. 75.000, que consideran caracterfstico de los estadios
del par@sito presentes en el insecto.

Araujo y Remington (96) observaron un esquema mis complejo de ban-
das, encontrando dos bandas principales de P.M. 100.000 y 90.000 en tri-
pomastigotes derivados de cultivo de tejidos y un grupo de bandas (3-4)
de pesos moleculares comprendidos entre 68.000 y 94.000, asi como una

banda de P.M. 45.000 en amastigotes y epimastigotes. Estos autores tam-
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bién describen la aparicidn de componentes de alto peso molecular en
los tres estadfos de T. cruzi. En el caso de los tripomastigotes, el
estudio comparativo de tres cepas de T. cruzi permitid determinar la
existencia de algunas bandas de bajo peso molecular presentes en para
8itos de las cepas CL y MR,que no se encuentran en tripomastigotes de
la cepa Y. En tripomastigotes de la cepa MR, se encontrd una banda de
P.M. 30.000, ausente en las cepas Y y CL. Este hallazgo es interesante,
ya que los tripomastigotes de la cepa MR difieren de los de las cepas
Y y CL en cuanto a su afinidad por determinadas lectinas (105).

Zingales y col., (130) indican que los tripomastigotes presentan
un mayor nimero de bandas de glicoproteinas de superficie que los epi-
mastigotes. Utilizando la t@cnica del iodogen e inmunoprecipitacidn,
encontraron recientemente, que los epimastigotes presentan bandas de
pesos moleculares comprendidos entre 62.000 y 150.000, dos de los cua-
les. (de P.M. 95.000 y 80.000) estarfan también presentea en el tripo-
mastigote. Los tripomastigotes presentan una serie de bandas de P.M.
comprendidos entre 68.000 y 100.000. Da, asl como protefnas de alto pe-
so molecular, y un antfgeno de P.M. 85.000 que seria especifico de es-
te estadfo. Recientemente, Katzin y col. purificaron una glicoprotei-
na de P.M. 85.000 de tripomastigotes de la cepa Y,que no se detectd en
amastigotes y epimastigotes (131,132).

Yoshida estudil la constitutidn antigénica de superficie de tripo-
mastigotes metaciclicos de tres cepas de T. cruzi, encontrando diferen
cias notables, ya que una proteina de P.M. 100.000, apenas detectable
en la superficie de parfsitos de las cepas Y y CL, constituye el prin-

cipal antfgeno de superficie de los tripomastigotes metaciclicos de la

cepa G (133).
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Recientemente, se ha estudiado la glicosilacidn de residuos aspa-
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ragina en proteinas de T. cruzi. El oligosaci@rido transferido a la pro

tefna estd constituido por manosa y N-acetil-glucosamina (134,135) y

existen diferencias en las glicoproteinas maduras de los estadfos epi-

maatiﬁote y amastigote (136).

En resumen, las glicoproteinas presentes en la superficie celular
de T. cruzi varfan en los distintos estadfos del parfisito y, se han
encontrado diferenciag en las protefnas de euperficie de algunas ce-
pas. de T. cruzi. Es importante sefialar que algunas de las diferencias
encontradas por los distintoe autores en cuanto al peso molecular de
las glicoprotefnas o protefnas puede ser congecuencia de proteSlisis
parcial durante la experimentacibn: Otros factores que pueden influen
ciar los resultados son la cepa.o aislamiento del para@sito, el origen

de los: parBaitos y la metodologfa utilizada.

1.6 Relacidn entre. el parfiaito y el hospedador vertebrado

Uno de los mayoree enigmas de la enfermedad de Chagas es la diver-

sidad de manifeataciones clinicas, patolSgicas e inmunolSgicas que se
evidencian después. de la infeccidn con el agente causal. Los tripano-
somas que infectan vertebrados exhiben todo el rango de virulencia
posible, desde la produccidn de una infeccidon r@pidamente letal haata
una relacidn comensal que no presenta efectos deletdreos detectables
en el huésped vertebrado.

Es. importante cuando se habl; de la relacidn huésped-parfisito te-
ner en consideracin las defihiciones de virulencia e infectividad.
La virulencia ea la capacidad que presenta un par@sito de dafiar y cau

sar enfermedad en un hulsped. Hay otras dos caracteristicas de las
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infecciones parasitarias: infectividad y transmisibilidad, que est@n
tan intimamente relacionadas con la virulencia que a menudo se confun-
den los términos. Sin embargo, la infectividad no estd relacionada for
malmente con la virulencia, ya que la virulencia describe los efectos
patogénicos observables en el hudsped después de haber tenido lugar la
infeccidn por el par@sito, mientras que la infectividad est@ dada por
la capacidad que presentan los parfisitos de invadir al huésped (137).

En el caso del Trypanosoma cruzi en el husped vertebrado, la in-

fectividad estf directamente relacionada con la capacidad de penetra-
cion del parfaito en el mamifero, mientras que la virulencia del pard
sito estarfa determinada no #8lo por la infectividad del mismo, sino
tambifn por otros factore, por ejemplo: edad, magnitud y modulacidn de
la respuesta inmune desencadenads en el mamffero, duracidn del ciclo
intracelular, sensibilidad del parBsito a la respuesta inmune del hos-
pedador, etc. Por este motivo, muchos tripanosomas estercorarios pare
cen ger altamente infectantes y sin embargo presentan una virulencia
muy baja.

De un modo similar, la transmisibilidad del parasito depende de
la disponibilidad de pardsitos durante la ingesta del vector, de la ta-
sa de crecimiento en el vector, de la estabilidad del par@sito fuera
del Huéaped. especialmente en los casvs de transmiesidon indirecta del
parfsito tales como transfusiones de sangre o transmieidn oral, etc.

La virulencia ee una caracteristica sumamente diffcil de cuantifi-
car. La mayoria de las evaluaciones son subjetivas, aunque en general
ge usa una escala de cinco puntos que utiliza los siguientes adjetivos:
virulencia despreciable, baja, moderada, alta y extrema (137).

Los mecanismos por los cuales el Trypanosoma cruzi interact{ia con
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el hospedador vertebrado, induciendo o no_la aparicion de lesiones,
son miltiples y dependen de varios factores que pueden influir cuali-

tativa y cuantitativamente con el desarrollo de la infeccibn.

1.6.1 Faétores dependientes del huésped vertebrado

Entre los factores dependientes del mamifero que son capaces de
influir el desarrollo de las infecciones por T. cruzi, los més rele-
vanteg son:

1) El sexo y la edad. El estudio de los casos humanocs indica que los
nifios y adolescentes son mls susceptibles a la infeccidn chagasica que
los adultoe y ancianos. Los mismo ocurre en animales infectados expe-
rimentalmente (87,138). Hauchka (158) demostrd que el ratdén macho

es mis susceptiBle a la infeccidn que la hembra.

2) Constitucidn genética. Se ha demostrado que la susceptibilidad de
los ratones 8 la infeccidn por T. cruzi est@ influenciada por el fon-
do genético de los hospedadores (139). Pizzi y col. (140) sugirieron
que la reaccidn inflamatorias, el nivel de parasitemia y la tasa de mor
talidad de loe ratones infectados depende en gran medida de la consti-
tucifn genética del ratdn. Algunas cepas de ratdn son sumamente suscep
tibles: 8 1a infeccidn por T. cruzi mientras que otras son altamente
resistentes (140). Kuhn egtudid la resistencia de varias cepas de ratén
a T. cruzi y encontrd diferencias notables, concluyendo que la capaci-
dad de un animsl para reeistir la infeccibn por T. cruzi es aparente-
mente.un fenSmeno poligenetico (1;1).

3). Efecto de la inmuncsupresidn. Interferdn. Las hormonas esteroides,
especialmente la cortisona, elevan la paragitemia durante la fase agu-

da de la infeccifn (137), aunque aparentemente no afectan las infec-
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ciones crdnicas (28). La timectomia neonatal trae como consecuencia
parasitemias mi@e altas y menor sobrevida de los ratones infectados ex-
perimentalmente (142) y el periodo agudo es més grave en ratones gené-
ticamente atimicos (143,144), sugiriendo que la inmunidad timo depen-
diente juega un papel importante en el desarrollo de la infeccidn.
James y col. (145) investigaron el efecto del interferdn sobre la eta-
pa aguda de la infeccifn en ratones endocriados de la cepa Cs, BL/6],
encontrando que el interferSn,o los mecaniemos efectores inducidos por
el interferfn,producen resistencia a la infeccidén per T. cruzi.
Kierszenbaum y Sonenfeld encontraron que el interferdn presenta un
efecto inhibitorio de la infeccidn de células de vertebrado por T. cru-
zi (146).
4) Reinfeccibn. Se ha sugerido que la reinfeccidn repetida puede ser
uno de los factores responsables de la severidad de la parasitemia y
de la cardibpat{a observada en algunos casos (137). Se ha demostrado
que el estadfo crénico de la enfermedad en el ratdn se puede obtener
inoculando dosis subletales de poblaciones parasitarias con capacidad
letal (147,148) o bien con otras poblaciones no letalea para el ratdn
(149).
5) Factores nutricionales. La parasitemia es mas alta y las lesiones

mas severas en animales con deficientias nutricionales (137).

1.6.2 Factores dependientesa del pardsito

Entre los factores dependientes del parfisito capaces de influen-

ciar el desarrollo de la infeccidn por el Trypanosomh cruzi se pueden

mencionar:

1) Polimorfismo. Se ha descripto la existencia de formas tripomastigo-
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tes delgados (slender) y anchos (broad). Brener considera que las for-
mas delgadas son méds infectantes, inducen parasitemias mds altas y pre
sentan mayor letalidad (28). Existen cepas con marcada predominancia
de uno u otro tipo morfoldgico (150).

2) Conetitucidn antigénica. Se han identificado distintos tipos de an-
tfgenos que podrian estar relacionados con las diferentes formas cli-
nicas de la enfermedad de Chagas (151).

Asimiemo, se ha demostrado que fracciones subcelulares antigénicas
del par@sito son capaces de inducir la aparicidn de lesiones en conejo
(152) y en ratén (153).

3) N(mero de pardsitos inoculados. Ya en 1953, Silva y Nussenzweig de-
mostraron que la severidad de la legidn y la tasa de eobrevida de ani-
males en experimentacidn depende del niimero de parasitos inoculados
(154). Este fenSmeno e conoce generalmente como relacidn dosis-res-
puesta.

4) Virulencia. Algunas cepas o aislamientos de T. cruzi presentan una
alta virulencia y son capaces de originar infecciones severas con al-
tas tesas de mortalidad, ya @ea con indculos bajos o afin-:cuando se
inocula un golo parfigito (137). Otras cepas de T. cruzi, por el con-
trario, presentan una baja virulencia:

Theodor von Brandt y col. (77), estudiando en forma comparativa la
patogenicidad e infectividad en ratas blancas de cuetro aislamientos
de T. cruzi, encontraron diferencias notablea entre ellos. En el cur-
80 de .este estudio, la cepa Guatemala no produjo mortalidad de las ra-
tas cuando 88 llevaron a cabo los experimentoe iniciales. Sin embargo,
unoe. mesea mis tarde su virulencia habfa aumentado tanto que la mayo-

ria de las ratas morfa al cabo de 3-4 semanas post-inoculacidn.
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Este fendmeno se observa frecuentemente con par@sitos recientemen-
te aislados.

Chiari (155) encontrd diferencias en la infectividad in vivo de la
cepa Y de T. cruzi mantenida en cultivo axé@nico bajo condiciones de: la-
boratorio durante lapsos variables comprendidos entre 1,5 y 18 afios.

Un hecho similar fue observado por Corgini y col. (156), mientras que
Segura y col. (76) encontraron una variacibn en la capacidad infectan-
te de una cepa de T. cruzi , como congecuencia de la modificacidn de

la compoeicibn del medio de cultivo.

1.6.3 Regpuee¢ta inmune

La entrada de una gustancia emt;aﬁa en un organigmo, activa los
mecanismos de defansa que eventuélmente culminan con la destruccidn de
la partfcula, sea ella inerte o viva. La primera defensa que se pone
en juego @@ la captacidn de la partfcula por células fagociticas espe-
cializadas denominadas macr§fagos. El estudio filogendtico de este me
canismo mue¢tra que es un proceso meramente nutricional en los seres
biol§gicamente menos evolucionados. Sin embargo, con la gparicidm de
c€lulas o sistemas mls evolucionados, -este proceso pasa a convertirse
en un mecanigmo que interviene en la resistencia del organismo a dis-
tintos agentes, inicialmente como una manifestacidn de inmunidad no
especifica.

Le inmunidad especifica implica no s6lo la adaptacidn de funciones
filogenéticamente pre-existentes, como por ejemplo la fagocitosis por
los macr8fagos, sino tambidn la aparicibn de nuevas funcionea, Srganos
especializados, 1¥neas celulares, pasos metabSlicds, etc., dedicados

exclusivamente a este fin. En los vertebrados superiores existe un
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alto grado de complejidad y especificidad evidenciado por la sintesis
de proteinas, denominadas anticuerpos, secretados por células produc-
toras, y el desarrollo de la memoria inmunogénica (157).

Aparentemente, todas las manifestacioneq del sistema inmune tienen
un rol significativo en la resistencia al T. cruzi. Las células efecto-
ras no especificas, tales como los macrSfagos y los leucocitos polimor-
fonucleares, asf{ como las respuestas especificas mediadas por los lin-
focitos T y B, participan en la defensa del mamifero contra estos he-
moflagelados (l4l). Sin embargo, aunque lae respuestas inmunes ce;ular
y humoral, asf como tambifn los mecanismos de -fagocitosis, tienen

gran importancia en la infeccidn por Trypanosoma cruzi, se desconoce

cémo actlian las respuestas especificas in vivo para controlar al paré-
sito y por qué no parece posible desarrollar una immunidad esterili-
zante contre el T. cruzi. Durante la fase aguda de la enfermedad
el aiatema inmuné responde reduciendo drBsticamente el nGmero de para-
sitoa en la sangre y en los tejidos; sin embargo, el huésped alberga
al parBeito durante el perfodo crénico y aparentemente durante toda

su vida (141).

T. cruzi. permanece gran parte de su ciclo de vida protegido de la
respuesta inmune del hospedador, ya qﬁe es. un pardsito intracelular.
Los linfocitos son capaces de destruir células infectadas, liberando
las formas intracelulares al medio extracelular, donde son mas vulne-
rables . Degafortunadamente, el mamifero aparentemente se sensi-
biliza a sus propios antigenos de egte modo, y  se han detectado auto-
anticuerpos que podrfan participar en el desarrollo de severas

lesiones en el paciente.
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1.6.3.1 Anticuerpos policlonales

Las inmunoglobulinas son molééulas proteicas portadoras de sitios
que reconocen la estructura de los determinantes o epitopes situados
en la superficie de la gustancia extraiia, denominada antigeno, y se
unen & ellos. La unién del antigeno con el anticuerpo desencadena cier
tos procesos tendientes & neutralizar y eliminar al antfgeno. La ree-
puesta mediada por anticuerpos es muy heteroglnea. La inmunizacidn de
un animal con un agente antigénico trae como congecuencia la elabora-
cidn de anticuerpos dirigidos contra lag distintas moléculas antige-
nicas del material inyectado y contra los'dfatintos'detgrminantos de
las mismas, produciéndose una gama de inmunoglobulinas que reconocen
en grado variable a todos los determinantes. Por esta razén, los anti
sueros convencionalés contienen mezclas de anticuerpos que difieren
de un animal a otro.

La deteccibn de la respued¢ta inmune humoral se utiliza con fines
diagnSeticos en la enfermedad de Chagaa.

Actualmente se esth tratando de relacionar los resultados del and
ligis de los tftulos de anticuerpos de pacientes sintomBticos y asin-
tomBticos contra los diferentes antigenos de T. cruzi, con las diver-
sas. manifegtaciones clfnicas (158). Los anticuerpos de pacientes cha-
glgicos crénicos mostraron diferencias con respecto al comportamiento
serolbgico y a eu capacidad para lisar parBsitos (159). Todas las po-
blaciones de T. cruzi son capaces de inducir la formacifn de anticuer-
por; ;in embargo, no todae las cebas son capaces de estimular la for-
macifn de anticuerpos neutralizantes y 1iticos que interactfien con el
tripomastigote sanguineo (159).

Varias investigaciones demostraron que las preparaciones de formas
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de cultivo muertas pueden inducir una resistencia efectiva contra tri-
panosomas que serfan letales en animales no inmunizados con el antige-
no. Gonzélez-Cappa y col. (160) han encontrado una excelente proteccidn
inmunizando ratones con epimastigotes muertos, previamente al desafio
con T. cruzi. Segura y col.obtuvieron una marcada sobrevida de ratones
inmunizados con homogeneizados del par@isito y con fracciones subcelula-
res de epimastigotes de la cepa Tulahuen (161,162,163).

Es bien conocido que los epimastigotes de T. cruzi se lisan en pre-
sencia de suero de mamifero mientras que los tripomastigotes son resis
tentes, habiéndose demostrado que esta lisis est@ mediada por la vfa al-
ternativa del complemento (164). Como la lisis mediada por complemento
involucra principalmente la participacién de la membrana celular del pa-
résito, es posible que las diferencias de susceptibilidades encontradas
entre epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi reflejen diferencias
en las propiedades de membrana. Las formas amastigote son también resis
tentes a la lisis mediada por complemento (164).

Los estudios realizados preincubando formas sangufneas de T. cruzi
con suero conteniendo anticuerpos contra el par@sito indican que la su-
perficie celular puede variar de un aislamiento de T. cruzi a otro. Es-
te aspecto ha sido extensivamente anaiizado por Krettli (165) y Krettli
y Brenner (166). Estos autores demostraron que los tripomastigotes san-
guineos de 1la cepa Y ge aglutinan en presencia de suero, mientras que no
se aglutinan las formas sanguineas de la cepa CL,

Se ha demostrado que los tripomastigotes sanguineos se lisan en pre-~
sencia de anticuerpos especificos y complemento (167). Krettli (165) de-
mostrd que los tripomastigotes de la cepa CL son incapaces de activar

el complemento y no se lisan, a diferencia de los tripomastigotes de la
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cepa Y de T. cruzi, lo que indica la existencia de diferencias en pro-
piedades de superficie de los tripomastigotes sanguineos de ambas ce-

pas. Resultados posteriores sugieren que esta diferencia podria atri-

buirse al hecho de que los tripomastigotes de la cepa CL presentan 1la

capacidad de fragmehtat las moléculas de inmunoglobulinas adheridas a

su superficie, de modo tal que sdlo los fragmentos Fab permanecen aso-
ciados a la membrana del parfisito, mec;nismo que se conoce con el nom-
bre de fabulacidn (168).

Se ha determinado que los animales infectados crbénicamente con T.
cruzi presentan tanto anticuerpos 1f{ticos como no 1iticos, los cuales
pueden ser determinados por inmunofluorescencia, presenténdose lisis
por el agregado de complemento (169), y que los anticuerpos 1lfticos no
se detectan en animales tratados .y considerados curadosé por ex&menes de
gota gruesa y hemocultivo, lo que abre la posibilidad del uso de los an
ticuerpos contra las formas sanguineas detectados por lisis mediada por

complemento como un criterio de cura de la enfermedad de Chagas (170).

1.6.3.2 Anticuerpos monoclonales

Cada anticuerpo es producido especificamente por una linea de lin-
focitos y de c&lulas plasmiticas derivadas. Por lo tanto, el aislamien
to de un linfocito y su proliferacién en cultivo producirfa una proge-
nie capaz de sintetizar un solo anticuerpo en grandes cantidades, el
que se denomina anticuerpo monoclénal. Lamentab lemente, las c€lulas se-
cretoras de anticuerpos no pueden mantenerse en un medio de cultivo.

Hay ciertos tumores malignos, denominados mielomas, cuyas c&lulas
poseen un gran capacidad de proliferacidn y producen grandes cantidades

de inmunoglobulinas anormales, denominadas protefnas mielbmicas. Cada
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tumor es en realidad un clon de c€lulas descendientes de una Qinica cé-
lula progenitora. Esta c&lulas pueden cultivarse indefinidamente. En
1975, Kohler y Milstein (171) pudieron fusionar c€lulas de mieloma de
ratdn con linfocitos de bazo de ratones inmunizados con un determinado
antfgeno. La progenie de c€lulas hfbridas resultantes de la fusibn, de-
nominada hibridoma, expresaba tanto la propiedad de producir anticuer-
pos especificos del linfocito,.como el carficter inmortal de las células
mielbmicas (Figura 3).

Los hibridomas se mantienen en el laboratorio segin las técnicaa ha-
bituales de cultivo.de c&lulas animales. Las células hfbridas pue&en clo
narse y expandirse en cultivos productores de grandes cantidades de anti
cuerpos monoclonales.

Los clones se conservan duraqte lapsos muy prolongados y pueden in-
yectarse en animales a fin de obtener altas concentraciones de anticuer
pos monoclonales.

La fusidn celular puede ocurrir espontfneamente, pero en general se
requiere de agentes para incrementar el porcentaje de fusiones y que per
mitan un estricto control de las mismas., El agente més comunmente utili-
zado es el polietilenglicol (PEG), aunque recientemente se ha reemplaza-
do en muchos laboratorios por la electrofusisn (172).

Las primeras lfneas de mieloma utilizadas para la produccidn de hi-
bridomas producfan inmunoglobulinas, por lo cual los anticuerpos monoclo
nales presentaban contaminacién. Actualmente se utilizan lineas celula-
res nqQ secretoras, que presentan yn defecto en la enzima hipoxantinagua-
nina fosforibosil transeferasa, por lo cual loe hfbridos se seleccionan
en general en un medio selectivo conteniendo hipoxantina-aminopterina-

timidina (HAT) (173).
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Figura 3. Método convencional de obtencién de anticuerpos monoclonales.
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Las c&lulas que sobreviven y que conservan la capacidad secretora
serdn las que iniciar@n una nueva lfnea celular hfbrida de crecimiento
prolongado; o sea serfin los hibridomas.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos por esta metodologfa consti-
tuyen una herramienta notable en muchas &reas de la medicina y de la in
vestigacibn biolbgica.

El uso de los anticuerpos monoclonales abrirf nuevas posibilidades
para el aislamiento de componentes especificos de la membrana plasméti-

ca del Trypanosoma cruzi. Snary y col., (174) han obtenido un anticuer-

po monoclonal que reconoce un antigeno de P.M. 72.000 presente en epi-
mastigotes de T. cruzi, aunque se ha demostrado que este antfgeno no

se enconttariﬁ universalmente expreéado, ya que hay algunas cepas y clo-
nes del parfsito que no reconoceri a este anticuerpo monoclonal (85).

Se han obtenido anticuerpos monoclonales que reconocen sdlo a epi-
mastigotes o a amastigotes de T. cruzi (175), demostrfndose por inmuno-
fluorescencia que los sitios antigénicos reconocidos por estos anticuer
pos monoclonales no estfn distribufdos uniformemente en toda la super-
ficie del parfsito.

Recientemente, Colli (176) obtuvo tres anticuerpos monoclonales por
inyeccifn de tripomastigotes inactivados con 8-metoxi-psoralen en rato-
nes, los cuales fueron capaces de inhibir la interiorizacibn de tripo-
mastigotes de la cepa Y de T. cruzi en c€lulas de vertebrado in vitro.
El porcentaje de inhibici®n oscild entre un 55-757%. Estos anticuerpos
monocionales fueron capaces de inﬁunoprecipita; la glicoprotefna de
P.M. 85,000 ,denominada Tc-85,presente en la su;erficie del tripomasti-

gote.
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1.7 Interaccién entre el Trypanosoma cruzi y la célula hu@sped

El problema del reconocimiento celular es de importancia fundamen-
tal en muchas dreas de la biologfa (177,178). Hay b@sicamente dos ti-
pos de mecanismos de reconocimiento: uno deﬁende de la habilidad de
las cé@lulas para reconocer pustancias difusibles, tales como factores
quimiotdcticoe, y el otro depende de caracterigticas de la superficie
celular.

Las moléculas de superficie involucradas en el reconocimiento ce-
lular de células procariontes y eucariontes gon los carbohidratos, los
que frecuentemente estan asociados con proteinas y/o lfpidos. Como mo-
1léculas de informacidn, los hidratos de carbono tiemen muchas ventajas
sobre las protefnas o los fcidos nucleicos, por su habilidad para pre-
sentar und gran variedad de configuraciones'espaciales, por presentar
digtintos tipos de uniones (por ejemplo, uniones @ y B ) y por formar
estructuras ramificadas (por ejemplo, por uniones O y N glicosidicas).
De este modo, un oligosaclrido de 12 residuos de 3 manosas, 3 N-acetil-
glucosaminas, 3 galactosas y 3 a@cidos sifilicos, puede presentar 1024
estructuras posibles. Los hidratos de carbono de la membrana celular
estln constitufdos por nueve unidades bfsicas: cuatro aziicares de 6
carbonos (glucosa, galactosa, manosa, fucosa), dos azlicares de 5 carbo-
nos. (arabinosa, xilosa), dos amino-az@icares (N-acetil-glucogamina, N-
acetil—galactoeamina) y 8cido sifilico. Estos azlicares son unidos por
glico?il-tranaferaess de distintag especificidades para formar oligo-
saclridos ramificados. Las glicoproteinas y los glicolipidos estdn in-
sertados asimétricamente en la membrana celular,con ios'determinantes
hidrocarbonados en la superficie externa. Los hidratos de carbono ex-

presados en la superficie celular est@n involucrados en fendmenos de
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reconocimiento en una gran variedad de especies animales y vegetales.
Las moléculas de carbohidratos son reconocidas por moléculas de pro-
teinas o glicoproteinas, denominadas lectinas, las que establecen in-
teracciones complementarias. El t@rmino lectinas se utilizd inicial-
mente para describir mol&culas derivadas de plantas que reconocen hi-
dratos de carbono, tales como fitohemaglutinina y concanavalina A, am-
bas extraidas de porotos. Las especificidades de algunas lectinas se
muegtran en la tabla 1 (177).

La mayorfa de las lectinas interactla especfficamente con un dnico
azlicar, aunque algunas presentan una especificidad mfe amplia que in-
cluye azlicares muy relacionados (179). Algunas lectinas interactiian s6-
lo con estructuras complejas de hidratoe de carbono, tales como las pre
sentes en glicoproteinas. Algunas mol&culas proteicas presentan activi-
dad de unifn (binding) eih ser estrictamente lectinas y se las denomi-
na de tipo lectina. Egtas proteinas de tipo lectina incluyen a protei-
nas de transporte, hormonas y toxinas. Algunas de estas proteinas pre-
sentan miltiples e@itios de unidn y pueden aglutinar células, mientras
que otras presentan ¢dlo un sitio y no pueden hicerlo, no cumpliendo
con la estricta definiciSn de una lectina.

El rol biolbgico de las lectinaa.f'el reconocimiento de carbohidra-
tos ha aido deacripto en una gran variedad de especies primitivas y en
interacciones celulares en especies m&s evolucionadas y en mamiferos
(177,178).

Por ejemplo, las bacterias se unen a la membrana del macrbfago por
un mecanismo que parece involucrar el reconocihiento_de azlicares de la
membrana bacteriana por receptores de tipo lectina pregentes en el ma-

cr8fago, y esta unidn puede ser inhibida por monosacfridos. La glucosa
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TABLA I

ESPECIFICIDADES DE ALGUNAS LECTINAS

Planta Especificidad por

Hidrato de Carbono

(caracol)

Fitohemglutinina (PHA) D-Gal Nac
(poroto rojo)

Aglutinina de germen de trigo (D-GlcNac) ,;
(WGA) 8c.siflico
Ricinus comunis B-D-Gal
Aglutinina de soja D-GalNac; D-Gal
Concanavalina A a~-D-Man; a-D-Glc
Lens culinaris Man ; Glc .
(lenteja)

Arachis hypogea Gal

{man{)

Bacterias

Escherichia coli Man

Salmonella typhimurium Man

Pseudomonas aeruginosa Gal

Animales

de higado de rata Gal

de higado de aviar Glc Nac

de Helix pomstia Gal Nac
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y la galactosa inhiben la union de numerosas especies de bacterias a

macr8fagos. En Salmonella typhimurium ee han encontrado mutantes del

tipo salvaje que no son inhibidas por ninguno de los azlicares que in-
hiben al tipo galvaje (177).

Aléo similar ocurre en Klebsiella aerogenes. La adhesidn de Esche-

richia coli a células epiteliales estd mediada por moléculas de tipo

lectina presentes en su pared celular (177, 199).

Actualmente est@ claro que la interaccifn entre hidratos de carbo-
no y lectinas juega un rol importantisimo en la actividad de células
fagociticas (177,178,200), tales como la unidn'e ingeetidn de bacte-
rias, eritrocitos tratados con sialidasa, levaduras y células tumora-
les. Pero tambifn esta interaccidn tiene lugar entre células no fago-
citicas, como por ejemplo, se ha demostrado que @l reconocimiento es-
pecie-egpecifico de hidratos de carbono de superficie estd involucra-
do en las interacciones entre el espermatozoide y el huevo en el asci-

dio Ciona inteatinalie (177).

Existen actualmente numerosas evidencias de que la interaccidn en-
tre T. cruzi y la célula hu@sped del vertebrado estaria mediada por
glicoprotefnas presentes tanto en la guperficie del pard@sito como en
la superficie de 1a célula hu@sped. |

Generalmente 85lo son visibles los resultados netos de las inter-

acciones entre el par@sito y la c@lula huéeped, por lo que hay numero-

sas preguntas @in respuesta en el conocimiento de las interaccionea que

tienen lugar entre T. cruzi y la c¢€lula de vertebrado. Para responder
a estas preguntas es necegario un mejor conocimiento.de algunos de los
eventos biolbgicos blisicos, lo que es sumamente diffcil o imposible de

determinar en sistemas in vivo.
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Kofoid y col. (36) demostraron que es posible estudiar la interac-
cidn entre T. cruzi y lae c&lulas de vertebrado in vitro, concluyendo
que el ciclo intracelular era gimilar al ciclo del parfsito en el ma-
mifero. Estos autores abrieron la posibilidad de estudiar las interac-
ciones entre T. cruzi y las células huésped en sistemas de menor com-
plejidad. Los pasos iniciales en esta interaccifn consisten en la atrac
cién del pardsito por la c&€lula huésped (180), la adhesidn a la membra
na celular y la penetracidn del parfisito por su extremo posterior (40)
en la cé&lula hudsped del vertebrado. Por microscopias Sptica y
de contraste de fase es posible visualizar a los tripomastigotes al con
tactar con la c&lula hu€sped; sin embargo es imposible determinar con
certeza el instante en que tiene lugar la penetracidn del pardsito en
la célula huésped. Una misma célula puede ser invadida en forma mGlti-
ple por T. cruzi; mfs alin las c€lulas huEsped infectadas continfan sien
do susceptibles a la infeccifn por T. ¢ruzi durante todo el curso del
ciclo intracelular del parfsito (40). Despuds de invadir la célula hués
ped del vertebrado, el tripomastigote se reorganiza, transforméndose
en amastigote, el cual permanece quiescente durante un lapso variable,
denominado perfodo lag, antes del inicio de la reproduccifn. La dura-
cibén del perfodo lag es cargcteristicé de la subpoblacibn de T. cruzi
estudiada y se estima que se hallarfa comprendida entre las 12-72 horas
(43). Por lo tanto, todos los par@isitos intracelulares encontrados con
anterioridad a la iniciacidn de la reproduccibn son aquellos parfisitos
que se interiorizaron en la c8lula hufsped. Esto significa que el nG-
mero de par@isitos intracelulares,encontrados pocas horas después de‘la
exposicifn ée las c&lulas huésped a tripomastigotes infectantes, puede

ser utilizado como una medida cuantitativa de la habilidad de una po-



blacidn de parfisitos para penetrar en una poblacidn de células huésped.
En consecuencia, aunque el proceso de penetracifn no puede ser observa-
do directamente, es posible determinar la cin8tica de la interioriza-
cidén parasitaria (42).

Seéﬁn se menciond anteriormente, un n(imero significativo de célu-
lag de vertebrado son penetradas por ms de un parfsito. Este hecho no
ge ve reflejado por datos exprésados como porcentaje de c€lulas infecta
das. Adem8@ia, el porcentaje de c€lulas infectadas comienza a decrecer
significativamente aproximadamente 12 horas post-infeccibn, lo que se
debe probablemente a la multiplicacifn normal de las c€lulas hu€sped.
Este problema puede ser solucionado si se estudia a los cultivoe infec-
tados dentro de las ocho horas de exposicifn a los parfigitos. Si ge
utiliza la media del nfimero de parfisitos por célula como medida de la
penetracidn se logra una mejor definicidn de la naturaleza de la dis-
tribucibn de los parfisitos en la poblacibn de c€lulas de vertebrado y
se cuantifica el fenGmeno de la penetracibn mGltiple de parfisitos en
una misma c&lula hufsped.

La distribucibn de Trypanosoma cruzi en una poblacifn de cé&lulas

de vertebrado se ve adecuadamente definida por una ecuacibn binomial
negativa (Figura 4). Otros par@sitos t;mbién presentan este tipo de
distribucibn en sus huéspedes respectivos (42).

Este tipo de sistemas parfsito-c&lula hu€sped in vitro puede ser
utilizado como una herramienta en estudios dirigidos a identificar los
componéntes del tripomastigote y dé la c€lula hu€sped responsables del
proceso de infeccifn, para comprender el mecanismo de. la relacibn hués
ped-parfsito a nivel de membranas celulares, asf como también para es--

tudiar el efecto de factores ffsicos, quimicos y biolbgicos sobre la
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Figura 4. Representacidn griafica de la distribucidn de par@sitos en una
poblacidén de células BESM expuestas a 0,9 x 10° tripomastigo-
tes de.la cepa Ernestina de T. cruzi durante 4 horas (circulos
sdlidos), comparada con las predicciones de las distribuciones
binomial negativa y de Poisson. Los datos experimentales se co-
rresponden adecuadamente con la distribucidn binomial negativa.
(Segin Hyde y Dvorak, 42).



interaccidn entre T. cruzi y la célula del vertebrado.
Se ha visto que la incorporacidn de partfculas en células
comprende dos pasos: la adhesifn y la interiorizacién. En T. cruzi
es posible cuantificar la adhesidn como una fase independiente de la
infeccién, que es un proceso que incluye a la adhesidn y a la interio-

rizacién del parfisito (181,182).

1.7.1 Interaccidn entre T. cruzi y c€lulas no fagocfticas

Las infecciones por T. cruzi no se distribuyen uniformemente en to-
dos los tejidos de un animal, sino que ciertos tejidos se ven afectados
mfs severamente que otros. Bice y Zeledfn (68) demostraron que la mag-
nitud de la infeccibn y la localizacifn de los parﬁeitos presentes en
los tejidos de ratones infectados experimentalmente por T. cruzi,va-
rfan con la cepa del parfisito utilizada.

Los resultados obtenidos in vitro se correlacionan con esta observa-
cidn. Por ejemplo, se observa una mayor interiorizacibn de tripomasti-
gotes de la cepa Ernestina de T. cruzi en c€lulas de mfisculo esquelé-
tico que en c€lulas de rifién o de neoplasma (39), mientras que la cepa
Y de T. cruzi ha sido descripta como macrb6fago trfpica (28). Las cau-
sas de estas diferencias no‘han sido definidas hasta el presente, pe-
ro estas diferencias indican que la c€lula hu€sped no presenta un rol
pasivo en el proceso de infeccibn. Algunas evidencias que corroboran
esta afirmacifn se detallan a continuacibn.

Se encontraron diferencias en la infeccifn de c&lulas fibroblfsti-
cas por T, cruzi cuando se utilizaron cultivos conflﬁentee y no confluen
tes de c8lulas huésped, siendo los primeros menos susceptibles a la in-

feccibn por T. cruzi (183),.
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Asimismo pudo determinarse en un sistema T. cruzi-células Hela,
que la infeccibn estd modulada por el ciclo celular de las células de
mamifero y que la penetracifn del pard@sito es mlxima durante la fase
S del ciclo celular (184).

Se encontraron diferenciss de infectividad cuando se sometid a cé-
lulas fibroblédasticas a diversos tratamientos, tales como por ejemplo,
periodato y tripsina, previamente a la infeccidn por T. cruzi y cuan-
do se utilizaron cé€lulas expuestas a drogas que alteran el citoesque-
leto celular, tales como citocalasina B, colchicina y vinblastina, que
interactfian con los microfilamentos y microtGbulos que controlan la mo
vilidad de los componentes de membrana (185,181). En estos casos, la
infeccibn de las células huésped por T. cruzi se vib significativamen-
te reducida con respecto a los controles.

Piras y col., encontraron que la tripsinizacibn de c€lulas Vero
trae aparejada una menor susceptibilidad a la adhesibn e interiofiza—
cibn de tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos , que retornb
a los valores normales por incubacibn de las c8lulas en medio de cul-
tivo 4-5 horas después de la tripsinizacibn (183,181). Esta recupera-
cifn se vi8 bloqueada en presencia de tunicamicina durante el perfodo
de recuperacibn celular, aunque la adﬁesi&n retornd a valores normales.
Se pudo determinar que la tunicamicina suprimif la incorporacibn de ma-
nosa estimulada por la tripsinizacidn previa de las c€lulas de mamffe-
ro.

Per lo tanto, es muy factible que la composicibn y/o distribucibn
de algunos componentes de la membrana de la célula huésped desempefien
un papel especifico y prominente en la adhesiSn y penetracifn del para-

gito y es de suma importancia intentar indentificarlos,
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Como se mencionara anteriormente, uno de los mecanismos conocidos
de interaccidn c€lula-c€lula involucra las glicoprotéinas de superfi-
cie presentes en una de las cé€lulas y las protefnas de tipo lectina
complementarias presentes en la otra (186). Los experimentos realiza-
dos pdr Henriquez y col. (183) sometiendo a los cultivos de tres tipos
distintos de c&lulas de vertebrado, Vero, MA-103 y c&lulas embriona-
rias de misculo de pollo, a tratamientos con lectinas previamente a
la infeccibn por T. cruzi mostraron que la Con A, WGA, Ricino I y PHA
produjeron una inhibicidn en la interiorizacidn del par@sito que osci-
16 entre el 20% y el 90%, dependiendo del tipo de lectina y de la cé-
lula huésped. Esta inhibicidn no se evidencid cuando la célula huésped
fue pre-tratada con la lectina y el' correspondiente azGicar-hapteno en
forma simulté@nea. Cuando se utilizd més de una lectina en forma simul~
tdnea, la inhibicidén fue superior a la obtenida por la exposicidn de
las células a cada una de las lectinas por separado (183).

Recientemente se encontrd que la fibronectina, que es una glico-
proteina de alto peso molecular presente en la sangre, el tejido conec
tivo y la superficie celular, se une a tripomastigotes de T. cruzi por
una reaccidon especifica y reversible . La presencia de anticuer-
pos anti-fibronectina en el medio de ;ultivo inhibe la infeccidn de
células fibrobla@sticas de rata, sugiriendo que la fibronectina actua-
rfa como un sitio de reconocimiento para la adhesidn de los pard@sitos
(187). Estos resultados confirman que la adhesidn y la interiorizacidn
de T. cruzi serfan eventos indepehdientes entre si y se ha postulado
que habria dos glicoprotefnas de la célula huélped involucradas en las
fases de adhesifén y penetracifn, respectivamente (181).

Por otro lado, el tripomastigote de Trypanosoma cruzi penetra acti-
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vamente en la célula de vertebrado, desempefiando un papel fundamental
en la interaccidn con la célula huésped. Se han determinado hasta el
momento numerosos factores que alteran la infeccidn, contribuyendo al
conocimiento de los mecanismos que intervienen en la interaccidn entre
ambas entidades.

Con respecto a los factores fisicos analizados, ha podido determi-
narse que existe una relacidn entre la temperatura, en el rango compren
dido entre 19 y 35°C, y la capacidad infectante de los tripomastigotes
(39). Asimismo, la interiorizacidn del paré@sito presenta una relacidn
con el volumen de la c8lula hué@sped; las células m@s pequeiias son pe-
netradas por mfs parfisitos por unidad de area (42).

El anfilisis cuantitativo de la fase de penetracidn de tripomasti-
gotes de la cepa Ernestina de T..cruzi demostrd que la habilidad de los
parsitos para interiorizar;e disminuye en funcidn del tiempo (42) y
egs dependiente de la concentracibn de parfsitos utilizada. Piras y col.
(188) por el contrario, encontraron que la habilidad de los tripomas-
tigotes recifn liberados de cultivos celulares para infectar células
fibrobl&stiras se encuentra sdlo parcialmente expresada y que estos pa-
rsitos pueden incrementar notoriamente su capacidad de adhesidn e in-
feccibn por un proceao de incubacidn in vitro en medio de cultivo con
el agregado de suero fetal bovino, proceso que depende del tiempo de
incubacibén de los pardaitos.

Algunos autores establecen una correlacibn entre la morfologia del
parfisito y su infectividad. Bertelli y Brener (150) indican que la pre-
aencia de tripomastigotes delgados (slender) es esencial para que ocu-
rra el proceso de infecci®n. También se ha determinado que los tripo-

mastigotes de la cepa EP de T. cruzi sufren una transformacion morfo-
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18gica a formas de tipo amastigote, con un paralelo aumento de la ca-
pacidad infectante, al ser incubados en medio de cultivo (188,198).
Otros autores no encuentran una correlacidn entre la presencia de tri-
pomastigotes delgados y la capacidad infectante de las cepas CL e Y
(189), por lo cual las evidencias disponibles hasta ‘el momento impiden
corroborar una posible correlacidon entre ambos parametros.

La presencia de suero en el medio de cultivo no es esencial para
la adhesibn y la invasién de c€lulas de mamifero (182). En este senti-
do el comportamiento de los tripomastigotes de T. cruzi difiere del
de otro parfisito intracelular obligado, el esporozoito de la malaria,
que requiere indefectiblemente la presencia de sueroc normal para poder
interactuar con la c&lula Khu@aped. No obstante, se obtiene una menor
interiorizacifn de los tripomastigotes de T. cruzi en ausencia de sue-
ro, lo que puede atribuirse probablemente a una disminucidon de la ca-
pacidad de supervivencia de los parfisitos en esas condiciones (182),
y8 que se conoce que los tripomastigotes se destruyen en ausencia de
proteinas en el medio (190).

Andrews. y Colli (182) observaron que la exposicion de tripomasti-
gotea provenientes de cultivo de tejidos a altas concentraciones de
suero fetal bovino (superiqtes al 20% (V/V)), asf como también a altas
concentraciones de distintos sueros normales provenientes de varias
fuentes y de varias especies, produjo un efecto inhibitorio tanto de
1la adhesifn como de la penetracidn de los pardsitos, que fue revertido
por el tratamiento de los parfisitos con tripsina. Egtos resultados se
interpretaron como indicadores de que un factor pregente en el suero
se unirfa a los parédsitos. Por el contrario, Piras y col., (181,191)

no ablo no encontraron efecto 'ihhiBitorio del suero fetal bovino, sino
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que se evidencid un aumento de la capacidad infectante de los tripo-

mastigotes en esas condiciones. M&s alin, se evidencid un aumento de

la adhesidn y de la penetracidn de los par@sitos por accidn de la
tripsina, afin en auaencia'de suero fetal bovino. Estas diferencias.

en los resultados obtenides podrian deberse a diferencias en las
metodologfas experimentales o a las distintas concentraciones de trip-
gsina utilizadas, siendo tambi®n factible que puedan atribuirse a dife-
rencias en las cepas de par@sitos.

La preincubacidn de los tripomastigotes con sueros de pacientes
chagésicos trae como consecuencia un 60% de inhibicibn de la interio-
rizacidn de los parfisitos en c€lulas de mamifero, cuando se gompara
con el efecto de sueros humanos normales o suero anti-epimastigote
obtenido en conejo. Estos resultados augieren que los antigeno invo-
lucrados en el proceso de interiorizacifn son aquellas glicoproteinas
especificas del estadie tripomastigote (130).

Colli y col., estudiaron el efecto de distintos antisueros sobre
la infectividad de T. ¢ruzi. El suero hiperinmune preparado contra la
fraccibn de protefnas del tripomastigote, elufidas de la regidn compren-
dida entre los 75 kDa y los 90 kDa de geles de poliacrilamida-duodecil
sulfato de sodio, inhibe hasta un 802 la interiorizacifn de los tripo-
mastigotes (176). El antisuero preparado coutra los polipéptidos com-
prendidos en el rango de 80-90 kDa y de 50-60 kDa (192) inhibi6 hasta
un 85% la interiorizaci®n del parBisito en c€lulas de mamffero, mientras
que un anticuerpo policlonal obtenido contra protefnas de epimastigotes
de pesos moleculares comprendidos en el mismo rango, present8 un efecto
inhibitorio mucho mencs pronunciado, alcanz@ndose una inhibicidn de has-

ta un 35%.
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Como se menciond anteriormente, el anlilisis por electroforesis bi-
dimensional en geles de poliacrilamida de las proteinas iodinizables
de superficie del T. cruzi permitid determinar la existencia de varias
glicoproteinas comprendidas en el rango de 68 kDa y 120 kDa, asi como
también de glicoproteinas de alto peso molecular en el estadfo tripo-
mastigote. La glicoproteina 5.denominada Tc-85,contiene N-acetil-
D~glucosamina y se cree que estarfa involucrada en la penetracidn
del parfisito (176). E1l tratamiento de los tripomastigotes con tripsina
trajo aparejada la pérdida de la mayorfa de las glicoproteinas de su-
perficie del parfisito, excepto 'las proteinas 3,4 y 8, de pesos molecu-
lares 85,85 y 68 kDa, respectivamente, evidenciandose concomitantemen~
te una marcada inhibicidn de la capacidad infectante de los pard@sitos.
La reincubacibn de los parfisitos en medio de cultivo conteniendo suero
fetal bovino permitié la recuperacidn de la capadidad de penetrar cé-
lulas de mamffero, detectd@ndose paralelamente una recuperacidn de las
glicoproteinas de superficie. El tratamiento de los tripomastigotes
tripsinizados con cicloheximida inhibe la recuperacidn de las protei-
nas de superficie y de la capacidad infectante (132). Estos resultados
confirman la importancia de las glicoproteinas de superficie en la in-
teraccibn par@sito:c8lula huBsped, auﬁque se necesitan mas evidencias
para determinar el rol especifico de cada una de estas proteinas de su_
perficie en los procesos de adhesidén e infeccidn.

Recientemente, se estudid el rol de los residuos de manosa presen-
tes el lag membranas celulares de ' T. cruzi y de-la célula huésped.con
respecto al proceso infectante. El tratamiento con a-manosidasa de los
pardsitos trajo como congecuencia la remocidn de }os residuos de mano-

sa presenteg en la superficie y produjo un aumento notorio de la habi-



re

57

lidad de los parasitos para asociarse tanto con mioblastos de corazdn
de rata como con macrdfagos de ratdn, sugiriendo que los residuos de
manosa presentes en la superficie del T. cruzi modulaerian la asociacién
de los par@sitos a las c@lulas de mamifero (193).

El estudio de la accidn de ciertos inhibidores de la biosintesis
de macromoléculas, tales como la actinomicina D, puromicina y tunica-
micina, de proteasas, de inhibidores de proteasas y combinaciones de
irhibidores sobre la adhesidn e infeccidn, permitid determinar que la
mayorfa de estos tratamientos tuvieron efectos inhibidores o estimulan
tes sobre estos procesos. La puromicina y la cicloheximida blo-
quean tanto la adhesidn como la penetracibn de los par@sitos, mientras
que la actinomicina D y la tunicamicina bloquean la interiorizacidn de
los tripomastigotes. El efecto de la tunicamicina sugiere que ha-
bria una/s glicoproteina/e, con uniones N-glicosidicas entre los oligo-
sacBridos, presente en la superficie celular del pard@sito e involucrada
en el proceso de penetracidén de T. cruzi (181).

Seglin Piras y col. (191),la/s glicoprotefnn/s sensible a tunicamici-
na se expresa principalmente en presencia de los factores del complemen
to presentes en el suero, y habrfa otros componentes del suero, entre
ellos varias sialoglico-proteinas, qué estimularian también la interio-
rizacidn del parfsito.

En base a estos resultedos, Piras y col. (181) postulan que los si
guientes procesos tendrfan lugar en el tripomastigotes de T. cruzi:

1) la.translacidén de un RNA pre-existente con la informacidn necesaria
para la adhesibn y 2) la transcripcidn de RNA y la hiosintesis de la/s
glicoproteina/s involucradas en la penetracidon, y sugieren que la capa-

cidad de adhegibn estarfa presente en el tripomastigote recién libera-
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La inhibicidn irreversible de la sintesis proteica por pactamici-
na de las formas sanguineas del pard@sito, produjo una inhibicidn de 1la
infeccidn de distintas c&lulas de mamifero, lo que corrobora el reque-

rimiento de sfntesis proteica para posibilitar la invasidn celular por

T. cruzi (194).

El tratamiento con lectinas no es lo suficientemente sslectivo como
para indentificar a loe receptores involucrados en estos fendmenos. En
consecuencia, ge estudif el efecto de distintos monosacB8ridos comiinmen-
te pregentes en la superficie celular, sobre la infeccidn de cé&lulas

de vertebrado por Trypanosoma cruzi. Solamente la N-acetil-D-glucosa-

mina present§ un efecto inhibitorio de la adhesién y penetracién de
tripomastigotes de las cepad Ernestina e Y de T. ¢ruzi,que fue de apro-
ximadamente un 90% y un 70X respectivamente (195,196). La preincubacidn
dé las c8lulas huésped con el. monosacBrido mencionado, no produjo in-
hibicibn de la infeccibn por el parfBsito (195), implicando que los tri-
pomastigotes de T. cruzi se adhieren a receptores que contienen N-ace-
til-D-glucosamina presentes en la superficie de la c@lula huésped a
través de una lectina del tipo de la aglutinina de germen de trigo. En
base a estos. resultados se\sugiriﬁ 1a existencia de una posible corre-
lacibn entre la glicoprotefna Tc-85 y la inhibicién de la infeccidn de

células de vertebrado por efecto de la N-acetil-D-glucosamina (197).

1.7.2 1Interaccifn entre T. cruzi y células fagociticas

Impresionado por la facilidad con que el par@sito se multiplicaba
dentro de los macrbfagoe, Dfaz (20%) excluyd inicialmente la posibili-

dad de que los macrSfagos ejercieran un papel defensivo contra T.cruzi.
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Sin embargo, posteriomente se demostrd que las formas de cultivo del
pardsito, eran r@pidamente destruidas (87). Posteriormente, se ha de-
mostrado que los par8sitos opsonizados son mfs facilmente ingeridos
por los macrSfagos, y que al menos para varias cepas de T. cruzi, los
tripoﬁantigotes son destrufdos por los macrdfagos.

Seglin algunos autores, la penetracidn del tripomastigote de T.cru-
zi en el macrdfago no es 8510 un proceso activo por parte del pardsi-
to, sino que el macr8fago interviene fagocitando activamente al pard-
sito (185,202). Los estudios realizados por Dvorak y Schmuiiis utili-
zando microecopia de contraste de fase, sugieren que los tripomastigo-
tes penetran activamente, encontrBndoge libres en el citoplasma del
macrdfago, y que eventualmente son destruidos por la célula que es in-
capaz de sobrevivir a la infeccibn por esta forma de pard@sito (203);
seglin otros autores, la supervivencia o no del macrS8fago deperide de la
relacidn cuantitativa per@sitosimacrdfago (202).

Una anfllisis de la interaccién de tripomastigotes sanguineos, de-
rivados de cultivo de tejidos y derivados de cultivos axénicos, con ma-
cr6fagos de ratén, permitiS determinar que la incorporacidn fue alta
para los tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos, intermedia
para tripomastigotes derivados de cultivo ax&nico.y baja para tripomas-
tigotes sanguineos (184). Asimismo, un mayor nimenro de macrdfagos se
infect6 con parfisitos de la cepa Y que de la cepa CL, para los tres ti-
pos de tripomastigotes, lo que sugiere que la habilidad de los pardasi-
tos para infectar macrSfagos es una caracteristica béisica de cada cepa
del parfBigito (189).

Es poeible tambifn disociar las fases de adhgeiﬁn e interiorizacidn

de T. cruzi en macrSfagos (185).
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La tripsinizacidn de los tripomastigotes sanguineos estimula sig-
nificativamente su interiorizacidn en macrdfagos (128) y este efecto
ha sido interpretado como debido a la remocidn de una glicoprotefna de
superficie de P.M. 90.000, que actuarfa como factor antifagocitico.

Se ha sugerido que el proceso de capping actuarfa impidiendo la
ingestidén de tripomastigotes opsonizados por el macrdfago, ya que la
fagocitosis mediada por anticuerpos requeriria la presencia de anti-
cuerpos distribuidos homogéneamente en toda la superficie del pard@sito
(45) . Ee interesante notar que los tripomastigotes opsonizados de la
cepa CL de T.cruzi no forman casquete polar (cap) f&cilmente (114) y
son destruidos por los macrbfagos (204) mientras que los de la cepa:

Y forman "cap" flcilmente y sobreviven dentro de los macréfagos. Se
necegitan mée estudios para determinar si existe o no una relacidn
entre la habilidad que pregenta T. cruzi para movilizar lateralmente
los componentes de membrana y su habilidad para sobrevivir dentro de
los macréfagos.

Es poco probable que los mecanismos de interaccidn entre tripomas-
tigotes y macr8fagos sean idénticos a los que tienen lugar entre tri-

pomastigotes y c€lulas no fagociticas.
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1.8 Objetives

El objetivo del presente trabajo de Tesis es el estudio in vitro,

seglin un novedoso enfoque, de la interaccidn entre Trypanosoma cruzi y

la célula huésped no fagocitica del mamffero, utilizando poblaciones
genéticamente homogéneas de parBsitos (clones) provenientes de dos pa-
cientes chaglsicos crdnicos de la Repliblica Argentina, con la finalidad

de:

1. Investigar comparativamente la capacidad infectante de distintas sub-
poblaciones de T. cruzi, con el objeto de dilucidar si las variaciones

de infectividad descriptas para las cepas del parfieito pueden atribuir-
se a la existencia de heterogeneidad en la ppBlaciSn con respecto a es-

te parfmetro biolégico.

2. Investigar el efecto del monosacfrido N-acetil-D-glucosamina sobre

la interaccibn del estadio tripomastigote de distintos clones de T. cru-
zi en c€lulas de mamffero, con la finalidad de determinar si el efecto
inhibitorio de este monosacBrido puede ser generalizado, o si por el
contrario, la falta de inhibicifn total de la infectividad descripta
para las cepas de T. c¢ruzi estudiadas, podria atribuirse a la existen-
cia de heterogeneidad en el/los receptor/es involucrado/s en el proceso

de infeccibn de la c€lula hueped no fagocftica.

3. Investigar el efecto sobre la interiorizacifn del tripomastigote en
la c€lula hufsped, de otros monosacBridos camﬁ?mente presentes en la
superficie celular, a saber, glucosa, galactosa, manosa, fucosa,

arabinosa, xilosa, ribosa y N-acetil-D-galactosamina.
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4. En este trabajo se. exponen, ademfis, los resultados obtenidos a par-
tir del anflisis cuantitative del efecto de tres anticuerpos monoclona-

les, obtenidos contra la fraccidn flagelar del Trypanosoma cruzi, sobre

la capacidad de penetracidn del par8sito an clulas de mamffero.



CAPITULO 2

MATERITIALES Y METODOS
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2.1 Origen de las cepas y clones de T. cruzi

En este trabajo se utilizaron las cepas Ernestina (203) e Y (154) de

Trypanosoma cruzi. La cepa Ernestina fue aislada en el afio 1964 en Bahia,

Brasi}, a partir de una paciente con etifermédad de Chagas agudo a qﬁien
se le aplicd un xenodiagndstico. La cepa Ernestina se sometid a4 un dnico
pasaje en cultivo de c&lulas de amnios humano, seguido por 6 pasajes en
medio de cultivo biffisico @gar-sangre. Posteriormente, la cepa fue man-
tenida paralelamente en cultivo ax@&nico y en cultivo de c@lulas de miiscu-
lo esquelético y piel de feto bovino (BESM) en forma ininterrumpida hasta
el presente. Recientemente, el medio de cultivo bif@sico se reemplazd

por medio de cultivo LIT (205).

La cepa Y de T. cruzi fue aislada por Silva y Nussenzweig en el afio
1953 (154) y mantenida en ratén por pasajes seriados cada 7 dias. La ce-
pa Y utilizada en este estudio procede del laboratorio del Dr. W.
Gutteridge .en donde se mantuvo hasta el afio 1978. A partir de esa fecha
ge mantuvo en el Instituto Nacional de Diggndstico e Investigacidn de la
Enfermedad de Chagas Dr. Mario Fatala Chabén, por pasajes semanales en
medio de cultivo biffisico Agar-sangre.

A partir de 1984 se mantuvo paralelamente en medio axénico y en cul-
tivo de células BESM (ver 2.4).

Los clones de Trypanosoma cruzi provienen de dos origenes distintos.

Los clones CA~I provienen de una cepa de T. cruzi aislada a partir del
xenodiagndstico aplicado a un pacienie de 45 afos de edad, afectado por
una miocarditis chagdsica crsnica; oriundo de la provincia de San Luis
(206). La cepa CA-I se mantuvo inicialmente por inoculacibn intraperito-
neal en ratones de la cepa Rockland durante un iapeo de 5 anos. Luego

se inoculd en un perro al cual se le efectud posteriormente un xenodiag-
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ndstico. Las 10 ninfas del tercer estadfo de Triatoma infestans utiliza-

das para el xenodiagnSstico fueron sacrificadas entre los 30-45 dias
post-infeccidn y se clonaron los pardsitos contenidos en el tubo diges-
tivo de los insectos.

Los clones Miranda se originaron por expansibén de los parasitos clo-
nados a partir de insectos utilizados en el xenodiagndstico aplicado a
un paciente de 26 afios de edad, en Chagas cronico asintomatico, residen-
te en la provincia de Santiago del Estero (82).

Los clones se obtuvieron por el aislamiento de células individuales,
mediante la adaptacifn de una técnica de micromanipulacidn (207). Los
insectos utilizados en el xenodiagndstico se esterilizaron por imnmersidn
en golucién de White (208) durante 30 minutos.

Se disecS luego el tubo digestivo de cada insecto, el cual fue sac~
cionado en una placa de Petri de 3.5 cm de di&metro, conteniendo 2 ml de
medib de cultivo LIT (205), cuya composicidn quimica se detalla en la
Tabla 2, con el agregado de 10X (V/V) de suero fetal bovino inactivado
por calor, 0,052 de Hemina, 200 U/ml de Penicilina y 200 ug/ml de Es-
treptomicina, liberfindose el contenido intestinal al medio. El medio se
centrifugd a 100 g durante 10 minutos en tubos conicos de centrifuga
estériles, con tapa a rosca, con el ohﬁetoide eliminar los restos de te-
jido presentes y el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 1500 g du-
rante 10 minutos, con el objeto de concentrar los par@sitos. El pellet
se resuspendid en medio LIT a una concentracibn final de 1-2 x 104 para-
sitos/ml. La operacibn de clonado 'se realizd en una cfpsula de Petri
pl@stica con una perforacibn circular de 20 mm de difmetro, cubierta por
un cubreobjetos circular de 25 mm de difimetro fijado a la placa de Petri,
e impermeabilizdo por una cobertura interna de teél&n, a excepcibn de 5

Sreas de 1 mm de difimetro equidistantes entre sl (43). Las capsulas de



Petri se esterilizaron por luz U.V. previamente a su uso.

Sobre cada una de las 5 areas transl@icidas se colocd una gota de la
suspensidn de pardsitos con una microjeringa Hamilton, cubriéndose la
placa de Petri y observdndose las gotas en posicidn invertida al micros-
copio Sptico. Las gotas conteniendo un solo parBsito fueron aspiradas
individualmente con jeringas de tuberculina de ! ml conteniendo 0,1 ml
de medio LIT y transferidas a tubos pl@sticos con tapa a rosca contenien-
do 1 ml de Sgar nutritivo (DIFCO) con 10% de sangre de conejo desfibri-
nada.

La jeringa se lavS dos veces consecutivas en 0,1 ml de medio LIT,
transfiriéndose el lavado al tubo de cultivo para asegurar el pasaje del
parfsito.

881o se clonaron formas epimastigote. Los par@sitos aislados se incu-
baron a 26°C, efectulindose controles mensuales durante un afio para deter-
minar la existencia de desarrollo y su evolucibn. Seglin este procedimien-
to se obtuvieron los siguientes clones, CA-I/59, 64, 65, 67, 69, 70, 71,
72 y 73 y Miranda/75, 76, 77, 78, 80, 81, 83, 84, 88 y 91, los que se
expandieron en medio LIT y se mantuvieron posteriormente en el mismo me-

dio de cultivo por pasajes seriados cada 21 dfas.

TABLA 2. COMPOSICION QUIMICA DEL MEDIO DE CULTIVO LIT (205)

Infusifn de higado 5g/1
Triptosa Sgl/l
ClNa 4g /1
C1K 0,46 g /1
P04HNa 8 g /1

Dextrosa 2g /1
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TABLA 3. COMPOSICION QUIMICA DE LA SOLUCION TRIPSINA-EDTA

Tripsina 2,5 g /1
EDTA 1 g /1
PBS Dulbecco 1 1

COMPOSICION QUIMICA DEL PBS DULBECCO

ClNa 8 g /1
PO, HNa, 0,46 g /1
PO, HK 0,2 g /1
ClK 0,2 g/l
uzo destilada 1 1

2.2 Mantenimiento de los aislamientos y clones de T. cruzi en medio

de cultive LIT

Las cepas Ernestina e Y, a8l como tambi@n los clones CA-I/59, /69,
/70, [71 y /72 y los clones Miranda/76-, /80, /83 y /88 utilizados
en este trabajo, se mantuvieron en estado de desarrollo exponencial, me-
diante pasajes seriados cada 7 dias en tubos de cultivo estériles de vi-
drio, con tapa a rosca de baquelita, conteniendo 5 ml de medio de culti-
vo LIT. Los cultivos se iniciaron a una concentracidn aproximada de

1l x 10‘6 pardsitos/ml y se incubaron a 26°C + 0,2°C.

2.3 Mantenimiento de loa cultivos celulares

Se utilizaron cultivos celulares primarios de mfisculo esquelBtico y

piel de feto bovino (BESM) (Flow Laboratories, Cat. N°0.1-304). Los
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cultivos de células BESM se mantuvieron en frascos plisticos eatériles
de 75 cm2 de superficie, conteniendo 10 ml de medio RPMI-1640 (209), su-
plementado con 5% de suero fetal bovino inactivado a 56°C durante 30 mi-
nutog, y se incubaron a 37°C en una atmbSsfera conteniendo 5% de C02_y
95% de aire. Loe cultivos confluentes se desprendieron mediante dos la-
vados sucesivos con una goluciSn de tripsina-EDTA (8cido etilen~diamino
tetracético) sin Caz+ ni Mgz+, cuya composicidn quimica se detalla en la
tabla 3, extrayéndose inmediatamente la eolucidn. Las células desprendi-
das se resuspendieron en medio de cultivo, efectufindose una dilucidn
1:10 (V/V) y el volumen se fracciond en frascos de cultivo est@riles de
75 cm2 que fueron mantenidos en las mismas condiciones anteriormente

descriptas.

2.4 1Infeccin de los cultivos celulares con parasitos provenientes de

cultive ax@nico y posterior manteniniento de los pardsitos en cul-

"tivoe celulares

Para infectar cultivos celulares varcialmente confluentes se utiliza-
ron par8sitos provenientes de cultivo en medio LIT, utiliz@ndose un indcu-
lo inicial de 108 parfsitos. Los cultivos de células BESM se incubaron
a 37°C durante 24 horas y poateriormente se efectuaron dos lavados del
cultivo celular con meuio RPMI-1640 para eliminar el exceso de pardsitos
contenido en el sobrenadante. Los cultivos infectados se incubaron en
las mismas condiciones que los cultivos celulares no infectados, efectufin-
dose ;n cambio diario del medid dé cultivo y un control diario bajo mi-
croscopio invertido de contraste de fase,con el fin de observar la evolu-
ciSn de las c@lulas infectadas. Una vez completadp el ciclo intracelular

de los parfisitos, los tripomastigotes liberados al medio de cultivo se
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ge utilizpron indculos de aproximadamente 1 x 106 tripomastigotes por

utilizaroI parz infectar cultivos virgenes de c@lulas BESM. A tal efecto
frasco de' cultivo de 75 cm2 de superficie. Tranmcurrido un lapso de 6
noras, lop pardsitos ge eliminaron por lavado de los frascos de cultivo
con mediolRPMI-1640 con 5% de suero fetal bovino y se incubaron en las
mismas condiciones anteriormente descriptas, efectuBindose diariamente un
cambio del medio de cultivo. Se mantuvieron Je esta meneira a las cepas

y clones por pasajes serizios, e2spacisdcs entre 81 segln la duracidn del

ciclo intracelular total respectivo.

2.5 T8cnica de congelaciln

Tanto lss c&lulae BESM coro lcn-par&sitos utilizados se criopreser-

varon en Nitr8geno lfquido.

2.5.1 Criopreservacidn de los cultivos celulares

Se seleccionaron cultivos confluentes de células BESM en los dos pri-
meros pasajes, los cuales se tripsinaron seglin se describid anteriormen-
te (ver 2.3), resuspendifndose ¢ lac cZ2lulas en medio RPMI-1640 con el
agregado de 10X de suero fetal bovino inectivedo. Laas células se centri-
fugaron a 300 g durante i1Q minutos a 4°C y resuspendicron en el mismo
medio de cultivo con el agrezado de 7,5% {(V/V) de dimetil sulfdxido, a
una concentracién fincl de 1-2 x 106 c€iinlas/ml. La suspensibn de c&lulas
sc fracciond en viales de polipropilenuv (Internat.Med.Nunc, Dinamarca),

a razbn de 0,5 ml por vial. La cperacion se efectub an balo de hielo. La
congelacibn ee realizf 'en un recipiente de. Telgopor, en congeladora de
-70°C durante 24 horas, a fin de disminuir la temﬁeratura a razén de

aproximadamente 1°C/minuto, osteriormente los viales se introdujeron
P yp
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directamente en nitrdgeno liquido para su conservacibn, descongel@ndose

de acuerdo & las necesidades de uso.

2.5.2 Criopreservacidn de epimastigotes de cultivo

Las cepas y clones de T. cruzi se criopreservaron en fase de creci-
miento exponencial. Los par@sitos se lavaron con medio LIT, centrifuga-
ron y resuspendieron finalmente en medio de cultivo LIT con 7,5% (V/V)
de dimetil sulf8xido a una concentracifn final de 2 a 5 x 106 parfsitos/
ml. La suspengidn de parfsitos se fracciond a razdn de 0,5 ml por vial
y se congelS seglin el procedimiento descripto para las células de mami-
fero. Poeteri&rmente, se retird una muestra para determinar la viabili-

dad de los parSsitos en medio de cultivo LIT.

2.5.3 Criopreservacidn de Tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos

Se criopreservaron tripomastigotes de las cepas Ernestina e Y de T.
eruzi' y de todos los clones del pard@sito utilizados, mediante la utiliza-
cifn de 1a wiwma t€cnica anteriormente descripta (ver 2.5.2), con le ex-
cepcifn de que los parlsitos se resuspendieron en medio RPMI-1640 con el
agregado de 10% (V/V) de suero fetal bovino inactivado y 7,5% (V/V) de di-
metil sulféxido. Se controls la viabilidad de los tripomastigotes descon-
gelando muestras g'infectando cultivos de c@lulas BESM,en las cuales se

desarroll8 el eiclo intracelulsr completo del parfisito.

2.6 Metodologfa experimental para el anilisis de la infectividad de clones

de T. crurzi

Se expusieron c&lulas BESM a la infeccidn por tripomastigotes derivados
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de cultivo de tejidos de los clones CA-I/71 y /72 y Miranda/76 y /80 en

las condiciones que se detallan a continuacibn.

2.6.1 Cultivo de las c8lulas de vertebrado

Se utilizaron c&lulas BESM mantenidas rutinariamente segln la meto-
dologia descripta en 2.3. Previamente a su uso para el ensayo experimen-
tal, las c&lulas se dispersaron con solucidn de Tripsina-EDTA y se re-
suspendieron en medio RPMI-1640 con 5% de suero fetal bovino inactivado
a 56°C durante 30 minutos, diluyéndose a una concentracidn final de
2 x 104 c€lulas/ml. El recuento celular ge efectud en c@mara de Neubawer.

Se tomaron alfcuotas de 2 ml de la suspensidn celular, perfectamente
homogeneizada por agitacidn mecinicé, que se colocaron estérilmente en
placas de Petri de plastico de 35 mm de didmetro, conteniendo tres cu-
breobjetog cuadrados de 12 mm de lado, perfectamente limpios y estériles.
Los cubreobjetos se manipulearon con pinzas de relojero estériles de pun-
ta curva y fina. Las placas de Petri se incubaron a 37°C,en atmosfera
humidificada de 5% 0022‘952 de aire durante 24 horas.

Para los ensayos experimentales se utilizaron sblo los cubreobjetos
con c€lulas perfectamente separadas entre sl por una distancia de al me-

nos un difimetro celular.

2.6.2 Preparacibn de los parfsitos

En esta serie de engayos experimentales se utilizaron tripomastigotes
derivados de cultivo de tejidos de los clones CA-I/71, y /72 y Miranda/76
y /80 de T. cruzi. Se infectaron cultivos semiconfluentes de cé&lulas BESM
en frascos de 75 cm2 de superficie, con aproximad;mente 1l x 106 tripomas-

tigotes, durante 6 horas. Diariamente se efectud un cambio de medio de
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cultivo, con el objeto de eliminar los restos celulares y las formas
epimastigote y amastigote del sobrenadante de los cultivos. Solamente
se utilizaron las formas tripomastigote resultantes del ppimer ciclo in-
tracelular de los cuatro clones de T. cruzi . Como los ciclos intracelu-
lares de los clones de T. cruzi utilizados no tienen igual duracidn
(Engel, Doyle y Dvorak, comunicacibn personal) (44), se infectd a los
cultivos celulares a distintos tiempos de acuerdo a la duracidn del ci-
clo intracelular de cada uno de los clones, que fue de 4,5 dfas para los
clones CA-I1/71 y /72, de 6 dias para el clon Miranda/76 y de 9 dfas para
el clon Miranda/80. Todos los cultivos se lavaron con medio RPMI-1640,
con 5% (V/V) de suero fetal bovino, 24 horas antes de la recoleccidn
del sobrenadante conteniendo los par@sitos. La contaminacidn con formas
amastigote, epimastigote e intermedias nunca guperd al 5Z%.

El sobrenadante conteniendo a los tripomastigotes se centrifugd a
300 g durante 10 minutos, con el objeto de eliminar restos celulares y
el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 1500 g durante 10 minutos a
4°C. Los parfsitos sedimentados se resuspendieron en medio RPMI-1640 con
5% de suero fetal bovino inactivado. Se tomaron alicuotas de las suspen-
siones de cada uno de los clones, las que fueron diluidas a razdn de
1/40 a 1/4000 segin la concentracibn &e.parisitoa en la suspensibn, en
un volumen final de 20 ml de una solucibn de electrolitos (Coulter
lsoton II) (Tabla 4). El nfimero de parfsitos en cada una de las muestras
se determind en un contador electrfnico de particulas (Coulter Counter,
modeld B o ZBI, Coulter Electronits Inc., HIALEAH, Florida). Las dilucio-
neg de las muestras se realizaron con el prop85ito de ajustar el nimero
de c€lulas entre 5 x 103 y 4 x 10* parisitos/ml y.mihimizar asi el error
de conteo del aparato. Cada muestra fue analizada por triplicado, prome-

difindose los resultados obtenidos. Finalmente, se procedid a diluir las
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suspensiones de tripomastigotes a una concentracidn final de 2 x 10

par@sitos/ml para cada uno de los clonee estudiadoa.

TABLA 4. COMPOSICION QUIMICA DE LA SOLUCION COULTER-ISOTON II

Cl Na 7,93 g/1
EDTA (disddico) 0,38 g/1
C1K 0,40 g/1
PO, H,Na 0,19 g/l
P04HN32 1,95 g/1
FNa 0,30 g/1

2.6.3 1Infeceidn de las c@lulas de vertebrado

Los cubreobjetos con las células adheridas se retiraron de la placa
de Petri, secBindose las aristas con papel de filtro, con el objeto de
minimizar el error introducido por dilucibn en la suspensidn parasita-
ria, y se colocaron est@rilmente en placas de Petri secas de 35 mm de
difimetro debidamente rotuladas. Inmediatamente se expuso a las células
a alfcuotas de 2 ml de las suspensiones de parfsitos, incubdndose los
cultivos a 37°C en lag migmas. condiciones de atmdsfera y humedad descrip-
tas (ver 2.6.1), durante 2 horas y media. Trangcurrido ese lapso, los
cubreobjetos se extrajeron con pinza de relojero y se enjuagaron median-
te 10 inmersiones sucesivas en 3 vasos de precipitados de 25 ml de capa-
cidad, conteniendo 20 ml de solucifn PBS, con el oBﬂeto de eliminar los

pardsitos no adheridos.
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Los cubreobjetos se colocaron en placas de Petri secas de 35 mm de
difmetro y se cubrieron inmediatamente con 2 ml de una solucidn de glu-
taraldehido en PBS al 3% (V/V) (Merck), fijdndose las c&lulas durante
12 horas a 4°C. Los cubreobjetos se montaron luego en forma invertida
con glicorina (Mallinkrodt) sobre portaobjetos de vidrio limpios, desen-
grasados y rotulados, sellfindose los bordes.

Previamente a 1a observacidn de los preparados se procedid a cubrir
lor r8tulos de los portacbjetos numerdndoselos al azar, a fin de efec-
tuar 1a lectura de log mismos a ciegas y minimizar el error introducido
por el operador.

Los preparados se obgervaron por microscopia de contraste de fase
en un microscopio Zeigs, Modelo 47-3012-9902 (C. Zeiss, West Germany),

a un aumento de 400 X.

Se realizaron entre 4 y 5 ensayos experimentales independientes para
todos los clones de T. cruzi estudiados y en cada uno de ellos se efec-
tuaron preparedos por triplicado o cuadruplicado correspondientes a cada
clon. En cada uno de estos preparados se determind el nimero de pardsi-~
tos intracelularee/100 c€lulas BESM. Los resultados obtenidos se expre-
san como Indices de penetracifn, los cuales se obtienen por la normali-
zacifn de la media del nimero de parﬁéicos intracelulares por célula se-
gn el modelo: Indice de penetracidn (IP) es igual a E/C, siendo E,la
media del niimero de parfsitos intracelulares por cé€lula considerada in-
dependientemente para cada uno de los clones de T. cruzi estudiados, y
C,la media del nfimero de par8sitos intracelulares por célula para el clon
Miranda/76 del correspondiente ensayo experimental, ya que dicho clon fue
utilizado como un estandard interno en todas las series de ensayos reali-

gados.

73



74

0 sea:

Indice de penetracidn (IP) . _E (experimento)
C (control)

Siendo: E,la media del N° de par@sitos intracelulares/célula (X) consi-

derada independientemente para cada uno de los clones de T.
cruzi estudiados, en un experimento dado.
y C,1a media del N° de pardsitos intracelulares/célula (X) del

clon Miranda/76 en el correspondiente experimento.

Los datos obtenidos fueron utilizados para alimentar una computado-
ra Tektronix, modelo 4051 (Tektronix Inc., Beaverton, Oregon), espe-
cialmente programada para calcular la media del niimero de pardsitos in-
tracelulares/c@lula, la desviacidn ‘estandard y el error estandard. Los
resultados experimentales obtenidos se analizaron estadisticamente me-
diante el tegt "t" de Student (210), determindndose los niveles de signi-
ficacifn. Lag diferencias entre datos observados para niveles de confian-
za superiores o iguales al 95% gse consideraron estadisticamente signifi-

cativos.

2.7 Capacidad de penetracifn de tripomastigotes del clon CA-1/71 de

T. cruzi: edgtudio del efecto de monosaclridos sobre la infectividad

Se expusieron c&lulas BESM a tripomastigotes derivados de cultivo
de tejidos de la cepa Ernestina y del clon CA-I1/71 de T. cruzi en pre-
sencia de monosacéridos, con el objeto de determinar el efecto de éstos
sobre la capacidad infectante de los pardsitos.

Se utilizaron los monosacBridos a-D(+) glucosa, D(+) galactosa,

a-D(+) fucosa, D(+) manosa, D(-) arabinosa, D(+) xilosa, D(-) ribosa,

N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-D-galactosamina. Todos los monosacdridos
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utilizados se adquirieron en Sigma Chemical Co., siendo del mayor grado

de pureza disponible.

2.7.1 'Preparacidn de log cultivos celulares

Los cubreobjetos con las c€lulas BESM adheridas (ver 2.6.1) se la-
varon con medio MInimo Esencial de Eagle (MEM) (216), suplementado con
un 1% (W/V) de seroalblmina bovina, Fraccién V (BSA, Sigma Chem.Co., Cat.
N®A 4503), durante 30 minutos a 37°C en las condiciones de cultivo habi-
tuales, a fin de eliminar el suero fetal bovino. El1 lavado se efectud
colocando a los cubreobjetos en placas de Petri secas de 35 mm de didme-
tro, previo secado del excedente de medio, los que fueron cubiertos con

2 ml de medio MEM con 1¥ de BSA.

2.7.2 Preparaci8n de los parBsitos

Se utilizaron tripomastigotes de la cepa Ernestina y del clon CA-1/71
producto del primer ciclo intracelular de los parfisitos. El ciclo intra-
celular de la cepa Ernestina es de aproximadamente ? dfas. El medio de
cultivo se renov8 diariamente. El sobrenadante de cultivo del clon
CA-I/71 fue centrifugado inicialmente'h 300 g durante 10 minutos, con el
objeto de eliminar restos celulares, y el sobrenadante se centrifugd nue-
vamente a 1500 g durante 10 minutos a 4°C. El pellet formado por los pa-
rfsitos se resuspendil en MEM con 1% de BSA, recentrifugindose a 1500 g
durante el mismo lapso, con el objeto de eliminar los restos de suero.
Este procedimiento ee repitif nuevamente y el pellet resultante se resus-
pendiS perfectamente en 20 ml del medio de cultivo antes mencionado, frac-
cionfindose en 10 tubos pl8sticos cbnicos con tapa ; rosca a razbn de 2 ml

de suspensgifn an cada uno de ellos. Se extrajo una muestra de la suspensidn
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parasitaria que fue dilufda en folucidn Coulter Isoton II y se determind
el niimero de parésitos en un contador Coulter-Counter, seglin se descri-
bid anteriormente (ver 2.6.2). La muestra se analizé por triplicado, pro-
mediandose los resultados obtenidos.

Los 10 tubos conteniendo la sugspensidn parasitaria, se centrifugaron
nuevamente a 1500 g durante 10 minutos a 4°C y los pellets obtenidos se
recuspendieron independientemente en los siguientes medios: MEM con el
agregado de 1% de BSA y MEM con 1% de BSA y 20 mM de cada uno de los
nueve monosacliridos anteriormente mencicnados, en forma independiente
(ver 2.7).

El sobrenadante de cuitivo de la cepa Ernestina conteniendo los tri-

pomastigotes, gse sometid simultineamente a 14 miema secuencia de lavados
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con medio MEM con )% de BSA, detallada para los pard@sitos del clon CA-I/71,

con la excepcidn de que finalmente la suspensidn parasitaria se fraccio-
n8 equitativamente en dos tubos cSnicos de 10 ml con tapa a rosca, deter-
minfndoge tambifn la concentracidn de tripomastigotes mediante la extrac-
cifn de una muegtra (ver 2.6.2). Ambos tubos se centrifugaron luego a
1500 g durante 10 minutos a 4°C y los pellets obtenidos se resuspendie-
ron respectivamente en medio MEM con 1X de BSA y en el mismo medio con

el agregzdo de 20 mM de N-acetil-D—glﬁcosamins. La cepa Ernestina de

T. cruzi se utilizé como control en todos lcs ensayos experimentales rea-

lizados. Finalmente, todas las suspensiones de tripomastigotes, tanto

de la cepa Erneatina como del clon CA-I/71, se diluyeron a una concentra-

€idn final de 1 x 106 pardsitos/ml.

2.7.3 1Infeccidn de las c&lulas de vertebrado

A continuacifn se retiraron los cultivos de células BESM de las
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placas de Petri, escurri@ndose cuidadosa y r8pidamente el medio de cul-
tivo y se colocaron en placas de Petri secas y estériles, exponiéndose
inmediatamente a las suspensiones de parBsitos durante 2 horas a 37°C
en las mismas condiciones experimentales de atmdsfera y humedad descrip-
tas. Transcurrido :ese lapso, los cultivos ge lavaron, fijaron y monta-
ron sobre portaobjetos (ver 2.6.3).

Se realizaron 3 experimentdés independientes para todos los monosa-
cdridos estudiados, excepto para el monosacl@rido N-acetil-D-glucosamina,
para el cual se efectuaron 6 experimentos independientes.

Los resultados se expresaron como indices de penetracidn (IP), con
la salvedad de que en este caso E,es la media del nGmero de par@sitos
intracelulares por c8lula en un cultivo tratado con uno de los monosa-
cdridos y C,es la media del nlmero de par@sitos intracelulares por célu-
la en el cultivo control correspondiente no tratado, o sea incubado. en
presencia de medio MEM con 1% de BSA.

0 sea:

IP (fndice de penetracibn) = E/C
siendo E,1a X en un cultivo tratado con un monogacadrido,
y C,1a ¥ en el correpondiente control.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el test
"t" de Student (210), consider@indose estadisticamente significativas las

diferencias para niveles de confianza superiores o iguales al 95%.

2.8, Capacidad de penetracifn de tripomastigotes de distintos clones de
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T. cruzi: estudio del efecto del monosaclrido N-acetil-D-glucosamina

Se estudid el efecto de una concentracifn 20 #M de N-acetil-D-gluco-

samina gobre la infectividad de varios clones de T. cruzi segin la meto-
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dologfa que se detalla a continuacidn.

2.8.1 Preparacidn de los cultivos celulares

Los cultivos de c&lulas BESM se realizaron de acuerdo a la metodo—
logfa descripta para el estudio de la capacidad de penetracibn de los
tripomastigotes del clon CA-I/Zl detallada anteriormente (ver 2.7.1)
con la excepcidn de que se incubaron en solucidén salina balanceada
de Hanks (Tabla 5) con 1% de BSA durante 30 minutos, p;eviamente a su

uso.

2.8.2, Preparacidn de los par8isitos

Se utilizaron tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos de
los siguientes clones de T. cruzi: CA-1/59, /69, /70 y Miranda/80,
/83 y /88 y tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi.

La duracidn de los ciclos intracelulares de cada uno de estos clo-
nes es distinta. El clon CA-I/59 presenta un ciclo intracelular en
cultivo de c&lulas de vertebrado de aproximadamente 4,5 dfas, el clon
CA-1/69 de aproximadamente 5 dfas, el clon CA-1/70 de aproximadamente
6 dfas, el clon Miranda/80 de 9 dfas (b&), el clon Miranda/83 de apro-
ximadamente 7 dfas y el clon Miranda/88 de aproximadamente 10 dias
(Engel, Doyle y Dvorak, comunicacidn personal).

Por lo tanto, lo cultivos de 1los clones de T. cruzi se iniciaron
a distintos tiempos,a fin de recolectar s6lo los tripomastigotes pro-
ducto del primer ciclo intracelular de los parésitos para cada ensayo
experimental.

En todos los experimentos se utilizd la cepa f de T. cruzi como

control.
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TABLA 5., COMPOSICION QUIMICA DE LA SOLUCION SALINA BALANCEADA DE

HANKS (HBSS) (239)

Solucidn A

NaCl 8 8
KC1 0,48
MgS0,.7 H,0 0,2g
H20 degtilada 40 ml
Solucidn B

CaCl2 0,14 g
H20 destilada 10 ml
Solucion C

Na2HP0a. 12 H20 0,15 g
KHZPOQ 0,06 g
glucosa 1 g
H20 destilada 50 ml
Solucidn D

NaHCO3 0,l4 g
H20 destilada 10 ml

Solucibn final

- Mezcla¥ soluciones Ay B
- 1 volumen solucidn (A+B) + 1 volumen solucidn C + 18
vol(menes de H, O destilada

2
- Agregar 2,5 ml de solucidn D cada 100 ml de HBSS
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El sobrenadante de cada uno de los cultivos conteniendo los tripo-
mastigotes se recolectd independientemente en tubos de centrifuga cd-
nicos de 10 ml de capacidad, centrifugéndose inicialmente a 300 g du-
rante 10 minutos. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 1500 g
durante 10 minutos a 4°C y el pellet se resuspendi8 en 10 ml de Solu-
cidn Salina Balanceada de Hanks (HBSS) (tabla 5) (211), con el agrega-
do de 1% (w/v) de BSA, realizindose posteriormente un segundo lavado
con la misma solucidn. A continuacidn, se extrajo una muestra de la
suspensidn parasitaria perfectamente homogeneizada, efectuindose el
recuento de los par@sitos en cBmara de Neubawer, por triplicado para
cada uno de los clones estudiados. Los resultados obtenidos se prome-
diaron,

Se procedid luego a fraccionar los 10 ml de suspensidn parasita-
ria‘homogeneizada en 2 tubos cbnicos de centrifuga de 10 ml de capa-
cidad, a raedn de 5 ml de suspensidn en cada uno de ellos, los que
se centrifugaron finalmente a 1500 g durante 10 min a 40°C. Los
pellets resultantes se resuspendieron respectivamente en HBSS con el
agregado de 17 de BSA y en el mismo medio mfs el agregado de 20 mM
de N-acetil-D-glucosamina, adecufindose el volumen final con el objeto
de obtener una concentracidén final de 2 x 106 pardsitos/ml para cada

uno de los clones y la cepa Y de T, cruzi.

2.8.3 Infeccidn de las cElulas de vertebrado

Los cultivos de células BESM sobre cubreobjetos se retiraron de
la solucidn HBSS con 1% de BSA, sec@ndose las aristas sobre papel de

filtro. A continuacibn se colocaron en placas de Petri secas de 35 mm
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de difimetro, y se expusieron inmediatamente a alfcuotas de 2 ml de las
suspensiones parasitarias, incubdndose a posteriori por un lapso de

2 horas en las condiciones habituales de temperafura y humedad. Trans-
currido ese lapso se lavaron, fijaron y montaron sobre portaobjetos
segﬁn‘se detallara anteriormente (ver 2.6.3).

Se realizaron entre 2 y 3 experimentos independientes para todos
los clones estudiados y la cepa Y de T. cruzi.

Los preparados se observaron bajo microscopia de contraste de fa-
se (ver 2.6.3), determin@indose la media aritmética del nimero de paré-
gitos intracelulares por c&lula, para 100 c8lulas en cada uno de los
triplicados realizados en cada ensayo experimental,

Los resultados se expresaron ndévamenteAcomo fndices de penetra-
cifn segln el modelo E/C, siendo E, la media del nfimero de parfisitos
intracelulares por c€lula obtenida incubando al sistema c&lulas hués-
ped-pard@sitos en presencia de N-acetil-glucosamina , y C, la media
del niimero de parfisitos intracelulares por c€lula obtenida para el

respectivo cultivo control. Por ejemplo,

IP (fndice de penetracidn) = E/C_ X(CA-I/59) (con HBSS + 20 mM N-AcGlu)

X(CA-1/59) (con uns§)

Los resultados obtenidos se analizarqn estadfsticamente mediante

el test "t" de Student (ver 2.6.3).
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2.9 Estudio del efecto de anticuerpos monoclonales sobre la infeccibn

de células de vertebrado por T. cruzi.

En esta serie de experimentos, se egtudid el efecto de tres anticuer-
pos monoclonales, designados respectivamente con las nomenclaturas 33.

D4 y MBS. sobre la capacidad infectante del estadfo tripomastigote ip vitro.

2.9.1. Origen de los anticuerpos monoclonales

La cepa de T. cruzi utilizada para la obtencidn de los anticuerpos
monoclonales fue la cepa Tulashuen (212), la cual se mantiene por pasajes
semanales. Para la obtencidn de los anticuerpos monoclonales, se utiliz§
la fraccifn subcelular (flagelar) (f&l) del estadfo epimastigote (213),
Los pardsitos se cultivaron en medio bif8sico completo (214) sin agita-
cidn, y se cosecharon en la fase de crecimiento logaritmico.

Para la inmunizacifn se utilizaron ratones machos BALB/c de cincuen-
ta dfas de edad, que fueron inyectados intraperitonealmente con 200 Mg

de fraccidn flagelar liofilizada con 1,25 x 109

unidades de Bordetella
pertusis como adjuvante (213). El esquema de inmunizacidn coneistis en

3 dosis intraperitoneales totales, efectuadas cada 7 dias. La Ultima
inoculacifn (booster) seé efectud también intraperitonealmente y tres

dias més tarde los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical
y sumergidos inmediatamente en una solucibn desinfectante. Posteriomente,
se hizo una incieién en el abdomen y se extrajo el bazo, que se colochd en
una caja de Petri con 10 ml de medio Eagle modificado.por Dulbecco
(Gibco) (10,05 mg/ml), bicarbonato de sodio (2 mg/ml), glutamina (0,292
mg/ml), estreptomicina (0,1 mg/ml), penicilina (100 U/ml) y anfotericina

B (0,002 mg/ml).
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El bazo se colocd estérilmente en una grilla met@lica y se disgregd
con el 8mbolo de una jeringa plastica, recogiBndose el mater.al en una
caje de Petri de 35 mm de difimetro conteniando 1 ml de medio. La grilla
se lavd con otros 2 ml de medio y los 3 ml finales de suspensidn se trans-
firieron a un tubo cBnico estéril de poliptobileno,en el cual se colecta-
ron los homogenados de entre 3-5 bazos. La suspensidn se dejd decantar
durante 2 minutos y transcurrido ese lapso se transfirid el sobrenadante
a >tro tubo de iguales caracteristicas. Se centrifugd a 1000 rpm en una
centrifuga Sorvall de mesa GLC—4 durante 10 minutos y se descartd el so-
brenadante. Por egte procedimiento se obtuvo un rendimiento de 5-10 x 107
células por bazo. Las c8lulas se resuspendieron en 5 ml de ClNH, 0,17 M
frio, agitindose bier, y el tubo se sumergib6 en hielo durante 10 minutos,
con el objeto de producir la lisis de los gldbulos rojos. Luego se agre-
garon 10 ml de medio Eagle suplementads con 20Z% (v/v) de suero fetal bo-
vino inactivado a 56°C durante 30 minutos. Se centrifugd a 300 g duran-
te 10 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. Las células se resus-
pendieron en medio sin suero y se contaron en cl@mara de Neubawer. Se
utilizaron las c&lulas requeridas para la fusifn, congeldndose el resto
de la suspensifn, en alfecuotas de 108 c@lulas, en nitrdgeno liquidov

Para la fueiBn ge utilizaron las células de mieloma x 63 Ag 8.653,
que. es una 1inea de plasmacitoma de ratbn. Las células de mieloma se co-
aecharon,'centrifggaron y resuspendieron en medio gin guero a una con-
centracibn de 103 c8lulas. Posteriormente se mezclaron ambas suspenaiones
celulares. La relacibfn de c€lulas esplénicas a células de mieloma fue
1:1. A continuacifn, las cBlulas se centrifugaron a 400 g durante 10 mi-
nutos a 4°C, se removil el sobrenadante y se agregaron 0,7 ml de polie-
tilenglicol (PEG) 4000 al 50% (p/v). Esta Operacién se realizb con el

tubo sumergido en un bafio de agua a 37°C, agregdndose el PEG lentamente
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dursnte 90 segundos. Se agregaron luego 10 ml de medio @in suero (RPMI-
1640) durante 2 minutos y se centrifugd a 400 g durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente. Las cflulas sedimentadas se resuspendieron en medio
HAT (173), conteniendo 13,61 ug/ml de hipoxantina, 3,78 pg/ml de timidi-
na , 1,75 1g/ml de aminopterina y 20% (v/v) de suero fetal bovino inac-
tivado. La suspensidn celular se distribuy® en multiplacas de 96 poci-
llos, a razén de 100 yl (aproximadamente 50 c&lulas) por pocillo. Las
células se mantuvieron a 37°C en una atmosfera de aire y anhidrido car-
bbrico al 5%. Cuando se evidencid crecimiento suficiente de los hibridos,
ge reemplazS el medio HAT por medio HT (sin aminopterina) durante 15
diag. Finalmente, las c8lulas se mantuvieron en una mezcla al 50% (v/v)
de medio RPMI-1640 con 20X de guero .fetal bovino inactivado y el mismo
medio pero condicionado.

El clonado de las c&lulas hibrides se realizd por dilucidn 1imite
(215) y los clones se axpandieron, congelindose posteriormente en nitrd-
seno 1fquido.

Para determinar la secresifn de inmunoglobulinas, se realizé la prue-
ba {umunoenzim@tica ELISA con la enziua peroxidasa y el antigeno homdlo-
50 (fraccifn flaselar solubilizada) (213).

Los‘antfcuerﬁos monoclonales obtenidoa se seleccionaron por inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI) y por presentar inmunnlisis mediada por
complemento (ILMC).

Para los engayos ce penetracibn se utilizaron 4 anticuerpos monoclo-
nales .Ce la serie obtenida contre.la fraccidn flagelar de T. cruzi, deno-
miuados respectivaments 33. C4' D4 y M35- Todds.loe.gnticuetpos presen-
ten caracterfsticas de IgGl. Uno de elloa, el D,, reconoce antigenos de
amastigotes y triﬁomaltigotel y ‘presenta activida& protectora en trans-

ferencia pasiva a ratones. El anticuerpo monoclonal B3 reconoce a los
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estadios amastigote y tripomastigote. El anticuerpo monoclonal MBS, re-
conoce a los estadfos amastigote y tripomastigote de T. cruzi, presenta
actividad 1itica mediada por complemento y actividad protectora en rato-
nes que son posteriomente desafiados. El anticuerpo monoclonar C, mo pre-
senta actividad contra el T. cruzi y fue utilizado como control, ademis
del control efectuado con sobrenadante de mieloma.

Los hibridos se expandieron posteriormente in vive, para lo cual se
inocularon ratones BALB/c de 45 dfas con 0,5 ml de Pristane (2,6,10,14
tetrametil pentadecano, Sigma) por via intraperitoneal. Transcurridas 2
semanas ge inocularon 106 c€lulas hibridas/ratén por via intraperitoneal.
El flufdo ascftico de los tumores formados se comenzd a recoger entre el
5°y el 9° dfa post~inoculacifn. Se obtuvieron entre 7-10 ml de flufdo
ascitico totdl/ratén, extrafdos durante un lapeo de 6 dfas, conteniendo
aproximadamente 10 mg/ml de anticuerpo monoclonal.

Los antituetbos monoclonales utilizados en éste trabajo fueron desa-

rrollados por Ada R. de Campanini y Jacqueline Bua.

2.9.2 Preparacifn de los cultivos celulares

Se utilizaron cultivos de células BESM eobre cubreobjetos de vidrio

preparados seglin 1a metodologla detallada anteriormente (ver 2.6.1).

2.9.3 Preparacifn de loa parfsitos

En esta serie de experimentoa.se utilizaron tripomastigotes deriva-
dos de cultivo de tejidos del clon CA-1/71 y de la cepa Y de T. cruzi .
Los cultivos @e iniciaron tambiBn a distintos tiempos a fin de recolectar

simult&neamente los parfsitos producto del primer ciclo intracelular pa-
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ra cada experimento. Se realizd una primera centrifugacidn a 300 g duran-
te 10 minutos a 4°C y el gobrenadante se récentrifug& a 1500 g durante

10 minutos a 4°C. E1 pellet se resuspendid en medio RPMI-1640 con 5% de
suero fetal bovino inactivado, determindndose la concentracidn de park-
gitos de una muestra mediante recuento en cﬂ#ara de Neubawer. La suspen-
sipon parasitaria se llevd a una concentracidn de 5 x 105 tripomastigo-
tes/ml y se fracciond em 5 tuboe cdnicos con tapa a rosca, a razdn de

1 ml de suspensifn por tubo.

En forma paralela a la ptebaraci&n de los par@isitos,se descongelaron
alicuotas de 0,10 ml de los fluidos ascfticos conteniendo los distintos
anticuerpos monoclonales, asf como tambifn del medio sobrenadante de los
cultivos de mieloma. Se efectuaron diluciones 1/10 de los fluidos asci-
ticos y del sobrenadante de mieloma en medio RPMI-1640 con 5% de suero
fetal bovino inactivado. A continuacidn, se agregd independientemente
1 ml de cada una de las diluciones de los flufdos asciticos conteniendo
los anticuerpos monoclonales a cada uno de los tubos conteniendo la sus-
pensidén de parBeitos, de modo tal que la concentracibn final obtenida

fue de aproximadamente 0,5 mg/ml de anticuerpo monoclonal.

2.9.4 Engayo de infeccifin de las c8lulas de vertebrado

Los cultivos de c@lulas BESM se colocaron en placas de Petri de
35 m y se cubrieron inmediata e independientemente con 2 ml de cada una
de las suspensiones parasitarias conteniendo los 4 anticuerpos momoclo-
nales ; el sobrenadante de.ctlulas.de mieloma. La incubacibn se efectud
a 37°C, en las habituales condicibnes de humedad y tengidn de CO,» duran-
te un lapgo de dos horas y media. Los cubreobjetos se lavaron, fijaron

y montaron sobre ﬁortaobjetos (ver 2.6.3).
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Se realizaron 3 experimentos independientes para el clon CA-I/71
y 2 para la cepa Y, y en cada uno de ellos las determinaciones ge efec-
tuaron por triplicado. Se determind la media del nGmero de par@sitos in-
tracelulares por c8lula (ii) mediante la observacidn de 100 células en
cada preparado (ver 2.6.3).

Los resultados se expresaron como indices de penetracidén (IP), obte-
nidos por la normalizacifn de las medias del niimero de par8sitos intra-
celulares por c8lula (X) obtenidas en presencia de cada uno de los anti-
cuerpos monoclonales, con respecto a la media obtenida en presencia del

sobrenadante de mieloma en cada experimento.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Infectividad de clones de T. cruzi

El estadfo reproductivo de T. cruzi en el hu@sped mamifero se desa-
rrolla intracelularmente. Esto implica que el par@sito debe presentar la
capacidad de penetrar activamente en la c&lula huésped no fagocitié# pa-
ra poder completar su ciclo evolutivo (40).

El objetivo de este estudio fue determinar si existen diferencias
en las capacidades de penetracidn en la célula huésped, y por ende en las
capacidades infectantes, de subpoblaciones de T. cruzi provenientes de un
mismo aislamiento y de distintos aislamientos del par@sito. La determina-
cidn de la existencia de diferencias en la infectividad de subpoblaciones
provenientes de una misma cepa, que confirmqria la existencia de heteroge-
neidad dentro de un aislamiento de f. cruzi con respecto a este parametro
bioldgico (8l),s85l0 es posible si se utilizan poblaciones genéticamente
homogéneas (clones) de parfisitos, obtenidas a partir de aislamientos uni-
celulares de organismos.

En este trabajo se presentan los resultados del analisis cuantitati-

vo in vitro de la capacidad infectante de cuatro clones de Trypanosoma

cruzi provenientes de dos orfgenes distintos,los clones CA-I/71, CA-I1/72

y loe clones Miranda/76, Miranda/80.

3.1.1 Anflisis cuantitativo de la capacidad infectante de clones de T.

cruzi

Los tripomastigotes de los cuatro clones de T. cruzi estudiados pre-
sentaron la capacidad de infectar células de miisculo esquelé&tico y piel
de feto bovino in vitro. Como después de la invaeibn de las células de
vertebrado, el tripomastigote se reorganiza a ama;tigote y permanece mor-

foldgicamente quiescente durante el periodo lag, todos los parasitos
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intracelulares encontrados dos horas y media después de la exposicidn de
las células de vertebrado a la poblacidn p;tasitaria son el resultado de
la penetracibn.

La distribucidn de loe parf@isitos en la poblacidn de células de verte-
brado se vio adecuadamente definida por una distribucibn binomial negati-
va. En la Tabla 6 se detallan los resultados obtenidos a partir del re-
cuento del nlimero de parB8sitos intracelulares por célula, determinado en
100 células de vertebrado observadas en un preparado correspondiente al
clon CA-T/71 y otro correspondiente al clon Miranda/80 respectivamente,
con el objeto de ejemplificar cémo se obtuvieron los datos experimentales
vtilizados para calcular las medias aritm@ticas del nfimero deAparinitos
intracelulares por célula.

En las tablaa 7 y 8 se detallan los resultados de las medias aritmé-
ticas de los parlcitos‘intracelularea“oﬁtentdas en cinco experimentos
independientes realizados para los clones Miranda/76 y Miranda/80, respec
tivamante, y en las tablas 9 y 10 los resultador obtenidos en cuatro expe-
rimentos independientes realizados para los clones CA-I/71 y CA-1/72. En
dichas tablas se detallan los valores de las medias aritméticas del niime-
ro de parfisitos intracelulares por célula (ii) obtenidos en cada uno de
los preparados. realizados en los experimentos independientes, asi como
también las medias de los mismos (X), las desviaciones estandard (DS) y
los errores eutandard (ES).

El rengo de variacibn de las ii correppondientes al clon Miranda/76
fue de, 0,8 a 1,37 parfsitos intracelularea por célula, determinado en
100 cElulas pare cada preparado. El rango de varfaciﬁn interexperimental
'~ lae X se encontr8 comprendido entire 0,87 y 1,31 parisitos intracelula-

res por célula (tabla 7).
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TABLA 6. NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES POR CELULA DETERMINADO EN
UN PREPARADO DEL CLON CA-I/71 Y EN OTRO DEL CLON MIRANDA/80.

NUMERO DE CELULAS
NGmero de parfBsitos

intracelulares/c8lula: CA-I/71 Miranda/80
0 14 92
1 19 8
2 15 0]
3 8 0
4 11 0
5 5 0
6 6 0
7 5 0
8 4 0
9 2 0
10 3 0
11 2 0
12 3 0]
13 1 0
14 o} 0
15 1 0
16 .0 0
17 1 0
TOTAL 396 pardsitos/100 8 pard@sitos/100
células células

Media aritmética del clon CA-I/71 (Xi) - 3,96
Error Estandard del e¢lon CA-I/71 (ES) = 0,378
Media aritm8tica del clon Miranda/80 (ii) - 0,08
Error Estandard del clon Miranda/80 (ES) = 0,0027
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TABLA 7. MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL
CLON MIRANDA/76 OBTENIDAS EN 5 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.

Clon Experimento N°de preparado ii ) ¢
DS
ES
Miranda/76 1 1. 0,87 0,87
1.2 0,92 0,045
. 0,83 0,026
2 2.1 1,22 1,31
0,06
2.2 1,37 0’03
2.3 1,31
2,4 1,34
3 3.1 1,03 1,04
3.2 1,06 0,013
3.3 1,04 0,006
3.4 1,05
4 4.1 1,04 1,03
4.2 0,88 0,15
4.3 1,18 0,086
5 5.1 0,80 1,01
5.2 1,11 0,20
5.3 0,94 0,09
5.4 1,32
5.5 0,89
lLeyendas:
X. : Media del ndmero de par@isitos intracelulares/c@lula determinado
. en 100 células para cada preparado.
X : Media de. ii obtenidos en cada experimento independiente.
DS : Desviacifn estandard.

ES

Error estandard.
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TABLA 8. MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMEROC DI’ PARASITOS INTRACELULARES DEL
CLON MIRANDA/S80 OBTENIDAS EN 5 EXPERIMENTOS INDLPENDIENTES.

Clon Experimento N°de preparado ii X
DS
ES
Miranda/80 1l 1.1 0,08 0,076
1.2 0,08 0,006
1.3 0,07 0,004
2 2.1 0,096 0,11
2.2 0,107 0,012
2.3 0,12 0,007
3 3.1 0,06 0,0425
3.2 0,03 0,015
3.3 0,05 0,007
3.4 0,03
4 4,1 0,05 0,05
4.2 0,06 0,01
4.3 0.04 0.006
) 5.1 0,06 0,05
5.2 0,05 0,006
5.3 0,05 0,003

Leyendas:

Ver.Tabla 7.




TABLA 9. MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL

CLON CA-I/71 OBTENIDAS EN 4 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.

Cion Experimento N°de preparado ii X
DS
ES
CA-1/71 1 1.1 2,15 2,48
1.2 2,84 0,35
1.3 2,45 0,20
2 2.1 7,05 6,81
2,2 6,29 0,45
2.3 7,09 0,26
3 3.1. 4,50 4,20
3.2 4,34 0,32
3.3 3,93 0,16
a 4.1 3’33 316
4,2 3,71 0,24
4.3 3,79 0,14

ver tabla 7.

Leyendas



TABLA 10, MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL

CLON CA-I/72 OBTENIDAS EN 4 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.

Clon Experimento N°de preparado xi X
DS
ES
CA-1/72 1 1.1 0,67 0,83
1.2 1,08 0,18
1.3 0,72 0,09
1.4 0,84
2 2.1 0,32 0,42
2.2 0,55 0,12
2.3° 0,38 0,07
3 3.1 0,45 0,38
3.2 0,37 0,076
3.3 0,32 0,04
5 5.1 0,35 0,37
5.2 0,39 0,02
5.3 0,36 0,009
5.4 0,38

Leyendas: ver tabla 7.
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El rango de variacidon de las ii corrgspondienteo al clon Miranda/80
fue de 0,03 a 0,12 parfsitos intracelulares por célula y el de las X fue
de 0,04 a 0,11 par@sitos intracelulares por célula (tabla 8).

El rango de variacidn de las ii oscild entre 2,15 y 7.09 parésitos
intracelulares por célula para el clon CA-I1/71 y el rango de variacibn
interexperimental fue de 2,48 a 6,81 parfsitos intracelulares por célula
(tabla 9).

Para el clon CA-1/72, los valores de if obtenidos se encontraron
comprendidos entre 0,32 y 1,08 y los valores interexperimentales de X en-
tre 0,37 y 0,83 parfsitos intracelulares por célula (tabla 10).

En la tabla 11 se detallan las medias del nfimero de parasitos intra-
celulares por cflula obtenidas para .cada uno de los clones de T. cruzi
estudiados, con sue correpondientes errores¢ estandard, asi cnmo también
los Indices de penetracifn (IP) respectivos oktenidos para cada experi-
mento indepondihnfe y el fndice de penetracifn relativo total (IP) obte-
nido para cada uno de los clones de T. ¢ruzi con respecto al clon Miran-
da/76 ,8 cuyo Indice de penetracidn se asignd arbitraiiasmente el valor
de 1 (ver 2.6.3.).

Los datos obtenidos permiten demostrar-la existencia de diferencias
notables, estables y reproducibles en-la capacidad infectante de los clo-

nes. de Trypanosoma cruzi estudiados. Eetas diferencias de infectividad

se observaron tanto entre clones provenientes de distintos aiglamientos

como provenisntes de un mismo aislamiento. Por ejemplo, a igual concentra
cidn de formas infectantes presentes en el inbculo, se pudo determinar que
cada 100 parfeitos del clon Miranda/76 1nter£b§£zadoszen la célula huésped
se enc&ntraron intracelularmente edlo 6 parfisitos del clon Miranda/80. Un

hectio similar se observa para los clones CA-I/71 y CA~I/72 (tabla 1l1).
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TABLA 1l1. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS CAPACIDADES INFECTANTES DE CUATRO

CLONES DE T. CRUZI EN CELULAS DE MAMIFERO.

Clon  Experimento X + ES R +ES IP IP x 100 TP
CA-1/71 1 2,5 + 0,20 2,8 280 3,9
2 6,8 +0,26 4,39 5,2 520
+
3 4,2 + 0,16 05 4,0 400
4 3,6 +0,14 3,5 350
CA-1/72 1 0,8 + 0,09 0,9 90
2 0,42+ 0,07 0,5+ 0,3 30 0,5
3 0,38+ 0,04 0,11 0,4 40
5 0,37+ 0,02. 0,4 40
MIRANDA/76 1 0,87+ 0,03 1 100 1
2 1,31+ 0,03 1 100
3 1,04+ 0,006 1,05+ 1 100
4 1,03+ 0,09 0,071 100
5 1,01+ 0,09 1 100
MIRANDA/8O 1 0,08+ 0,004 0,09 9
2 0,11+ 0,007 0,08 8
3 0,06+ 0,007 . %% 0,04 4 0,06
]
4 0,05+ 0,006 0,05 5
5 0,05+ 0,003 0,05 5
Leyendas:
" X: Media de los fi obtenidos en cada experimento
X: Media de los X ‘

ES: Error estandard

¢ Indice de penetracifn
: Media de los Indices de penetracibn (IP) obtenidos en cada

uno de los experimentos independientes
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Agimismo, considerando los indices de penetracidn de los cuatro clo-
nes pudo demostrarse la existencia de marc;das diferencias en la infecti-
vidad de clones provenientes de distintos aislamientos. Los tripomastigo-
tes del clon CA-I/71 fueron aproximadamente 70 veces mds infectantes que
los del clon Miranda/80. Los clones Miranda/76 y CA-I/72 presentaron capa-
cidades infectantes intermedias entre ambos valores extremos (Figura 5).

La media del nfimero de pardsitos intracelulares/célula (i + ES) va-
rio entre 4,39 + 0,91 para los tripomastigotes del clon CA-I/71 y 0,066
+ 0,01 para los par@sitos del clon Miranda/80 (tabla 11).

Durante el curso de este estudio, se observd también que aproximada-
mente. el 95-987 de los tripomastigotes provenientes de cultivos de cé&lu-
las BESM de los cuatro clones de T. cruzi presentaron la morfologfa carac
terfstica del tripomastigote ancho (Broad).

En los c;pogimentos realizados con el clon CA-1/71, se observaron
gran cantidad de parfllsitos adheridos externamente a las membranas de las
células. BESM, cuya morfologfa al microscopio de contraste de fase corres-
pondib al estadfo amaatigote del parfisito. El nGmero de parfisitos adheri-
dos externamente a la c€lula hueped o0scild entre los 16-32 pariisitos
extracelulares/c€lula. Para el clon CA-1/72, el nfimero de pardaitos pre-
sentando la morfologia de amastigotes adheridos externamente a la membra-
na de. la c8lula hu@aped varif entre 1-3 par@eitos extracelulares/célula,
mientras que en los clones Miranda/76 y /80, los escasos pardsitos adhe-

ridoa presentaron la morfologfa caracterfetica del tripomastigote.

3.1.2 Discusibn

El desarrollo de.mttodos'cuantftathos~§ara investigar la infeccién

in vitro de las c8lulas de memifero por Trypamosodia .¢cruzi ha permitido
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Figura 5.
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Histograma que muestra las capacidades infectantes de tripomasti-
gotes de los clones CA-1/71, /72 y Miranda/76, /80 de T. cruzi en
células BESM, las que se expresan como Indices de Penetracion (ver
2.1.3) para los clones CA-I (rayas verticales) y los clones Miran-
da (rayas oblicuas). (ES = 0,01 - 0,12; siendo ES el error estan-
dard del Indice de Penetracidn Medio). .
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el estudio de esta intergcci&n fundamental para la supervivencia del pa-
r8sito (39 , 42). La observacidn de que to&oa los parfisitos intracelula-
res encontrados pocas horas después de la exposicibn de las células de
vertebrado a la poblacifn parasitaria son inicamente el resultado de la
penetracidn, implica que el nlmero de pardsitos intracelulares puede ser
utilizado como una medida cuantitativa dec la habilidad de una poblacidén
de parfsitos para penetrar en una poblacién de c@lulas huésped (42). En
consecuencia, aunque el proceso de peénetracidn "per se" no pueda ser ob-
servado, es posible determinar la cindtica de la penetraciSn de los tri-
pomastigotes en las células de vertebrado mediante la determinacifn del
nmero de par8sitos intracelulares. Todos los parfsitos capaces de pene-
trar en una célula no fagocitica de vertebrado, presentan la capacidad
de reproducirgse intracelularmente (46), completando su ciclo reproducti-
vo cuando se produce la muerte y ruptura de la célula hu@sped y contri-
buyen asi a la poblacifn parasitaria extracelular. Por lo tanto, la capa-
cidad de penetracidn de una poblacifn de parfeitos resulta ser una medi-
da de la capacidad infectante de dicha poblacidn de T. cruzi.

Un niimero significativo de células de vertabrado es infectado por
mds de un parfeito (tabla 6), hecho que no se ve reflejado cuando los da-
tos @6 expresan como porcentaje de células infectadas. La média del nfime-
ro de pardsitos intracelulares por c@lula debe ser utilizada como una me-
dida cuantitativa de la penetracidn, y por ende de la infectividad, ya
que tiene en cuenta la infeccifn mGltiple de las c€lulas huésped.

La microscopfa de contraste de faese utilizada en el curso de este
estudio, permite la visualizaciSn nfiida de los par@sitos intracelulares
oscuros y su diferenciacifn de los perfsitos extracelulares adheridos a

la membrana de la c&lula huéaﬁed, los cuales son muy refringentes (foto 1 ,2)



Foto 1



Foto 1.

Esta microfotograffa muestra parte de una célula BESM
fijada despu@s de su exposicidn a tripomastigotes del
clon CA-1/71 (Aumento 300 X).

Se pueden identificar par@sitos que presentan la mor-
fologfa tipica del amastigote, tanto intracelulares
(ai) como extracelulares (ae).

Detalle de la microfotograffa A en la cual los amasti-
gotes intracelulares se encuentran‘en el mismo planc
que la célula huésped.

Detalle de la microfotografia A en la cual se ha enfo-
cado a los amastigotes extracelulares. Se puede obser-
var que tanto la c€lula huésped como los amastigotes
intracelulares se encuentran fuera de foco.
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Foto 2. Esta microfotografia muestra una célula BESM
fijada después de su exposicién a tripomasti-
gotes del clon Miranda/76. Se pueden indenti-
ficar tripomastigotes adheridos a la c€lula
huésped (te) y pardsitos intracelulares (pi)en

fase de reorganizacidn a emastigotes (Aumento
250 X).



Las células BESM son c@lulas planas, extendidas, que se adhieren
perfectamente al vidrio del cubreobjetos y presentan un citoplasma hia-
lino. La preservacidn morfol8gica de las células de vertebrado es exce-
lente con la metodologia empleada (foto 3).

El hecho de utilizar poblaciones genéticamente homogéneas de parf-
sitos, cada una de ellas con un ciclo intracelular caracteristico en
cuanto a su duracifn en cultivo de cé&lulas, permitid obtener suspensio-
nes de tripomastigotes prEcticamente puras y libres de contaminacidn con
otros estadfos del pardsito (g 95% de tripomastigotes) en el sobrenadan-
te de los cultivos celulares (ver 2.4).

Se hnﬁ observado diferencias en la infectividad de tripopantigotes
de distintas cepas de T. cruzi en c§lulas de vertebrado (150) y en la
virulencia in vivo en animales inoculados experimentalmente con distin-
tas cepas dclhpqriaitO'(GB, 77). Sin embargo, la capacidad infectante
de las cepas de T. cruzi puede variar cuando los parfisitos son mantenidos
bajo distintas cond{ciones en el laboratorio durante lapsos prolongados
(77,81,155,69) o al variarse las condicionés de¢ mantenimiento de los pa-
rlsitos (76).

Log resultados obtenidos en este trabajo demusstran, por primera
vez, que existen diferoncias“eatables'y reproducibles en la capacidad de
penetracifn en la célula huleped, y por ende en la capacidad infaectante,
de. subpoblaciones de T. cruzi provenientes de una misma cepa o de distin-
tas cepas, indicando que este parédmetro biol8gico es clon dependiente.

Las capacidades infectantes de los clones CA-I/71 y Miranda/80 se
controlaron perifdicamente durante un lapso de cuatro afios sin que se
evidenciaran cambios en esta caracteristica bioldgica. Por lo tanto, los

cambios observados en la virulencia de los aigslamientos de Trypanosoma

cruzi mantanidos en condiciones de laboratorio de acuerdo a distintas
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Foto 3.

Microfotograffa por contraste de fage de
una cé€lula BESM, cultivada en medio RPMI-
1640 con el agregado de 5X de sueroifetal
bovino inactivado y postariommente fijada
con glutaraldehido y montada con gliceri-
na, en la cual se puede observar el cito-
plasma hialino caracterfstico de estas cé-
lulas planas y extendidas (Aumento 450 X).
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metodologias pueden ser resultado de la seleccion que inducirfa cambios
en la composicibn relativa de la poblacidn parasitaria. Dependiendo del
protocolo de mantenimiento, se podrian entonces seleccionar subpoblacio-
nes de alta o baja capacidad infectante a partir de una cepa que contie-
ne. ambas subpoblaciones. Las diferencias o semejanzas entre aislamientos
de T. cruzi se evidenciarfan solamente una vez que dichas poblaciones
hayan sido seleccionadas y estabilizadas (218).

Meirelles y col., (189) indican que la infectividad ds una caracte-
ristica biol8gica de las cepas de T. cruzi , la que se mantendrfa cuando
los parfieitos son trangferidos de sus hudspedes naturales a sistemas in
vitro. Las cepas caracterizadas por estos autores estarian o hien selec-
cionadas y estabili{zadas con rosbecto al porcentaje relativo de las dis-
tintas subpoblaciones de bnria{tos'prencntcr, o serfan homogéneas con res
pecto a esta carscterfstica biol8gica. Hay que considerar asimismo que es
tos autores utilizaron macr§fagos como c8lulas huésped, lo que introduce
una variable ms en el sistema: la capacidad fagocftica de los macrdfagos.
Este mecanismo no sée puede correlacionar con sl mecanismo de interioriza-
cifn de T. cruzi en cdlulas no profesionalmente fagociticas, en las cuales
86lo el tripomastigote es capaz de penetrar, mientras que tanto el epimas-
tigote como el tripomastigote son intefiorfzcdon por los macrdfagos (224).

Otra evidencia de que 1la 'virulencia es aparentemente una caracteris-
tica intrfnseca del ﬁartsfho‘fue obtenida por Schilemper (219), quieén no
encontr8 corralacifn entre el nlimero de tripomastigotes metaciclicos de
algunas cepas de T. crusi inoculados en ratones. y el curso de la infeccidnm,
la que estaba ihfluenciadn“ﬁor la virulencia del parlsito. InSculos bajos,
del orden da loe 5 x 103 tripomastigotes metacfclicos, de cepas de distin-
ta virulencia produjeron reiteradamente infecciones de baja,intermedia y

alta virulencia en ratonae¢, dependiendo de la cepa de T. cruzi. Cuando
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se utilizaron tripomastigotes sanguineos para infectar a los animales
en experimentacidn, se obgervd una correlacidn entre el nfimero de paréd-
sitos inoculados y los niveles de parasitemia, excepto en cepas de baja
virulencia en las cuales la inoculacidn de un alto n(mero de pardsitos
no aument$ la parasitemia.

Se habia postulado que ¢l cambio y/o 1la imposibilidad de reprodu-
cir el cureo de algunas infecciones experimentales por T. cruzi podia
atribuirse a la heterogeneidad genética de la cepa estudiada (220,156).
Sin embargo, la importancia de la heterogeneidad de las cepas dll'parﬁ-
sito en el curso de la infeccifn en animales en experimentaciSm, edlo
se evidenci cuando se comparS la patogenicidad de dos clones provenien-
tes del mismo alslamiento en ratones altamente endocriados. Aunque am-
bos cloneg indujeron uma infeccifn aguda, esta ¢dlo fue fatal para los
ratones Infectados con uno de los clones, mientras que los ratones infec-
tados: con el otro clon sobreévivieron y desarrollaron caracterfeticas
histopatoldgicas, eerol8gicas y parasitolbgicas tfpicas de la infeccidn
crbnica (B84).

Estos datos implican que no 886lo el contenido genético del hospeda-
dor sino tambidn el contenido genético del parfsito modulan el curso de
la infecciBn chaglsica (221), lo que Qvala nuestros resultados.

Bartelli y Brener estudiaron la infeccifn de c@lulas de rifién
de mono (Vero}l por tripomastigotes de las cepas Y y CL de T. cruzi (150).
Los resultados obtenidos por estos autores demuestran que los tripomasti-
gotes-de la cepa CL presentan una menor infectividad debido a su menor
habilidad pat;'benetrar en las células de vertebrado. Estos resultados
sugirieron que 1a capacidad infectante de los par8sitos podrias estar

relacionada con la morfologfa del tripomastigote. De este modo, los tri-
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pomastigotes de la cepa Y serfan ms infectantes debido a la predominan-
cia de formas delgadas (slender) en esta cepa, mientras que en la cepa
CL, menos infectante, predominan los tripomastigotes anchos (broad).
Deane y col. (222) inocularon c&lulas Vero y Hela con formas eanguineas
de cuatro cepas de T. cruzi y después de tr?s dfas de incubacibn a 35°C,
el sobrenadante contenfa 88lo formas tripomastigote anchas, lo ique se
interprets como debido a que la mayorfa de las formas delgadas penetran
en las células de 'vertebrado, mientras que las formas anchas son menos
competentes para Interactuar con la c@lula huésped.

En el cureo de eete trabajo, so observ8 que la mayorfa de los tri-
pomastigotes praesentaban la morfologfa caracterfstica de los tripomas-
tigotes anchos. Sin embargo, el clon CA-I/71 result§ ser sumamente infec
tante para c8lulag de vertebrado, mientras que en contraposicifn el clon
Miranda/80 presentS 'una muy baja capacidad infectante. Esta observacién
implica que no habria una correlacifn entre la morfologfa del tripomas-
tigote y su capacidad bara infectar células de vertebrado, e indicaria
que estos dos parfmetros no estarfan necesariamente relaciomados. Esta
observacifin se ve confirmada por el hiecho de que los tripomastigotes del-
gados (slender) de la cepa CL gon igualmente menog infectantes que los
de la cepa Y de T. cruzi, porque al igualarse la concentracifn de tripo-
mastigotes delgados presentes en los indculos de ambas cepas de T. cruzi,
la infeccibn de c§1ulas de vertebrado es asimismo inferior para la cepa
CL (150).

En congsecuencia, la capacidad infectante ds una caracterfstica bio-
16gica que depende del fondo gen8tico de los parfisitos, a pesar de estar
igualmente modulada por el tipo de c€lula huSsped (39,28), y no estarfa

relacionada con la morfologfa del parflsito.
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Para el clon CA-I/71 de T. cruzi se evidencis que, una vez trans-
curvido el lapso de incubacifn, todos los parBeitos adheridos externa-
conte a lac cdlulas hudgped e interiorizados en las mismas presentaban
una morfologfa aimilar a la del amastigote, mientras que los parfsitos
no adheridos a las c8lulas conservaban la morfologfa caracterfstica del
tripomastigote. En los clones Miranda/76 y /80 se encontraron, en cam—
bio, tanto formas amastigctes 'como tripomastigotes :y 'formas :én proceso
de diferenciacifn en el citoplasma de la c&lula huécped, mientras que la
mryoria de los par8sitos extracelularec adheridos presentd la morfologia
tipica de loe tripomastigotas. Los parfsitos del clon CA-I/71 de T. cruzi
presentaron,asimiemo, una mayor capacidad para adherirge a la membrana
da. la c€lula hu@sped que log tripomastigotes de loe clones CA-1/72, Mi-
randa/76 y Miranda/80. Dagconocewos hasta el presente el significado
biolbgico de esta ribida trangformacifn morfolSgica de los altamente
infectantes tribomastigotel del clon CA-1/71 al contactar la membrana
plasmftica de la c8ilula hufeped, aunque es evidente que este fenSnemo
es tambifin clon dependiente.

Los resultados obtenidog permiten cdnclufr'que pueden convivir sub-
pcblaciones de parsitos con distintag cepacidsdes infectantes en pacien
teg chaglesicoe crénicos y que la infeétfvidad eg un pardmetro biolbgico
caracteristico de cada subpoblacifn de pardsitos. El origen de una pobla-
cifn heteroginea de parfsitos en un paciente chag@sico crénico puede de-
bersc. a una infeccidh (nica con una poblacidn heterogéinca o a mlltiples
infecciones. Pero de hecho, la coexistencia de parBaitos con car;;teris-
ticas biolfgicas distiitas tiene profundas implicancial en la relacidn
hudsped-parfsito, ya que esta relacifin eer8 el producto de la sumatoria

de las interacciones entre cada una de las subpoblaciones de par@sitos
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presentes y el huésped. Por lo tanto, la relacifn huSsped-parfisito de-
penderd del n(mero y de las caracteristica; bioldgicas de las subpobla-
ciones de T. cruzi que parlﬁitln a dicho hud@sped. Es importante destacar
que la utilizaciSn de clones de T. cruzi no 83lo ha permitido demostrar
la heterogeneidad presente en esta especie, ;ino que tiene implicancias
nfs profundas, porque los clones no representan un productd artificial
obtenido en el laboratorio, sino que cada clon de T. cruzi representa
una subpoblacifn natural del parfeito, ya que no se ha detectado inter-
cambio genético an este organismo.0 gearque un clon representa a un or-
ganigmo y su progenis y se encuentra genéticamente aislado de otros clo-
nes del parfisito.

Si se confirma la correlacifn existente entre una alta tasa de cre-
cimiento y una alta virulencia y viceversa, encontrada recientemente
(223), no cabq.duda de que la coexistencia de subpoblaciones de T. cruzi
con alta infectividad y con Baja infectividad en un mismo paciente cha-
gisico crfnico podrfa influenciar el curso y la evolucidn de la enferme-

dad de Chagas:

3.2 Penetracifn de. tripomastigotes del clonm CA-I/71 de T. cruzi en

c8lulas de mamffero: egtudio del efecto de monosaclridos.

Basfndose en la hipStesis de que las glicoproteinas de superficie
podrfan actuar como receptores durante el proceso infeccioso, siendo las

responsables de la interaccifn entre el Trypancsoma cruzi y la c8lula

huécpe&. ¢a estudis el efecto da los monosaciridos predominantes presentes
en las glicoprotefnas de la superficie celular de las c@lulas de vertebra-

do, sobre la capacidad infectante del estadfo tripomastigote del parfsito.
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A continuacifn se presentan los resultados del estudio del efecto
de nueve monosacfiridos com(inmente presentes en las glicoproteinas de su-
perficie, sobre la infectividad del clon CA-I/71 y de la cepa Ernestina

de T. cruzi.

3.2.1 Resultados del egtudio del efecto de monosaci@ridos

Se expusieron células BESM a tripomastigotes derivados de cultivo de
tejidos del clon CA-I/71 de T. cruzi en presencia d no de a-D(+) glucosa,
D(+) galactosa, a-D(+) fucosa, D(+) manosa, D(-) arabinosa, D(+) xilosa,
D(-) ribosa, N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-D-galactosamina. Como con
troles se utiliraron cultivos de c€lulas expuestos simult@neamente a tri
pomastigotes de la cepa Ernestina de T. cruzi en presencia o no de N-
acetil-D-glucosamina (ver 2.7.2).

La habilidad de los tripomastigotes de la cepa Ermestina para infec-
tar c€lulas BESM se vio inhibida mls de un 90X en presencia de 20 mM de
N-acetil-D-glucogamina. S$in embargo, no se evidencif una inhibicifn de
la infeccifn de las c@lulas BESM por tripomastigotes del clen CA-1/71 en
las mismas condiciones experimentales. Los resultados obtenidos se encuen
tran expresados como Indices de penetrapcidn (Figura 6) (ver 2.7.3).

Agimismo, no se evidenciS una inhibicién de la capacidad infectante
de los. tripomastigotes del clon CA-I/71 de T. cruzi cuando se incubd a
los parBsitos con las c8lulas de vertebrado en presencia de otros ocho
monosacEridos (Figura 7). Los datos obtenidos se encuentran expresados
tambifn como fndices de penetraai&ﬁ. habifndoae omitido en este caso la
representacifn gréfica de loa controles realizados simultfneamente con
la cepa Ernestina, a fin de facilitar la visualizacibn de los resultados

obtenidos.
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Figura 6. Histograma que muestra el efecto de 20 mM de N-acetil-D-
glucosamina (rayas oblicuas) sobre la infeccidn de célu-
las BESM por tripomastigotes de la cepa Ermestina y el
clon CA-I/71 de T. cruzi con respecto a los correspondien
tes controles (rayas verticales).

(Es = 0,03-0,12; n = 3; siendo ES el error estandard del
Indice de Penetracidon Medio y n el nimero de experimentos
independientes realizados). '
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Histograma que muestra el efecto de nueve monosaca@ridos (20 mM)
gobre la capacidad infectante de los tripomastigotes del clon
CA-I/71 con respecto al control con seroalbimina bovina (BSA).
(ES = 0,01-012; n = 3; siendo ES el error estandard del Indice
de Penetracidn Medio y n el nimero de experimentos independien-
tes realizados).
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3.2.2 Discugibn

Previamente a la infeccifn de las c@lulas hudsped en el mamifero,
los protozoos parfisitos intracelulares obligados deben ser capaces de
reconocer y adherirse a las c8lulas susceptibles a la infeccidn. Aunque

las fases de adhesibn e interiorizacidn del Trypanogoma cruzi pueden

ser separadas para su anflisis, el mecanismo de adhesidn e infeccidn no
ha sido dilucidado hasta el presente (181, 182, 116). Se ha demdstrado

que la Infeccibn por T. cruzi y Toxoplasma gondii est8 modulada por el

ciclo celular de la cflula de vertebrado y que est8 relacionada con la
sintegis de glicoprotefnas de membrana (186), siendo méxima durante el
perfodo § (184). Se considera que muchas interacciones célula-célula eon
mediadas por glicoproteinas de supe;ficie (179,200,178,177) . Varios estu
diqs:ﬁan demostrado que la adherencia entre distintos tipoe de c8lulas
puede ger {nhibida por lectinas (177,181,183) o por aquellos monosachri
dos que constituyen los hidratos de carbono de la guperficie celular
177).

La infeccifn de cflulas de vertebrado por tripomastigotes de T.cruzi
puede ger inhibida por lectinas con distintas especificidades, indicando
que. loq. hidratos de carbono de la superficie celular estén involucrados
en el proceap de infeccibn (183). Sin embargo, el tratamiento con lecti-
nas no es lo suficientemente selectivo como para identificar a los recep
tores involucradog en la interaccidn entre el pardsito y la célula hués-
ped. Mfe alin, los astudios con lectinas se ven limitados ya que algunas
son ts;icas para lae c8lulas de vertebrado (195). En consecuencia, se
estudid el efecto de los monosachridos com(inmente presentes en la super-
ficie celular (177) sobre la interaccifn entre T. ‘cruzi y la c&lula de

vertebrado (195,196,225), encontréndose que la N-acetil-glucosamina



»

Sy

107

inhibe especificamente la infeccidn de varioe tipos celulares por T.cruzi.
La preincubacién de los par@eitos con este monosaclrido trajo como conse-
cuencia la inhibicidén de la adhesidn y penetracidn de los parasitos de la
cepa Ernestina de T. cruzi en la célula de yettebrado no fagocftica. Por
el contrarfo, la preincubacién de las células de vertebrado en presencia
de este monosacl8rido no inhibid la infeccibn por el pardsito (195). Es-

tos resultados implican que los tripomastigotes de Trypanosoma cruzi se

adhieren a receptores que contienen N-acetil-D-glucosamina, presentes
en la guperficie celular de la célula hu@sped de vertebrado. O sea, que
los tripomastigotes tendrfan una lectina del tipo de la aglutinina de
germen de trigo (WGA) en su superficie, que interactuarfa con el recep-
tor conteniendo N-acetil-glucosamina praesente en la superficie celular
de la c8lula de mamffero (195).

Ed bage a estos resultados, se habfa postulado que el conocido fe-

némeno de tropismo tisular (67,68) presente en las infecciones por T.

cruzi , ﬁodrfa deberse a diferencias cuantitativas en los residuos de

N-acetil-glucosamina presentes en los distintos tejidos del huSsped, lo
que resultarfa en una distinta susceptibilidad de loa tejidos a la infec-
cibn, influenciando de este modo la distribucibn de los pardsitos en el
hufeped vertebrado (195).

El hallazgo de diferencias tan notables en la infectividad de los
clones de T. cruzi estudiados (ver 3.1.3) nos llevd a estudiar el efecto
de ¢ate monogaclrido sobre la infectividad del parfsito, para determinar
si estas diferencias podrfan atribuirse a diferencias cuantitativas o
cualitativas en los receptores de membrana involucrados en el proceso
infeccioso, escogiéndose inicialmente el clon CA-I/71, por ser este clon
el wAs infectante para cflulas de vertebrado de t;doa'loe clones de T.

eruzi dilﬁoniﬁleﬂu Sin embargo, la N-acetil-D-glucosamina no inhibid la
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infeccidn de las c8lulas huésped por tripopastigotes del clon CA-I/71,

en condiciones idénticas a las que inhiben la interiorizacidn de los tri-
pomastigotes de la cepa Ernestina de T. cruzi. Estos resultados implican
que existen diferencias intra-especfficas en los receptores de superfi-

cie del Trypanosoma cruzi involucrados :n la interaccidn con la célula

huésped.

Como se mencionara anteriormente, no se encontrd inhibicifn de la
interiorizdcifn de los tripomastigotes del clon CA-I/71 en la c&lula de
vertebrado en presencia ds otroe monosacidridos comlmmente presentes en la
superficie celular. Un fenfmeno similar ha gido descripto para los taqui-
zoitos de T.gondii (195). La falta de inhibicibn de la capacidad de pe-
netracifn de los tripomastigotes del clon CA-1/71 por otros monosacéri-
dos, implicarfa que los cambios en el/los receptor/es no serfan debidos
al reemplazo de un monosaclrido por otro en la estructura glucosfdica del
mismo, como se ha descripto en bacterias (177). En consecuencia la infec-

cidn de c8lulas de vertebrado por tripomastigotes del clon CA-I/71 de

T. cruzi estarfa mediada por componentes de superficie distintos de los

de las cepas Ernestina e Y de T. cruzi. Fs factible que la falta de in-
hiBici6n total de la infeccifn celular por tripomastigotes de estas ce-
pas de T. cruz{ pudiera deberse a heterogeneidad poblacional con respecto
a los receptores de membrana involucrados en el proceso infeccioso.

La diversidad intra-especffica encontrada a este nivel tan funda-
mental de la interaccifn entre el parfigito y la c€lula huésped tiene 'im-
portantes implicancias y aumenta la complejidad del aislamiento de la/s
glicoprotefna/s de la superficie del pardsito involucradas en la inte-
riorizacifn de T. cruzi en la c€lula huésped, tendiente a lograr la iden-

tificacifn y caracterizacifn del/los receptor/es, con el objeto de
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eventualmente interferir con el proceso de infeccidn a este nivel de la

interaccidn par@sito-célula huésped (176,226).

3.3 Capacidad de penetracidn de tripomastigotes de los clones CA-I/59,

/69,/70 y Miranda/80, /83 y /88 en células de mamifero: estudio del

efecto de 1a N-acetil-glucosamina.

Los resultados obtenidos eﬁ este trabajo con respecto a la falta de
inhibicidn de la interiorizacidn de los tripomastigotes del clon CA-I/71
de T. cruzi en presencia de N-acetil-glucosamina, a concentraciones que
inhiben la interiorizacién de los parfsitos de las cepas Ernestina e Y
de T. cruzi, nos llevaron a estudiar el efecto de eate monosatBrido so-
bre la infectividad de varios clones del pardsito, para determinar si la
falta de inhibicién de la N-acetil-glucosamina en la interiorizacidn del
clon CA-I/71 congtituye un caso aislado o excepcional dentro de las sub-
poblaciones de T. cruzi . A continuacidn se presentan los resultados del
estudio del efecto de la N-acetil-glucosamina sobre la capacidad de pe-
netracifn de los tripomastigotes de los clones CA-I1/59,/69,/70 y Miranda/80,

/83 y /88 de T. eruzi.

3.3.1 Resultados del estudio del efecto de la N-acetil-glucosamina

Se expusilron.cﬁlulas BESM a tripomastigotea derivados de cultivo de
tejidos de los clones CA-1/59, /69, /70 y Miranda/80, /83 y /88 en presen
cia o.no de 20 mM del monosacBrido. Como controles. se utilizaron cultivos
de c8lulas BESM expuestos a tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi em
lag migmas condiciones experimentales (ver 2.8.2).

La habilidad de los tripomastigotes de la cep; Y para interiorizarse

en 1a c8lula hudsped g¢ vio inhibida entre un 70-75% en presencia de
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TABLA 12. EFECTO DE LA N-ACETIL-GLUCOSAMINA (20 mM) SOBRE LA CAPACIDAD

INFECTANTE DE CLONES Y DE LA CEPA Y DE T. CRUZI EN CELULAS DE

MAMIFERO. .

Clon/cepa

Indice de penetracidn (IP) Porcentaje de inhibicifn

CA-1/70
CA-1/69
CA-1/59
Miranda/80
Miranda/83
Miranda/88

Cepa Y

0,92
0,89
0,96
0,34
0,63
0,12

0,25-0,3

82
11%
4%
662
37
882

70-752
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Figura 8. Histograma que muestra el efecto de 20 mM de N-acetil-D-glucosamina so-
bre la capacidad infectante de tripomastigotes de la cepa Y y de los
clones CA-1/59, /69, /70 y Miranda/80, /83, /88 (barras s6lidas) con res
pecto a los correspondientes controles (barras rayadas).

(ES = 0,01-011; n = 3; siendo ES el error estandard de los Indices de Pe-
netracidn Medios y n el niimero de experimentos independientes realizados).



(1Y

R

.,

111

N-acetil-glucosamina. Los tripomastigotes de los clones CA-I/59, /69,
y /70 no evidenciaron inhibicidn de la ceoacidad de penetracibn en pre-
sencia de este aziicar (Figura 8, tabla 12).

Con respecto & los clones Miranda, ese observd una inhibicidn de apro-
ximadamente un 37% para el clon Miranda/33, mientras que los clones Mi-
randa/80 y /88 evidenciaron una gran susceptibilidad a este monosaclri-
do, obteni&ndoge inhibiciones de la capecidad infectante de un 66X y un
88% regpectivamente (Figura 8, tabla 12), con respecto a los correspon-
dientes controles. El anBlisis estadistico de los datos reveld que el
efecto inhibitorio de la capacidad infactante por el monosacdrido es

gignificativo para los clones Miranda cstudiados y la cepa Y de T.cruzi.

3.3.2 Digcusidn

Los resultados anteriormente expuegtos confirman la existencia de .
haterogeneidad intra-especffica en T. cruzi con respecto a los recepto-
res de membrana involucrados en el proceso de infeccidn de las c8lulas
hu€sped no fagociticas por el estadfo tripomastigote del pardsito. La
capacidad infectante de loe tripomastigotes de los clonea CA-1/59, /69
y /70, al igual que la del clon CA-I/71, no se vio inhibida en presencia
de N-acetil-glucosamina, mientras que 8i s¢ inhibi® significativamente
la interiorizacifn de los tripomastigotes de los clones Miranda/80, /83
y /88 en las mismas condiciones experimentales. Para el clon Miranda/83
se,ev?denciﬁ, sin embargo, una in@ibici&n estadfsticamente dignificativa
de aproximadamente un 37X en presencia del mopoaacﬁrido, en contraposi-
cifn con los altos niveles de inhiibicifn (superiores al 66%) de la capa-

cidad infectante obteridos para loe otros dos clones Miranda estudiados.
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Se ha demostrado recientemente que los epimastigotes y los tripomas-
tigotes de T. cruzi parecen tener al menos dos tipoe de receptores para
la Concanavalina A y la aglutinina de germen de trigo (WGA), respectiva-
mente, uno de baja capacidacd pero de alta afinidad y otro de alta capaci-
dad pero de baja afinidad. Uno de estos receptores presente en el epimas-
tigote tiene una constante afinidad por Con A cinco veces mayor que la
encontrada en tripomastigotes (106). Cabe la poeibilidad de que exista
un fenbmeno similar en el/los receptor/es glicoproteico/e de superficie
involucrado/s en el proceso de interiorizacidn de T. cruzi en la célula
huésped.

En bacterias, ha podido determinarse que la glucosa y la galactosa
inhiben 1a un{dn in vitro a macr8fagos peritoneales de ratbn. Entre las

bacterias estudiadas @e enmcuentran Streptococcus viridans, §. pyogenes,

Egclierichia coli, Staphylococcus albus, Pseudomonas aeruginosa, etc. ,

a7y,
Se han encontrado mutantes bacterianas con deficiencias en sus glico-
proteinas de superficie, como por ejemplo, la mutante SL 1102 de Salmo-

nella typhimurium y la mutante MIOB (deficiente en galactosa) de Kleb-

siella aerogenes, cuya unidn a macrSfagos no se inhibe con ninguno de

los monosaclridos que inhiben la unifn del tipo salvaje (177) (Figura 9).
En experimentos similaras, se ha determinado que los macrdfagos de ratén
ge unen in vitro a c@lulas tumorales de ratén o a fibroblastos embriona-
rios de ratén, y se ha obgervado que la glucosa y la galactosa tienen
imporﬁancia en esta unién, ya que se logrS inhibirla en presencia de es-
tos monosac8ridos, aunque la unidn de fibroblastos embrionarios de rato-
nes C3H y células peritoneales de ratones C3H es jinhibida solamente cuan-

do los fibroblastos se encuentran en fase de crecimiento logaritmico y
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Figura 9. Posible forma de interaccidn entre el receptor de
tipo lectina presente en la membrana del macrdfago
y loe monosacdridos de la pared celular de la bac-
terid Klebsiella aerogenes (segiin Weir, 177).

A. Mecanismo por el cual la galactosa interferiria en
la unidn.

B. La galactosa no inhibiria la unidn con una mutante
bacteriana deficiente en galactosa.
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dentro de los primeros pasajes de cultivo. mientras que la unidn a fibro-
blastos confluentes no @e inhibe con ninguno de los dos aziicares. Segin
Weir, la naturaleza de los receptores de membrana involucrados en las
interacciones entre c@lulas parece ser similar en bacterias y en c@lulas
eucariontes (177).

Cabe entonces la posibilidad de que la falta de inhibicién de la in-
feccibn de las células BESM por los tripomastigotes de los clones CA-I
de T. cruzi estudiados, en presencia de N-acetil-glucogamina, pueda atri-
buiree a la aparicidn de mutaciones que traigan aparejadas diferencias
entre las glicoproteinas de membrana involucradas en la interaccidn con
la c8lula huSsped de distintas subpoblaciones de T. cruzi, similares a
las descriptas en bacterias.

Se ha determinado que una concentracidn 20 mM de N-acetil-glucosami-
na inhibe especfficamente la infeccidn de células BESM por tripomastigo-
tes de las cepas Ernestina e Y de T. cruzi y que ninguno de los otros
monosaclridos cominmente presentes en la superficie celular es inhibito-
rio a esta concentracifn. A concentraciones de 50 mM o superiores, todos

los monosac8Bridos inhiben inespecfficamente la infeccifn de c€lulas BESM

por tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos (195). Andrews y Colli

(196) encontraron que la infeccibn de.dos 1ineas celulares, Hela y
LLC-HK2 » Por tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi, se inhihe hasta
un 90X en presencia de concentraciones comprendidas entre 100-200 mM de
N~acetil-glucosamina y que otros monosaclridos no fueron inhibidores a
estas "altas concentraciones. Posteriormente, Colli. y col. (226) probaron
el efecto de distintas concentraciones de N-acetil-glucosamina en los
nismos eistemas celulares mencionados, encontrando que una concentracidn

50 mM produce un efecto inhibitorio de 1la interiorizacifn del par@isito
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de alrededor de un 70-80% con respecto al control en cé&lulas LLC—MKZ,
miertras que el sistema pardsitos-c&lulas Hela resultd ger ain més gus-
ceptible a la inhibicidn por este monosacidrido, obteni&ndose una inhi-
bicidn de aproximadamente un 90% a esta concentracidn.

En nuestro sistema, la interiorizecidn de log tripomastigotes we la
cepa Y de T. cruzi en las células BESM ge vio inhibida en un 70-75% en
pregencia de 20 mM de N-acetil-glucosamina, lo que concuerda con los re-
sultados anteriormente expuestos obtenidos por otros autores (195,226).
Las diferencias en las concentraciones del monosac@rido necesarias para
inhibir la interiorizacibn del parfsito, podrian deberse a los distintos
sistemag celulares experimentales y/o a las distintas concentraciones de
parfsitos utilizadas, ya que las concentraciones de tripomastigotes de-
rivados de cultivo de tejidos de la cepa Y utilizadas por Colli y col.
(226) son aproximadamente 20 veces superiores a las utilizadas en los
controles de nuestro digefio experimental.

Adem3g, cabe sefialar que las c@lulas BESM constituyen un cultivo pri-
r.ario de c&lulas mueculares y de piel de feto bovino, el cual es mas
susceptible a la infeccibn por T. cruzi que las lineas celulares Hela,
Vero, CK (de rifién de perro) (39). Las c@lulas BESM no sobreviven mas
de 12 subcultivos, transcurridos los cuales cesan de dividirse y mueren.
Las lineas celulares obtenidas a partir de células neopl@sicas o trans-
formadas mantienen por el contrario, su capacidad de dividirse y pilerden
la inhibicidn por contacto. Se ha demostrado que las glicoproteinas de
la superficie celular est@n involycradas, entre otras funciones, en el
control del crecimiento celular y de la divisifn celular, y que su con-
formacidn y digposicifn cambia con loe distintos estados fisiolSgicos y

patoldgicos de la c€lula (227). Por ejemplo, alguﬁas lectinas aglutinan



..

s

115

a las células neopl@sicas y transformadas pero no a las c@lulas normales.
Asimismo, se ha demostrado que los hidratos de carbono presentes en 13
superficie celular de muchas lineas celulares son distintos a los de las
células padres normales, como por ejemplo, se demostrd que la transforma-
cidn maligna de las células trae como consecuencia la desaparicidn de la
fibronectina de la superficie celular y un notable cambioc en sus carbohi-
dratos de superficie. Por las razones anteriormente expuestas, se dedidid
utilizar cultivoe primarios de c@lulas musculares y de piel de feto bovi-
no como células hu@sped (BESM). Todos los experimentos realizados en el
transcurso de este trabajo de tesis, se llevaron a cabo con células BESM
dentro de los primeros 6 pasajes en cultivo.

Se han encontrado varias evidengias que indican la existencia de he-
terogeneidad en la superficie celular de T. cruzil, las cuales avalan los
resultados expuestos en este trabajo (133,228). Vale la pena recalcar que
Bongertz y Dvorak encontraron heterogenidad en los antigenos del estadio
epimagtigote de T. cruzi (83), mientras que Plata y col. (217) describen
una marcada heterogeneidad en los antigenos de superficie del eatadio
tripomastigote, no 8blo entre cepas de T. cruzi sino también entre clones
del parfisito provenientes de una misma cepa, lo que indica una alta hete-
rogeneidad a nivel gendtico en T. cruzi.

Los resultados obtenidos por Colli y col. (226) sugieren que al menos
una glicoprote!na'antigénica expresada en la superficie del tripomastigo-
te estarfa involucrada en el proceso de interiorizacifn en las células
de vertebrado. Se desconoce sin embargo, si hay otra/s glicoproteina/s
involucrada/s en esta interaccifn b8sica y si ésta/s serian antigénica/s.

La falta de inhibici8n de la infectividad en presencia de N-acetil-

glucosamina encontrada para algunos clones de T. cruzi,sumada al hecho de
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que la inhibicién de la interiorizacifn por N-acetil-glucosamina de las
cepas (195,196,226) y de algunos clones de los clones de T. cruzi estu-
diados nunca es total, confirman a nuestro entender la existencia de di-
ferencias cualitativas en los receptores de pembrana involucrados en el
proceso infeccioso. La existencia de este heterogeneidad deberZ ser con-
sicerada en el futuro en los estudios tendientes a la obtencibn de vacu-
nas efectivas contra el T, cruzi y en los tendientes a lograr la interfe-
rencia del proceso infeccioso a nivel de la interaccidn entre el par@sito
y la célula hufsped.

Hay todavia numerosos interrogantes no dilucidados, entre otros con-
tra culll estadfo del parfsito deberia dirigirse una vacuna, cudles son
los antigenoa relevantes, si los determinantes antigénicos son comunes o
no en las distintas cepas de T. cruzi y culindo comienzan a expresarse
los genes que los codifican. Indudablemente, sblo un mejor conacimiento

de la biologia del Trypanosoma cruzi permitirf el desarrollo de una vacu-

na efectiva contra la enfermedad de Chagas.

Goldenberg y col. (229) investigaron los productos finales de la ex-
presidn genftica de tripomastigotes de diatintoas origenes, analizando el
perfil electroforftico de loe polip€ptidos por electroforesis bidimensio-
nal. A tal efecto, compararon los perfileu polipeptidicos de tripomastigo-
tes metacfclicos obtenidos de cultivo axénico, seglin el m&todo de induc-
cifn de la metaciclogénesis en medio conteniendo orina artificial de tria-
tomino y suero bovino, de tripomastigotes metaciclicos provenientes de R.
prolixus infectados y de tripomastigotes obtenidoa en medio quimicamente

definido, del clon Im 28c de Trypanosoma cruzi, concluyendo que los tri-

pomastigotes provenientes de distintos origenes presentan productos fina-
les de la translacifn in vivo diferentes y caracteristicos seglin su ori-

gen.
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El Trypanogoma cruzi es, en consecuencia, un eucarionte unicelular

muy complejo y posee mecanismos muy eficientes para la modulacidn de la
expresidn gendtica cuando se los somete a8 distintas condiciones ambien-
tales. Sin embargo, a pesar de las diferencias encontradas, todos los
tripomﬁetigoten diferentes son capaces de penetrar en la célula de mami-
fero para reproducirse. Pero cabe preguntar si los tripomastigotes de dis
tintos origenes y cepas in ectan a las células por mecanismos idénticos

y utilizando los mismos componentes de membrana, o existen por el contra-
rio distintos procesos. Los resultados expuestos indican que existirfan
diferencias en las glicoproteinas especificas que modulan el proceso in-
feccioso en distintos clones de T. cruzi.

En vista de la complejidad, la heterogeneidad y el repertorio poten-
cial de los productos de la expredidn genética en tripomastigotes de T.
cruzi , los estudios dirigidos hacia e. desarrollo de una vacuna contra
la enfermedad de Chagas deberfn incluir el estudio de los factores comu-
nes entre los distintos tipos de tripomastigotes y entre las distintas
cepas de T. cruzi.

Los clones CA-I y Miranda utilizados en el curso de este trabajo han
sido caracterizados seglin varios pardmetros bioquimicos y bioldgicos has-
ta el presente. Es interesante destac;r que el clon Miranda/83, al igual
que los clones Miranda/76 y /78, presentan esquizodemas casi idénticos a
los de los clones CA-I y diferentes de los restantes clones Miranda (63).
Agimismo, los clones CA-I y Miranda fueron caracterizados con respecto a
la reactividad con el anticuerpo monoclonal WIC 29,26. obtenido por Snary
y col., (174), el cual se une a la regifn conteniendo carbohidratos de
una glicoproteina de 72 kDa presente en la nuperf?tia del epimastigote y
del tripomastigote metacfclico. Los clones Miranda/83, /78 y /76 no pre-

sentaron reactividad con este anticuerpo monoclonal, al igual que la
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totalidad de los clones CA-I, mientras éue los restantes clones Miranda
presentaron una reactividad positiva (85), lo que indica que el epitope
reconocido por este anticuerpo monoclonal o bien no se encuentra accesi-
ble en algunas poblaciones de T. cruzi o no se encuentra universalmente
expresédo en el epimastigote de T. cruzi, confirmando nuevamente la exis-
tencia de heterogeneidad intra-especifica e intra-poblacional en la cons-
titucidn antigénica del T. cruzi. Asimismo, los clones Miranda/76, /78 y
/83 presentan las tasas de crecimiento mds altas del grupo de clones Mi-
randa (82) y los menores valores de DNA/total por organismo (48), y re-
sultan ser los mls infectantes para cultivos de c@lulas BESM y Vero del
grupo de clones Miranda, caracterfstica compartida por los clones CA-I.
Esta observacifn ge realiz§ durante-un lapso de cuatro afios durante el
cual se ha mantenido a la totalidad de los clones en cultivo de células,
aunque 88loc se estudif en forma compavativa y cuantitativa la capacidad
infectante in vitro de dos clones del grupo Miranda que se consideraron
representativos, los clones Miranda/76 y Miranda/80.

Recientemente, ha podido determinarse la axistencia de correlaciones
entre algunos de los parfmetros bioquimicos y biolégicos estudiados hasta
el predente en los grupos de clones CA-I y Miranda (223). Por ejemplo, se
ha demostrado la existencia de una cofrelaci&n entre la reactividad al
anticuerpo monoclonal WIC 29.26 y el tipo isoenzimfBtico (223,230). Los
clonea Miranda/76, /78 y /83 no presentan reactividad con este anticuerpo
y pertenecen al grupo lA de zimodema, mientras que los reatantes 7 clones
del grupo Miranda presentan zimodemas tipo 2A.

El anflisis estadfstico computarizado de algunas de las variables hio-
16gicas y bioquimicas estudiadas hasta el presente en un total de 66 clo-
nes, ha permitido establecer que las poblaciones de T. cruzi que presen-

tan un bajo contenido de DNA/organismo, presentan una baja sensibilidad
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a alopurinol, una alta tasa de crecimiento en medio axénico y una alta
virulencia en ratones experimentalmente infectados (223). Aunque en es-
te anflisis no fue inclufdo el efecto de la N-acetil-glucosamina sobre

la penetracidn, es interesante destacar la qoincidencia que existe en

el hecho de que el clon Miranda/83 ge asemeja mds al grupo de clones CA-I
que al Miranda, ya que de todos los clones Miranda estudiados es el menos
inhibido en su capacidad infectante por este monosac@rido, a semejanza
odn los clones CA-I.

El Trypanosoma cruzi estd compuesto en la naturaleza por poblaciones

heterogéneas de pardsitos. El estudio sistemfitico de distintos parametros
biol6gicos utilizando clones de T. cruzi permite no #Slo obtener un espec
tro de esta heterogeneidad, sino que abre tdmbi®n la posibilidad de corre-
lacibnar distintas caracterfsticas bioldgicas que se encuentran bajo con-
trol gen8tico del parfisito, y permitir8 probablemente reunir a las sub-
poblacionea deé T. cruzi en un nlmero discreto de grupos, e intentar corre-
lacibnar estos factores con las distintas patologfas observadas en la

enfermedad de Chagaa.

3.4 Efecto de los anticuerpos monoclonalea B3, D4 y MBS sobre la capaci-

‘dad de penetracifn de tripomaatigggps de T. cruzi en células de

manffero

Se. estudid el efecto de tres anticuerpos monoclonales obtenidos contra
la fraccifn flagelar del estadfo epimastigote de T. cruzi (ver 2.9.l1) so-

bre 1a capacidad de penetracifn del tripomastigote en c€lulas de mamffero.

3.4.1 Resultados del estudio del efecto de los amticuerpos monoclonales

Se expusieron c€lulas BESM a tripomastigotes del clon CA-I/71 y de la
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cepa Y de T. cruzi en presencia de tres anticuerpos monoclonales en el
medio de cultivo, los anticuerpos B3, D4 y MB5. Como controles se utili-
zaron el migmo sistema parfsitos-cé@lulas hu@sped en presencia de sobrena-
dante de mieloma y del anticuerpo monoclona; C4 en el medio de cultivo.
El anticuerpo monoclonal C4 se obtuvo tambi@n por la tecnologia de hibri-
domas contra la fraccidn flagelar del estadfo epimascigote, pero poste-
riormente no reconocif ningufi estadfo de T. cruzi, motivo por el cual

fue utilizado como un segundo control.

S81o uno de los anticuerpos monoclonales, el MBS5, presentd un efecto
inhibitorio de la interiorizacidn del tripomastigote en la c&lula hués-
ped, que oscil8 entre un 34-50% para el clon CA-I/71 y un 46-52% para
la cepa Y de T. cruzi. En las tablas 13 y 14 ge detallan las medias del
nlimero de parfisitos intracelulares por célula (Ki) en presencia del anti-
cuerpo monoclonal MBS, con los correspondientes errores estandard (ES),
asf como tambifn los Tndices de penetracifn respectivos y los porcenta-
jes de inhibicifn de la penetracibn para cada uno de los experimentos in-
dependientes realizados con el clon CA-I/71 y la cepa Y, respectivamente.
Los porcentajes de inhibicidn con el anticuerpo monoclonal MB5 fueron es-
tad{sticamente significativos en todos los experimentos realizados con
ambas poblaciones de T. cruzi.

En las tablas 15, 16 y 17 se detallan las medias del nfimero de parf-
sitos intracelulares por célula (X), los errores esta‘ndard (ES) y los
Thdices de penetracibn relativos obtenidos en presencia de los anticuer-
pos monoclonales B3, D4 y C4, respectivamente. Las diferencias observa-
das con respecto a los controles con sobrenadante de mieloma, a cuyos in-
dices de penetracifn se asignb arbitrariamente el valor de 1 (ver 2.9.4),
no fueron estadfsticamente significativas para nigguno de los experimen-

tos indeﬁendientes realizados.
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TABLA 13. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL MBS SOBRE LA CAPACIDAD

INFECTANTE DEL CLON CA-I/71 DE T. CRUZI

IP: Indice de penetracifn= E/C; eiends E:
sencia del anticuerpo monoclonal y C:

de sobrenadante de mieloma.

h
.9 Experimento Tratamiento X i,i ES IP Porcentaje de
' inhibicidn
1 Sobrenadante 0,41 0,36 + 0,03 1 -
mieloma (econ- 10,36
trol) 0,32
1 MB5 0,16 0,18 + 0,01 Q,5 502
0,19 '
0,20
2 sobr.miejoma 0,31 0,29 + 0,02 1 -
. (control) 0,32
0,25
! )
[
2 MBS 0,19 0,19 + 0,005 0,655 34.5%
. X
0,19
0,20
3 sobr .mieloma 0,21 0,24 + 0,02 1 -
(control) 0,24
0,28
3 MBS 0,10 0,12 +_0,02 0,5 502
0,10
0,16
Lezen?as: ii: Media del nmero dg parasitos intracelulares/cé@lula deter-
minado en 100 células para cada preparado.
X + ES: Media de los X, + error estandard para cada experimento
. independiente.
3

X experimental en pre-

X control en presencia
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TABLA 14. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL MB5 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC-
TANTE DE LA CEPA Y DE T. CRUZI

Experimento Tratamiento X. X + ES IP Porcentaje de
i - oy er et
inhibicibn
1 Sobr .mieloma 0,10 0,13+ 0,02 1 -
(control) 0,16
0,14
1 MBS 0,06 0,07 + 0,01 0,54 462
0,07
0,09
2 Sobr .mieloma 0,20 0,21 + 0,005 1 -
(control) 0,20 ’
0,22
2 MBS 0,09 0,10 + 0,0 0,48 52%
0,12
0,10

Leyendag: Ver tabla 13
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TABLA 15. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL B3 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC-

TANTE DEL CLON CA-I/71 Y DE LA CEPA Y DE T. CRUZI.

123

Clon/cepa Experimento X + ES IP
CA-1/71 1 0,28 + 0,03 1,16
CA-1/71 2 0,3 + 0,02 1,01
CA-1/71 3 0,3 + 0,01 0,9
Y 1 0,15 + 0,005 1,15
Y 2 0,17 + 0,01 1

Lexendan:

ver tabla 13.
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TABLA 16. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL D4 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC-

& TANTE DEL CLON CA-I/71 Y DE LA CEPA Y DE T. CRUZI
o9
Clon/cepa Experimento X +ES IP
CA-1/71 1 0,33 + 0,03 1,2
CA-1/71 2 0,35 + 0,02 1,2
CA-1/71 3 0,30 + 0,06 0,83
[
&
p Y 1 1,14 + 0,02 1,07
Y 2 0,2.+ 0,01 0,95

Leyendas: ver tabla 13.

e,
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TABLA 17. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL C4 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC-

TANTE DEL CLON CA-I/71 Y DE LA CEPA Y DE T. CRUZI

8
o¥
Clon/cepa Experimento X + ES IP
CA-1/71 1 0,29 + 0,02 1,2
CA-1/71 2 0,30 + 0,005 0,93
CA-1/71 3 . 0,30 + 0,02 0,9
»
&
. Y 1 0,11 + 0,01 0,85
Y 2 0,22 + 0,02 1,09

Leyendas: ver tabla 13.

*,
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3.4.3 Digcusidn

Los anticuerpos monoclonales han sido utilizados para la identifica-
cidu y caracterizacidn de células, estructuras, macromolécu-
las, etc., debido a4 la alta especificidad que presentan. En T. cruzi, los
anticuerpos monoclonales han sido utilizados como marcadores de eepecie,
de los distintos estadios del pardsito y para el aislamiento de componen-
tes especificos de la membrana plasmética. En este estudio, se evalud
la posibilidad de que tres anticuerpos monoclonales presentaran afinidad
por glicoproteinas involucradas en el proceso de interiorizacidn en la
c&lula hu€eped, selecciondndose a tal efecto los anticuerpos B3, D4 y MBS,
los cuales presentan actividad bioldgica con el estadio tripomastigote,
seglin ge menciond anteriormente (ve; 2.9.1). S61lo uno de estos anticuer-
pos monoclonales, el MB5, que reconoce tanto al egtadio

amastigote como al tripomastigote, presenta actividad litica mediada
por complemento y evidencia actividad protectora en ratones posteriormen-
te desafiados conh la cepa Tulahuen de T. cruzi, presentd un efecto inhi-
bitorio significativo sobre la infeccidén in vitro de células de mamife-

ro, tanto por tripomastigotes del clon CA-I/71 como de la cepa Y de T.

cruzi. En esta serie de experimentos ge utilizaron menores concentracio-

nes de tripomastigotes, con el objeto de adecuar la relacidn parasitos-
anticuerpo monoclonal, sin aumentar desmedidamente la concentracidn de
1fquido ascftico en el sistema experimental para evitar posibles efectos
téxicos. La especificidad de la accidn del anticuerpo monoclonal MBS so-
bre 1; interiorizacibn del tripomﬁstigote fue confirmada al no observarse
inhibicibn de la penetracidn con los anticuerpos monoclonales B3, D4 y Cé,
ni observarse efectos t8xicos de los fluidos asciticos. Tampoco se obser-

varon alteraciones de las c&lulas huésped por el agregado de los fluidos
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asciticos al medio de cultivo, a las concentraciones utilizadas. El agre-
gado de sobrenadante de cultivo de mieloma y de flufdos asciticos al me-
dic de cultivo no produjo disminucidn de la motilidad, lisis, ni cambios
morfolSgicos observables por contraste de fase en los tripomastigotes.
Estas observaciones indican que la accidn del anticuerpo monoclonal MB5
no se debe a efectos inespecificos tanto del anticuerpo como del flufdo
ascitico, sino a un efecto directo del anticuerpo monoclonal sobre la
interiorizacidn del parfisito en la célula huésped.

Por inmunoprecipitacidn de antigenos del parasito, marcados con iodo
radioactivo, se ha determinado que el anticuerpo monoclonal MBS reconoce
una proteina de PM relativo de 85 kDa (J.Bua y E.L.Segura, comunicacidn
personal).

Resultados similares han sido obtenidos por Colli y col. (226), quie-
nes han desarrollado hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales
que inhiben par¢ialmente la interiorizacifn del pariasito en la célula de
man{fero y algunos de loe cuales reconocen antfgenos Ginicos presentes en
la suﬁerfibie celular del tripomastigote de T. cruzi.

Es interesante destacar que no existe hasta el pregsente una explica-
cibn que justifique la aparente contradiccifn de. los datos aqui expues-
tos y los obtenidos por otros'autoree; con respecto al hecho de que la
N-acetil-glucosamina presente una mayor capacidad de inhibicién de la
penetracibn del par8sito en la c8lula hu@sped que los anticuerpos monoclo-
nales desarrollados hasta el presente. Si los anticuerpos monoclonales
aon mol@culas de mayor tamafic y su unifn con el epitope involucra varios
carbohidratos o aminoficidos, deberia alterar o bloquear la estructura del
receptor en igual o mayor grado que un monosacfrido, y por lo tanto su

accifn inhibitoria deberia ser igual o mayor que la de la N-acetil-gluco-
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samina. Se pueden aventurar varias hipotesis que justifiquen este fenS-
meno, entre ellas, que hay una baja afinidad del anticuerpo monoclonal
por el epitope debido a diferencias en la tonformacidn cuaternaria del
migmo entre los pardeitos, que los anticuerpos monoclonales obtenidos

reconozcan a egtructuras glicolipidicas o glicoproteicas prbximas a las
"glicoproteinas" responsables de la interaccidén c&lula-parfisito, y que
el anticuerpo monoclonal tenga afinidad por la regidn proteica y no por
la regidn glicosidica de la molécula, ya que la regidn proteica es pre-
ferencialmente inmunog@nica y los anticuerpos raramente reconocen a las
estructuras glicosidicas de las glicoproteinas. Esta filtima hipdtesis

es factible, ya que el anticuerpo monoclonal MB5 presenta una capacidad

inhibitoria de la penetracidn similgr en par@sitoe de la cepa Y y del
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clon CA-I1/71, aunque este Gltimo no es inhibido por N-acetil-glucosamina.

Es posible, entonces, que el anticuerpo monoclonal MB5 al unirse a la
porcibn proteica de la glicoproteina altere la egstructura espacial del
receptor produciendo de esta manera un efecto inhibitorio.

El anflisivw sivtemBtico de la superficie celular del estadfo tripo-
mastigote de distintas subpoblaciones de T. cruzi con anticuerpos mono-

clonales que predenten la capacidad de inhibir la interiorizacidn del

parsito y/o conferir proteccidn, contribuir8 probahlemente a la compren-

8ifn del rol de los antfgenos de superficie presentes en este estadfo
del parfisito y de su importancia en el proceso infeccioso, como un paso

previo para el desarrollo de una vacuna efectiva contra el Trypanosoma

cruzi.
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l. Las cepas de T. cruzi provienen de aislamientos no cuantificados de
par@sitos y pueden estar constituidas-por'ﬁoblacionas'hetetogéneas de
organismos. Las caracterfsticas de estas cepas se evidenciar@dn una vez
que se hayan seleccionado y estabilizado con respecto a la composicibtn
relatiQa de la poblacidn parasitaria, lo que deperderd de las condicdio-
nes: de manteniniento impuestas en el laboratorio. Por el contrario, los
clones, al ser poblaciones genSticamente homogfneas de parBsitos, estan
exentos de las presiones selectivas y sus caracterfsticas bioldgicas son
representativas de las de subpoblaciones de par@sitos presentes em el
huésped.

La capacidad infectante o infectividad de una poblacion de Trypano-

soma cruzi estarf mediada por la capacidad de ﬁenetracisn de las formas

tripomastigotes en las cé@lulas huésped del mamifero. La capacidad infec-
tante es un parfmetro biolSgico que puede determinmarse cuantitativamente
bajo condiciones estandarizadas in vitro. La utilizacibn de poblaciones
de T. cruzi genfticamente liomogéneas (clones) ha permitido determinar

que la capacidad infectante es una propiedad biolSgica estable y repro-

ducible, que caracteriza a dicha poblacidn de pard@sitos.

2. El anflligis cuantitativo de la capacidad infectante ha permitido de-
mostrar la existencia de grandes diferencias de infectividad entre clo-
nes de T. cruzi. Se encontraron diferencias de hasta 70 veces en la ca-
pacidad infectante de los clones estudiados. Por lo tanto, T. cruzi es-
td constitufdo por organismos que presentan un amplio rango de infecti-

vidad, existiendo subpoblaciones con alta, intermedia y baja capacidad

infectante.
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3. El hallazgo de diferencias significativas en las capacidades infec~-
tantes de clones provenientes de un mismo aislamiento, fia permitido de-
mostrar la existencia de heterogeneidad intra-poblacional en T. cruzi
con respecto a este parfBmetro biolbgico, imﬁlicando que pueden coexistir
suﬁpobiaciones de T. cruzi con distintas caﬁacidadea'infectantes en un
mismo Huéeped. Debido a que la capacidad infectante es una medida de la
habilidad de una determinada poblacifn de T. cruzi para penetrar en las
células huésped y desarrollar su ciclo evolutivo en el mamifero, la co-
existencia de subpoblaciones de T. cruzi con distintas capacidades infec
tantes y el grado de heterogeneidad presente en un paciente podrian te-
ner importantes implicancias en la presentacidn, el curso de la infec-

cibn y la evolucifn de la enfermedad de Chagas.

4. En trabajos realizados por otros autores utilizando las cepas Y y CL,
consideradas poblaciones polares de T. c¢ruzi en cuanto a ciertas carac-
terfsticas biolbgitas, ce observé que la cepa Y presenta principalmente
tripomastigotes de tipo delgado, los cuales resultan ser m@s infectantes
que los de la cepa CL, que presenta principalmente tripomastigotes an-
chos, postulindose que la capacidad infectante estaria relacionada con
1a worfologla del tripomastigote. |

En el curso de este trabajo se observb que los tripomastigotes de
los distintos clones de T. cruzi estudiados, presentaron la morfologfa
caracteristica del tripomastigote ancho y, sin embargo, se evidenciaron
grandés diferencias en sus capacidades infectantes, lo que. implica que
la capacidad infectante no estarfia sdlo relacionada con la morfologfa

del tripomastigote.
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5. El efecto inhibitorio del monosacBrido N-acetil-D~glucosamina sobre

la capacidad infectante del estadfo triﬁomaotigote, encontvado para al-
gunas cepas de T. cruzi, no puede ser generalizado. Varios de los clomes
de T. cruzi estudiados no son susceptibles & la inhibicibn por este mono-
sac&ri&o, en contraposicifn con la alta susceptibilidad encontrada para
algunos clones y cepas del parfisito, lo que implica que existen diferen-
cias intra-especf{ficas con respecto a las glicobruteinAe de membrana in-
volucradas en la interaccidn con la célula Huélﬁed. Una diversidad intra-
eapecifica a este nivel fundamental tiene profundas implicancias sobre
la posibilidad de interferir el proceso infeccioso, a través del bloquea
de los receptores de superficie involucrados en la penetracidn del pari-

sito, como un medio para controlar la enfermedad de Chagas.

6. La interiorizacifn de los tripomastigotes del clon CA-I1/71 de T.cruzi
en células de mamffero no se vio inhibida por ninguno de los monosaclri-
dos cominmente presentes en la guperficie celular, sugiriendo que las
diferencias intra-especificas observadas en los receptores involucrados
en la penetracidn del tripomastigote del clon CA-I/71 en la c@lula de ma-
mifero, no serfan debidas al :eemp;azo de un monosacBirido por otro en la

regibn glicosfdica de la glicoproteina.

7. Se estudib el efecto de tres anticuerpos monoclonales desarrollados
contra la fraccifn flagelar del par@sito sobre el proceso infeccioso.

Uno de estos anticuerpos monoclonales, denominado MBS, inhibib signifi-
cativa y especificamente la infeccifn de céluian.de vertebrado no fago-

citicas, tanto por tripomastigotes de la cepa ¥ como del clon CA-1/71 de

T. cruzi, aunque ambas poblaciones de parfisitos difieren en cuanto a su
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susceptibilidad al monosacBrido N-acetil-Dvglucosamina. La utilizacifn

sistem@tica de anticuerpos monoclonales que bloqueen o alteren la habi-
lidad de los tripomastigotes bara ﬁenetur en-la c8lula huBsped, contri-
buiré a la indentificacibn y caracterizacibn’'de las glicoproteinas invo-

lucradas en la interaccidn entre el Trypanceoma c¢ruzi y la c@lula hus-

ped.
Asimismo, la identificacibn de anticuerpos monoclonales que inter-
fieran con la penetracifn de T. cruzi en la célula de mamifero, aporta

elementos para el desarrollo de una vacuna efectiva contra la enfermedad

i «

de Chagas.
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ABREVIATURAS

BESM Células de miisculo esquelético y piel de feto bovino
BSA Sero albmina bovina

Con A Concanavalina A

EDTA Acido etilen-diamino tetracético

HBSS  Solucidén salina balanceada de Hanks

IP Indice de penetracidn

PBS Solucidn salina balanceada de Dulbecco

WGA Aglutinina de germen de trigo

NOTA: Los anticuerpos monoclonaies MBS, D4 y B3 utilizados en
el curso de este trabajo de Tesis han recibido reciente-
mente las nomenclaturas de registro internacional FCH-F8-1,

FCH-F8-2 y FCH-F8-3, respectivamente.
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