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CAPITULO l

INTRODUCCION



1.1 Conceptos Generales

En el año 1909, Carlos Chagas describió una nueva tripanosomiasis

en Minas Gerais, Brasil (1).

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es la hemopa­

rasitosis humanade mayor incidencia en América, ya que afecta aproxi­

madamente a 20 millones de personas y se estima en 100 millones (2) 1a

población de zonas rurales endémicas potencialmente susceptibles a la

infección. Esta enfermedad constituye un problema médico-social de tal

magnitud que ee han implementadoprogramas sanitarios a niveles nacio­

nales e internacionales con el objetivo de disminuir la transmisión,

controlar las áreas endémicasy estudiar los procesos patológicos, con

1a finalidad de combatir este mal. Entre las instituciones comprometi­

das a nivel internacional en el lucha activa contra esta enfermedadse

encuentran la Organización Mundial de 1a Salud y 1a Organización Pana­

mericana de 1a Salud que apoyan programas de investigación básica, apli­

‘cada y de control (3).

1.1.1 Epidemiología

Carlos Chagas (l) describió al agente etiológico de esta parasito­

sis. al cual denominóSchizotglpanumcruzi (ngpanosoma cruzi), detallan

do también el aislamiento del parásito a partir de pacientes febriles y

el ciclo evolutivo del mismoen sus distintos huéspedes.

El ¡rea de dispersión del agente etiológico de 1a Tripanosomiasis

Americana abarca gran parte del continente americano, desde los Estados

Únidos de Norte América hasta la Érovincia argentina de Río Negro.

Sin embargo, en el sur de los Estados Unidos de Norte América no

hay enfermedada pesar de encontrarse el agente vector, lo que se atri­

buye a la no domiciliación de las especies de insectos vectores allí



existentes. De tal modoque la endemia chagásica es propiamente latino­

americana. En la República Argentina, el área endémica abarca la mayor

parte del territorio nacional con 1a sola excepción de las provincias

más australes, siendo las del norte, noroeste y centro, las más afecta­
das.

Es un hecho innegable que la endemia chagásica avanza permanentemen­

te hacia áreas indemnes, facilitada por el fenómenode las migraciones

desde las comunidadesrurales 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 afin en

zonas ecológicamente desfavorahles, aprovechando el microclima que ofre­

ce la morada humana (A). Además, se-favorece el riesgo de transmisión

por transfusión de sangre, comoocurre en la Repühlica Argentina con la

existencia de prevalencia serológica para Chagas en provincias donde no

existe el vector (5).

En la República Argentina, se estimó que la prevalencia de 1a infeg

ción alcanzó un 6%de la totalidad de los varones de 18 años de edad

en el año 1981 (5). La prevalencia de la infección chagñsica se encuen­

tra estrechamente relacionada con las condiciones socio-económicas de

la población. Unode sus elementos, la precariedad de las viviendas,

hace que sean hahitats favorables para 1a multiplicación del insecto

vector, por lo que las campañasde desinsectación adecuadamenteplani­

ficadas y ejecutadas tienen una importancia relevante en el control de

la enfermedad de Chagas.

1.1.2 Clasificación taxonómicadel agente etiológico

El protozoo parásito causante de la enfermedad de Chagas o Tripano­

somiasis Americanase ubicasistemíticamente en la clase Mastigophora



(Diesing, 1866), orden Kinetoplastida (Honinberg, 1963), familia Trypa­

nosomatidae (Doflein, 1901), género Trypanosoma (Gruby, 1843), sección

'Stercoraria, Subgéneroafiúzotrypanum (Chagas, 1909), especie Trzpano­

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

1.1.3 Mecanismoso vías de infección

la enfermedad de Chagas se puede adquirir a través de distintas

vías o mecanismos:

1) Por intermedio del vector. No cabe duda de que es 1a principal mane­

ra de transmisión de 1a enfermedad y seguirá siendo la forma predominan

te hasta que se logre el control de los triatominos domiciliarios y pe­

ridomiciliarios. La contaminación del homBrese realiza por las deyec­

ciones.que el insecto deposita sobre la piel en el momentode picar.

Estas deyeccíones contienen las formas metacïclicas infectantes del pa­

rásito, las cuales.penetran al interior del organismoa través de las

mucosas (conjuntivas), atravesando epidermis muydelgada comola de los

niños, o aprovechando heridas y microheridas producidas por rascado

(1,7,8).

2) Por medio de transfusionesa La'posibilidad de la transmisión de la

enfermedad de Chagas.por medio de 1a transfusifin de sangre se conoce

desde 1936wEn la actualidad se sabe que esta forma de contaminación

con el agente patógeno es responsable de un elevado numero de casas. El

índice más aceptado por los distintos autores de la prevalencia de da­

dores'de sangre positivos para Chagas se estima en un 10 por ciento.

E1 control riguroso en bancos de sangre disminuirá los-riesgos de con­

taminación por esta vía (4,9).

3) Vía transplacentaria o Chagas connatal. Son numerosos los trabajos
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que confirman incuestionablemente este mecanismode transmisión, ya sos­

pechado por Carlos Chagas en 1911.

El período del Chagas materno puede serindistintamente agudo o cró­

nico, correpondiendo a este último 1a inmensa mayoria de los hallazgos

reportados. La incidencia de 1a infección chagásida por esta vía no es­

tá 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 vía oral ha si­

do postulada comoposibilidad de infección natural por varios investiga­

dores, pero de existir, es seguramente 1a vía de infección menos frecuen

te, salvo en accidentes de laboratorio debidos al manipuleo de material

que contiene parásitos y al trabajo con animales en experimentación, los

cuales son generalmente controlados con medicación oportuna.

1.1.4 Formas clínicas de la enfermedad de Chagas

En la enfermedad de Chagas se distinguen en general tres períodos que

caracterizan otras tantas etapas de la evolución de 1a parasitosis: un pe­

ríodo agudo, un periodo crónico asintomático, denominadotambién período

de latencia y un periodo crónico sintomático (10,11,12,13). Esta afección

es sumamenteparticular, ya que sólo se hace aparente con un complejo of;

talmo-ganglionar en un 5%de los casos, durante la primera fase de la infec­

ción: periodo agudo, mientras que el 952 restante de los individuos infecta­

dos no presenta sintomatología específica detectsble. Se ha descripto la a­

parición de sintomas no específicos o de algunos poco significativos, tanto

que el afectado no siente 1a necesidad de efectuar consulta médica (14). Un

aspecto importante es que entre el 66-83%de los casos de Chagas agudo se

observa en niños menores de 10 años de edad (9).



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

chagósicas corresponden a formas leves o benignas de la enfermedad:

un 19X corresponde a formas de mediana gravedad y solamente un 62 está

constituido por casos graves. El 752 de los.casos leves presentan gene­

ralmente escasa sintomatología y en general evolucionan espontáneamente

superando el cuadro sintomatológico hacia el período de latencia. Las

formas graves y de mediana gravedad se relacionan con los enfermos que

presentan la polisihtomatología hafiitualmente descripta comomiocardi­

tis aguda o meningoencefalitis chagásica aguda.

l) Fase aguda de la enfermedad

Comose mencionara anteriormente, 1a fase aguda se observa general­

mente en niños de corta edad (11), disminuyendo la sintomatología en

forma progresiva (9). Unalto porcentaje de los pacientes presentan ede­

ma ocular (signo de Romaña) (B) ó cutáneo (chagoma de inoculación) en la

zona de inoculación del parísito,despuós de un período de incubación de

3 a 12 días post-infección.

La sintomatología es.variable (9,11), presentádose estado febril,

que ocupa un lugar destacado ya que a veces se llega a1 extremo de ser

el único síntoma que prácticamente está siempre presente en los casos

diagnosticados de Chagas agudo, acompañadopor cefaleas, cansancio, do­

lores articulares y óseos, edemasde localización diversa, petequias,

hepato-esplenomegalia y muya menudodiarreas y vómitos en lactantes.

En estos últimos son sumamente importantes tamBión el compromiso car­

díaco y la meningoencefalitis (9,15). La mortalidad en esta fase de la

enfermedad de Chagas oscila entre un 2-42 de los casos (14).



2) Fase latente

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

senta sintomatología hasta los 40 años dededad. Hay que considerar que

1a enfermedad de Chagas es un proceso de evolución lenta en la mayoría

de los casos, con una aparición gradual de la sintomatología, y que la

infección por T. cruzi es a menudoinaparente.

Durante este período, 1a parasitemia se detecta sólo por técnicas

parasitológicas indirectas (16), evidenciindose en cambioaltos niveles

de anticuerpos específicos (17,18).

3) Fase crónica

Esta fase de la enfermedad de Chagas se caracteriza por el compro­

miso y afección de distintos árganos, principalmente el corazón y el tu­

Bo digestivo (13, 10). Cafie.señalar que 1a mayor prevalencia de patolo­

gía en la fase crónica, se presenta en aquellos pacientes que evidencia—

ron manifestaciones clínicas durante la fase aguda (19.20).

Existe una correlación significativa entre la formaclínica y el

área geográfica, aunque se desconoce si este fenómenose debe a la va­

riabilidad de los huéspedesen las:distintas zonas, a diferencias en

las poblaciones de parásitos, a las condiciones nutricionales de 1a po­

Blación, a condicionea'amüientales, a'comüinaciones de estos factores

o a otros aún desconocidos.

En la RepGBlicaArgentina, la manifestacifin más frecuente de 1a for­

ma crdnics de la enfermedad de Chagas es 1a lesión cardíaca, la cual se

evidencia generalmente varios años después de adquirida 1a infección,

evolucionando lenta pero irreversiblemente (21,22), pudiendo desencade­

nar la muerte prematura del paciente. Se desconoce hasta el presente la



existencia de curas espontáneas de la infscción chagásica.

1.2 Ciclo de vida del Trypsnosoma cruzi

Trzpanosomacruzi ea un protozoo parásito digsnético, cuyo ciclo de

vida involucra la alternancia de dos huéspedes: un mamífero y un insec­

to hematófago que representa al huésped intermediario o vector (Figura

1).

1.2.1 Ciclo de vida en el huésped inverteBrado

Carlos Chagas describió el ciclo de vida de T. cruzi en el huésped

invertebrado (1) y su estudio fue posteriormente profundizado por otros

investigadores (23.24). El T. cruzi parasita el tubo digestivo de más

de 80 especies de triatominos (25) pertenecientes a 1a subfamilia Tria­

tominaa. familia Reduvidae, orden Hemiptera, siendo Triatoma infestans

(26,27) el principal vector de la enfermedad de Chagas en la República

Argentina. Este insecto es de habitat domiciliario y peridomiciliario,

habiendo especies selváticas transmisores de 1a infección. La infección

del huésped invertebrado por T. cruzi se produce durante la ingesta del

insecto,que succiona las formas sanguíneas del parásito (tripomastigotes)

junto con la sangre del mamífero infectado. Los tripomsstigotes

sufren una serie de transformaciones fisiológicas y morfológicas en el

tuBo digestivo del insecto, originando inicialmente amastigotes o esfe­

rbmastigotes los cuales se multipiican durante un corto período de tiem­

po, transformándose posteriormente en epimastigotes. El estadío epimas­

tigote es la formamultiplicativa del parásito y,e1 responsable del man­

tenimiento de 1a infeccifin por T. cruzi en el huésped invertebrado. Fi­
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nalmente, algunos epimastigotes se transforman en tripomastigotes meta­

ciclicos en la ampolla rectal del insecto, que son eliminados con las

heces del insecto juntamente con epimastigotes no diferenciados (28,29).

Brack (24) describió el desarrollo del parásito en Rhodnius prolixus

experimentalmenteinfectados, encontrando los tres estadios del parásito:

esferomastigotes o amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes. Los epi­

mastigotes presentaron dos tipos morfológicamentedistintos: epimastigo­

tes cortos que se multiplican activamente y epimastigotes largos que son

incapaces de multiplicarse y aparentemente también de diferenciarse. Tan­

to los epimastigotes comolos esferomastigotes seríanlos precursores del

estadío tripomastigote metacíclico, infectante para el mamífero.

Ciertos aspectos del ciclo evolutivo de T. cruzi en el insecto hema­

tófago son todavía poco conocidos, Por ejemplo, Brener (30) observó la

formación de grandes masas de parásitos pocas horas después de la inges­

ta, sugiriendo la posibilidad de la existencia de fusión celular, hipó­

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 1a infección

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

ción de epimastigotes a tripomastigotes.

Los tripomastigotes metaciclicos son eliminados con la orina y/o las

heces del vector,_que son generalmente depositadas durante la ingesta so­

bre la piel o mucosasdel mamífero (7,8). Los tripomastigotes metacicli­

cos presentan 1a capacidad de penetrar en las células del huésped verte­

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



l.2.2 Ciclo de vida en el mamífero

Ademásdel hombre hay numerosos órdenes de mamíferos,tanto silves­

tres comodomésticos, susceptibles a la infección por T. cruzi (33.34,

35). Se han detectado más de 100 especies de mamíferos,pertenecientes

a 8 órdenes distintos,naturalmente infectados con tripanosomas que mueg

tran características idénticas a los T. cruzi aislados de humanos,con

respecto a 1a morfología de las formas sanguíneas, ciclo de vida en

triatominos y animales experimentales y reacciones de inmunidad cruzadas.

Las aves y los anfibios son resistentes a la infección por T. cruzi.

Los tripomastigotes metaciclicos eliminados por el vector penetran

en el mamífero por alguna de las diVersas vías o mecanismosdetallados

anteriormente (ver 1.1.3). Los tripomastigotes metaciclicos penetran en

las células del vertebrado (32), transformándose en amastigotes libres

en el citoplasma de la célula Huésped. Los amastigotes son la forma mul­

tiplicatiVa intracelular del parásito en el mamíferoy,consecuentemente,

son responsables del mantenimiento de la infección en el mamífero.

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

células del huésped vertebrado fue posible gracias al trabajo de Kofoid

y col. (36) y Meyery 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 numerososinvestigadores desde entonces (39,40,41,

42,43,44). Los resultados obtenidos demuestran que una misma célula huág

ped puede ser infectada por uno o varios parásitos en forma simultánea

o no. Unavez que los tripomastigotes penetran en'la célula huésped, 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 um (45). Una vez concluida la transforma­



ción del tripomastigote en amastigote, este último permanece en estado

quiescente durante un lapso variable (44), denominadocomúnmenteperío­

do lag, previo a la iniciación de la fase reproductiva por división bi­

naria. Se desconoce afin el significado de este período quiescente. Se

han realizado estudios de la síntesis de DNApor autorradiografía. los

cuales indican que hay síntesis de ácido desoxirribonucleico durante

este período (46). Asimismo, se demostró que la síntesis de RNAse ini­

cia aproximadamente2 horas después de la interibrizacián del parásito

en la célula del vertebrado (47). Por lo tanto, no se requeriría sínte­

sis de RNApara el proceso de transformación del trinomastigote en amas

tigote, que implica el pasaje de una célula arrestada en Go

(48) a una célula que.ihicia su ciclo celular.

Antes.de la divisián, los amastigotes aumentangradualmente de ta­

maño; a continuacián se dividen el Cinetoplasto y el núcleo, se forma

un nuevo flagelo y finalmente se divide longitudinalmente el cuerpo del

parásito (¿5). El tiempo de duplicación intracelular es variable y depeg

de de la cepa de T. cruzi , mientras que la citocinesis es rápida, com­

pletándoae en aproximadamente 25 minutos. El número de divisiones y la

duración del ciclo intracelular se encuentran Bajo control genético del

parásito (A3). Finalmente, los amastigotes intracelulares sufren una

transformacián a tripomastigotes, proceso que se completa en apro­

ximadamente24 horas (44). No todos los parásitos intracelulares se trans

forman en tripomastigotes en forma sincrónica. Por lo tanto, en una mis­

ma célula infectada por T. cruzi 'pueden encontrarse todos los estadios

de transición entre amastigote y tripomastigote.

Al finalihar el ciclo intracelular de T. cruzi en el mamífero. el mo­

vimiento de los parásitos es sumamenteintenso, produciéndose la ruptura
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de 1a célula huésped con 1a consecuente liberación de loa parásitos que

con capaces de infectar inmediatamente nuevas células huésped o liberar­

se al torrente sanguíneo. Los tripomastigotes sanguíneos circulantea,

son eventualmente ingeridoa por el vector, completandose de este modoel

ciclo de vida.

1.3 Estadios del Tripanosoma cruzi

E1 Tripanosoma cruzi es un protozoo polimórfico, que a lo largo de

su ciclo de vida presenta varios estadios fácilmente identificables por

microscopía óptica y electrónica. La definición de las distintas formas

del parásito se Basa en: 1a forma general de la célula, 1a disposición

del cinetoplasto con respecto a1 nücleo y 1a región por la cual emerge

el flagelo del'bolsilo flagelar (L9). Deacuerdo a estos criterios, se

puedenidentificar tres estadios del parásito: el amastigote, el epimas­

tigote y el tripomastigote (Figura 2).

A continuacion se.descriBen Brevementelas tres formas del parásito,

con especial énfasis sobre 1a morfología y ultraestructura del estadío

tripomastigotew

1.3.1 Amastigotes:tambiín llamados esferomastigotes. Los amastigotes

son formas eaferoidea que miden entre 1,5-4 umde ancho, las cuales ae

desarrollan intracelularmente en los tejidos del hospedadorvertebrado

y extracelularmente en el tracto digestivo del insecto, en el cual pue­

den'formar masas de organismos (30,45,50). E1 cinetoplasto está próximo

a1 núcleo y presenta la apariencia de una doEle capa de fibrillas (45).

Las observaciones realizadas mediante microscopias de contraste de fase

y electrónica han permitido demostrar que estas formas presentan un cor­
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Figura 2. Diagramaque ilustra los estadios morfológicos pre­
sentes en el ciclo biológico de Trypanosomacruzi.



to flagelo de aproximadamente 1 pm de longitud (45).

Brack (24) designó esferomastigotes a las formas redondeadas presen­

tes en el tubo digestivo del huésped invertebrado, para diferenciarlas

de los amastigotes intracelulares presentes en el mamífero, a peear_de

no observar diferencias al microscopio electrónico.

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

de longitud y que presentan una corta memBranaondulante y un flagelo

libre anterior. E1 cinetoplasto está localizado anteriormente al núcleo.

Los epimastigotee son formas extracelulares capaces de dividirse bi­

nariamente. Su habitat natural es el tracto digestiVo del huésped inver­

tebrado y son laa forman predominantes en cultivos axénicos de T.cruzi.

Este estadío, al igual que el amastigote, presenta un citostoma en

el cual se observa una diaposición peculiar de partículas alineadas que

delimitan una zona pobre.en partículas (45).

Los.estudibs realizados por microscopía electrónica mediante técni­

caa de.crio-fractura, demuestranque el estadío epimastigote del parási­

to presenta una mayor densidad de partíbulss intramembranosas que los

tripomaetigotes.sanguíneos, lo que indica que tiene una diferente rela­

ción proteinas-lípidos en au memBrsnaplasmática (45).

El flagelo, al igual que en los otros dos estadios del parásito, pre­

senta una estructura básica similar a la de otros flagelos, con una dis­

posición 9+2 de los microtübulos del axonema.

’ En el epimaatigote, así comoen el tripomastigote, se encuentra una

estructura filamentosa que ha sido denominadaparaflagelo o estructura

paraxial, cuya funciSn no ha sido afin estudiada en detalle. Esta estruc­

tura preaenta una disposicion relativa constante con respecto al axonema,

pero su posiciSn con respecto al cuerpo deLparísito varía considerable­
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mente, tocando a veces el cuerpo de la célula. La estructura paraxial se

presenta sólo en la porción flagelar localizada fuera del bolsillo fla­

gelar (45). E1 flagelo se adhiere al cuerpo celular por uniones que apa­

rentan ser de tipo desmosoms, formando una corta memBranaondulante (52).

En los tres estadios del parásito, el flagelo se encuentra conectado

con dos cuerpos basales ubicados muy próximos entre si. Es común encon­

trar células en división con cuatro cuerpos'Basales, lo que indica que

amboscuerpos Basales, uno de los cuales esta conectado al flagelo a tra­

vés de la placa terminal mientras que el otro es adyacente, son capacas

de replicarse (45).

La mitocondria es única y presenta crestas a1 igual que en los otros

dos estadios, no haBiEndose encontrado diferencias bioquímicas en el me­

tabolismo respiratorio de las tres formas del parásito (53). E1 cineto­

plasto es una region especializada de 1a mitocondria única de las fami­

lias Trypanosomatidaey Bonodidae que está constituida por material

filamentoso. Los cuerpos Baaales se encuentran próximos al‘cinetoplasto

en las tres formas del parásito. Por microscopía electrónica pudo demos­

trarse que el cinetoplasto está compuestopor fibrillas similares a las

encontradas en el nucleoide bacteriano, pudiendo comprobarse que está

constituido por DNA.El cinetoplasto del epimastigote presenta el mate­

rial filamentoso en una línea de fiBras densamente empaquetsdas parale­

las.a1 eje longitudinal del protozoo, lo que ds una apariencia de una

doBle caps de fibras (45).

Una estructura morfológica similar se encuentra en las formas amas­

tigotes. Algunas.fifirillas de DNAparecen contactar con la membranami­

tocondrial interna. El DNA-cinetoplástico representa entre el 20-25%del

DNAtotal del epimastigote de T. cruzi y está constituido por una red de
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20.000-30.000 minicírculos de un peso molecular de 0,9x106.

El análisis del DNApor enzimas de restricción demostró que los

minicírculos son heterogéneos en cuanto a la secuencia de bases (45).

Los minicírculos se encuentran en un alto númerode copias por parásito

y su funcion es hasta el momentodesconocida (54).

El DNA-cinetoplástico presenta tamEién maxicïrculos (55) de aproxi­

madamente 10 um de diámetro con un PMde aproximadamente 26x106, que

están presentes en un bajo númerode copias por célula y contienen la

información genética correspondiente a algunas de las proteínas mitocon­

driales.

En el citoplasma del spimastigote ss encuentran vesículas pinocIti­

cas, lisosomas, glicosomss (56), grinulos densos que tienen actividad

peroxidasa (57) y peroxisomas. Tamfiifinse observan retículo endo­

plásmico liso y rugoso y un complejo de'Golgi ubicado entre el núcleo

y el cinetoplasto, en la region cercana al Bolsillo flagelar.

El núcleo del epimastigota, al igual que el del amastigote, es re­

dondeado, midiendo aproximadamente 2,5 um, y tiene una organización es­

tructural aparentemente similar a la encontrada en otras células euca­

riontes:(45).

1.3.3 'Tripomastigotes: estas formas miden aproximadamente 25 um de lon­

gitud y 2 umde ancho. Presentan una característicawfcrma de C, un cine­

toplssto grande oval o redondeada de aproximadamente 1,2 umde diámetro

próximoal extremo posterior del cuerpo, un flagelo libre anterior y una

membranaondulante con 2-3 ondas planas (45).

Se han deacripto dos tipos de tripomastigotes sanguíneos, que también

se encuentran an el sobrenadante.de cultiVoa de células de vertefirado in­
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fectadas por T. cruzi. El primer tipo es delgado, con un núcleo 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 núcleo oval, un cinetoplasto terminal y un largo flagelo

libre y se lo conoce con la denominación de tripomastigote ancho (broad).

La predominancia de una u otra forma de tripomastigote, dependería de la

cepa o aislamiento de T. cruzi. Se ha sugerido que las formas delgadas

serían principalmente responsables de la infección de las células de ver­

tebrado, mientras que las formas anchas infectarían a1 huésped inverte­

brado (28).

E1 cinetoplasto del tripomastigote, que es posterior al núcleo, pre­

senta básicamente dos aspectos. El primero consiste en la disposición de

las fibrillas en tres o cuatro capas paralelas entre sí (58, 59). Esta

estructura se denominócinetoplasto en forma de canasto (58) y es poco

frecuente, no habiéndose observado en tripomastigotes sanguíneos. E1 se­

gundotipo de cinetoplasto se caracteriza por ls disposición dispersa de

los filamentos de DNA,que pierden el ordenamiento típico del cinetoplas­

to de la mayoría de los tripsnosomátidos (45).

En el tripomastigote la mitocondria es tubular y se extiende desde

el cinetoplasto hacia el extremoanterior del parásito (28).

Los tripomastigotes presentan una cubierta filamentosa, denominada

glicocáliz, localizada en la cara externa de la membranaplasmática, la

cual es más gruesa ( 15 nm, aproximadamente) que la de los estadios epimas­

tigote y amastigote (5 nm, aproximadamente) (45). A1 igual que en los otros

dos estadios del parásito, se observan microtübulos subpeliculares por de­

bajo de la membranacelular, excepto en algunas areas del bolsilo flagelar.

Un grupo de microtübulos, sin aparente continuidad con los microtübulos

subpeliculares, aparece en estrecha relación con el cuerpo basal (60). Se

observan también dos cuerpos basales típicos. El complejo de Golgi se en­
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cuentra ubicado entre el cinetoplasto y el nficleo, observándose ramifi­

caciones del reticulo endoplásmico rugoso cerca del complejo de Golgi,

lo que sugiere la existencia de una actividad secretora del mismoen los

tripomastigotes (28).

Se han descripto también cuerpos multivesiculares que intervendrían

en secresión y lisosomas (45).

El núcleo tiene una organización estructural similar a 1a de las o­

tras formas del parásito pero es elongado. Mide aproximadamente 2,5 um

y se encuentra localizado en la región central de 1a célula. Es eviden­

te la continuidad existente entre la membrananuclear externa y el re­

ticulo endoplásmico. El material cromático se distribuye en masas en la

periferia del núcleo por debajo de la membrananuclear y el nucleolo es

ligeramente excéntrico (45).

El flagelo también presenta la estructura axonémica típica

9 + 2 y emergedel cuerpo del parásito en el bolsillo flagelar, consi­

derado como un sitio de_secresión y/o excresión (28), asi comotambién

de ingestión de macromoléculaspor pinocitosis. El flagelo se encuentra

extensamente adherido a1 cuerpo celular del parásito por uniones de ti­

po desmosoma(52). Cuandose inicia el movimiento flagelar, la onda se

propaga a lo largo del flagelo y a1 alcanzar la región en la cual éste

se encuentra adherido al cuerpo del parásito induce un moviemiento apa­

rente del cuerpo,_dando 1a impresión visual de una membranaondulante.

El movimiento puede propagarse desde el extremo libre del flagelo o

viceversa. Por lo tanto, la membranaondulante de los tripanosomátidos

no es una estructura real.

Los tripomastigotes se encuentran transitoriamente (ver 1.2.2) en

los tejidos y en la sangre del huésped vertebrado, así comotambién en



la ampolla rectalI las heces y 1a orina del huésped invertebrado, en

cuyo caso reciben la denominaciónde tripomastigotes metaciclicos. Asi­

mismo, se encuentran en cultivos axénicos del parásito en fase estacio­

naria de crecimiento y en la fase líquida de cultivos celulares infecta­

dos por T. cruzi. Estas formaa del parásito son incapaces de dividirse.

1.4 Las cepas de Tripanosoma 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 estin presentes en determinado momentoen un huésped o en

un cultiVo y que presentan o poseen una o más características definito­

rias (61).

Las cepas o aislamiEntos de Tripanosomacruzi están constituidas,

por lo tanto. por poblaciones de parásitos que en general son manteni­

das Bajo distintas condiciones.de laboratorio. Los aislamientos de 2.

¿5251 provienen de distintas.fuentes, ya sea de hospedadores selváticos,

de animales domésticos, de insectos domiciliarios o de pacientes con

enfermedad de.Chagas.

Las cepas de.T. cruzi.han sido caracterizadas por mediode criterios

Biológitos.y hi0químitos, con el ijetivo'final de clasificar a las mis­

mas en grupos con características comunesy de establecer correlaciones

entre estos'parámetros y las diversas manifestaciones clinicas y epide­

miológicas.de la Tripanosomiasis americana. Entre los criterios bioquí­

micos utilizados para caracterizar a las poblaciones de T. cruzi, se

encuentran el análisis comparativo de los productos del clivaje del DNA

cinetoplistico y nuclear por endonucleasasde restricción específica

(esquizodemas) (62.63.64) y el análisis comparativo de los perfiles
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enzimáticos de algunas enzimas (zimodemss) (65,66).

Las características biológicas utilizadas para clasificar cepas o

aislamientos de T. cruzi incluyen: cuadro histopatológico, morfología

de los parásitos sanguíneos, parasitemia en-sangre, tropismo tisular,

patogenicidad, virulencia y constitución.antiginica (67.68.69.70.71.

72,73,74). Mediante el estudio de estos parámetros se ha demostrado que

existen diferencias entre aislamientos, lo que implica que existen va­

riaciones intra-específicas en Trzpansomacruzi.

Sin embargo, durante el curso de varios estudios de caracterización

de cepas de T. cruzi, se evidenció la aparicion de variaciones en algu­

nas características Biológicas y Bioquímicas de las cepas, comopor

ejemplo, la disminuciSn o aumento de 1a capacidad infectante de aisla­

mientos mantenidos en el lafioratorio según distintos protocolos (75,76,

77.78,), variaciones en la duracián del ciclo intracelular (79), varia­

ciones en el tiempo de duplicación de los amastigotes intracelulares

(79), en los patrones isoenzimáticos (80), etc.

Lambrecht postuló que TExpsnosomacruzi está compuesto por poblacio­

nes heterogéneas de parásitos y que las condiciones de laboratorio uti­

lizadas para mantener a los aislamientos de parásitos ejercerían una pre­

sión selectiva sobre las distintas subpoblaciones presentes, causando

1a aparente inestaBilidad de los parámetros biológicos y bioquímicos

(81).

Esta hipStesis ha sido confirmada recientemente mediante la caracte­

riZación biológica de clones de TL cruzi , que constituyen poblaciones

genéticamente homogéneasde parásitos, ya que provienen de aislamientos

unicelulares. Entre los parímetros estudiados se encuentran la cinética

de crecimiento de las formas epimastigote en medio de cultivo IiBre de
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células (82), el contenido de DNAtotal 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

antígenos del estadío epimastigote (83), el cuadro histopatolágico en ra­

tones endocriados (84) y la afinidad de epimastigotes de distintos clones

por un anticuerpo monoclonal (85).

En base al análisis de estos parámetros'se demostró la existencia

de heterogeneidad biológica en aislamientos de Trxpsnosomacruzi-prove­

nientes de pacientes.chag&sicos, aunque se desconoce afin el origen de di

cha heterogeneidad.

1.4.1 Mantenimientode T. cruzi en el lafioratorio

Tgxpanosomaeruzi puede ser mentenido indefinidamente en el laBora­

torio tanto ig vivo comoig vitro . Es posiBle mantener a T. cruzi ig

vivo en distintas especies de redüvidos, vectores naturales del parásito,

mantenidos.en inaectarios (86). Estos insectos se han utilizado también

para el xenodiagnóstico, que es un método de diagnóstico parasitológico

indirecto, y para el estudio del parásito en el huésped invertebrado (16,

23). T. cruzi.también se mantiene mediante pasajes serisdos en animales

de lahoratorio, entre ellos el ratón, monoIhamster, conejo, perro, etc.

(B4,87,88,89,90,91,28).

.quos los estadios del ciclo de vida del Tripanosomacruzi, tanto

los presentes en el mamífero comoen el insecto vector, pueden ser culti

vados in vitro sin dificultad. Cuandose inoculan tripomastigotes sanguíL

neos o parásitos obtenidos a partir del hospedador invertebrado, en medio

de cultivo axénico, o sea liBre de células, a 26-2890, los parásitos se
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transforman en epimastigotes, los cuales presentan la capacidad de di­

vidirse, slcanzándose altas concentraciones de parásitos por m1,en me­

dios de cultivo bifásicos y monofásicos que permiten el cultivo de e­

pimastigotes de T. cruzi indefinidamente por pasajes seriados. Este

sistema, fácilmente reproducible, ha sido utilizado para obtener paré

sitos para estudios bioquímicos e inmunológicos. Se supone que los e­

pimastigotes provenientes de cultivos axénicos son equivalentes a los

epimastigotes que se encuentran en el tubo digestivo del hospedador

invertebrado (45).

El estadio multiplicativo de T. cruzi en el hospedador invertebra­

do es obligatoriamente intracelular (1,32). Los estudios bioquímicos

e inmunológicos del amastigote son escasos debido a las dificultades

existentes para aislar este estadío del parásito. Comose mencionara

anteriormente, Kofoid y col. (36) fueron los primeros investigadores

que informaron sobre la posibilidad de cultivar al T. cruzi en culti­

vo de tejidos con éxito, infectando células de vertebrado in_3i¿¿g

y reproduciendoel ciclo intracelular del parásito, lo que posibilitó

entre otras cosas, el estudio del ciclo intracelular del parásito gra­

cias al desarrollo de la metodología de cultivo de células y de meto­

dología adecuada para la observación continua de este estadío del pa­

rásito mediante microscopía de alta resolución (43,44,92).

Existen técnicas que posibilitan el aislamiento de amastigotes a

partir de tejidos musculares de animales infectados experimentalmente

(93) ó 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 contaminación por restos celulares de las células huésped, afin so­
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metiendo a los amastigotes a técnicas de purificación posteriores. El

posible daño de los amastigotes durante los procedimientos de extrac­

ción y purificación y el bajo rendimiento de parásitos han limitado

considerablementeel estudio del estadio intracelular del parásito

(95,96).

Oaandose inoculan formas sanguíneas, tripomastigotes metacicli­

cos, tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos, o epimastigotes

de T. cruzi en medio axénico a 26-28°C, se observa la aparición de a­

mastigotes capaces de multiplicarse y la formación de achulos (1,97).

Estas formas son morfológicamente similares a los amastigotes intracg

lulares. Asimismo, se ha publicado que bajo condiciones determinadas

de cultivo es posible obtener amastigotes en cultivos axénicos (98).

Recientemente, la utilización de clones de T. cruzi permitió el desa­

rrollo de una metodologia adecuada para el mantenimiento de este esta­

dio durante tiempo indefinido (43). Tambiénse ha demostrado que los

tripomastigotes sanguíneos se transforman en amastigotes extracelula­

res en el sobrenadante de cultivo de una linea establecida de Triatoma

infestans, proponiéndoseel término de estáfilomastigotes para designar

estas formas (51). Se requiere, sin embargo, una caracterización más

profunda de estos amastigotes extracelulares a fin de establecer ¡ho­

mologías y/o diferencias con los amastigotes intracelulares.

El estadio tripomastigote puede obtenerse, para su mantenimiento y

caracterización en el laboratorio, a partir de diversas fuentes, a saber,

sangre de mamíferos infectados natural o experimentalmente (tripomasti­

gotes sanguíneos), de heces u orina del insecto vector (tripomastigotes

metaciclicos), o bien de cultivos axénicos, formas que-se suponen equi­

valentes a las presentes en el insecto vector (tripomastigotes metacícli

cos), y finalmente de cultivo de tejidos, formas que se consideran equi­
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valentes a las presentes en el mamífero. En cultivos libres de células

mantenidos a 26-28°C algunos epimastigotes se transforman en tripomas­

tigotes al final de la fase de crecimiento logaritmico (75,99,lOO).'E1

porcentaje de tripomastigotes varía de una cepa a otra y depende tam­

bién de la composición del medio de crecimiento. Se han obtenido recien

temente algunos clones de las cepas Y y CL,que presentan un alto grado

de diferenciación a tripomastigotes (de hasta un 952) cuando los pará­

sitos se cultivan en medio adecuado (101). Estos tripomastigotes son ca­

paces de infectar animales experimentales y células de vertebrado.

La utilización de técnicas de cultivo de células posibilitó la ob­

tención de tripomastigotes para estudios bioquímicos, inmunológicos,

biológicos, etc. T. cruzi presenta la capacidad de infectar una gran

cantidad de tipos celulares provenientes de distintos animales y del

hombre. Nevay col. (102) lograron infectar con facilidad tejidos em­

brionarios de pollo, ratón, piel humana, riñón humanoy amnios humano.

Prácticamente todas las líneas celulares mantenidas en las habituales

condiciones de laboratorio son susceptibles a la infección por T. cruzi,

asi comotambién cultivos celulares primarios,tales comocultivos de

músculo esquelético, músculo cardíacol macrófagos, etc. Los tripomasti­

gotes de T. cruzi obtenidos en el sobrenadante de cultivos celulares

son infectantes para animales experimentales y para cultivos celulares

vírgenes.

ILS ¿a superficie celular del Trvpanosomacrugi

La superficie celular del Trzpanosomacruzi presenta dos componen­

tes: la membranaplasmática y una cubierta formada por los microtübulos
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subpeliculares. Aunqueactualmente se conoce que en la mayoría de las

células eucariontes hay microtübulos y microfilamentos asociados con

1a membranaplasmática, esta asociación es sumamentenotoria en los

tripanosomátidos, en los cuales amboscomponentesde la superficie-cg

lular permanecenrelacionados sün después de la lisis de los protozoos

y del aislamiento de la fracción enriquecida en membranas.

1¿5.1 La membranaplasmática de T. cruzi

La membranaplasmática de T. cruzi, a1 igual que la de otros tipos

celulares, está compuestapor proteínas, lípidos e hidratos de carbono,

El glicocáliz se encuentra en la superficie exterior de la membrana

plasmática y está formada por un material filamentoso rico en hidratos

de carbono; Los estudios citoquimicos y por microscopía electrónica

muestran que está presente en todos los estadios del parásito, aunque

su espesor difiere (ver 1.3.3).

1.5.2 Utilización de lectinas para el estudio de la superficie

celular del parásito

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 informó que los epi­

mastigotes provenientes de cultivos acelulares se aglutinaban intensa­

mente'con la lectina Concanavalina A (ConA) mientras que los tripo­

mastigotes no se sglutinaban (45). Sin embargo, estudios posteriores

realizados utilizando tripomastigotes provenientes tanto de cultivos

axénicos comode sangre de ratones infectados, demostraron que los

tripomastigotes también poseen receptores para 1a ConA en su super­
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Eicie celular y que se aglutinan con concentraciones relativamente ba­

jas de la lectina (103). La presencia de receptores de ConA sobre 1a

superficie celular del T. cruzi se detectó también por microscopía 6p­

tica, mediante la utilización de ConA marcada con fluoresceïna (104.

105) y por microscopía electronica utilizando Con A conjugada con pe­

roxidasa (103) y a ferritina (45). No se detectó unión de ConA en tri

pomastigotea de la cepa o aislamiento MRde T. cruzi (105). Se ha de­

mostrado recientemente que los epimaatigotes de T. cruzi parecen tener

al menos 2 tipos de receptores para 1a Con A, uno de Baja capacidad

pero de alta afinidad y otro de alta capacidad pero de baja afinidad.

Unode estos receptores tiene una constante de afinidad por ConA cin­

co veces mayorque la encontrada en,tripomastigotes'(106).

Unestudio detallado de la superficie celular del ameatigote.epi­

maatigote y tripomaatigote de T. cruzi fue llevado a caBo por Pereira

y col. (107). Estos autores probaron lectinas altamente purificadaa.

con especificidades de unión_por N-acetil-galactoeamina, N-acetil-glu­

cosamína. D-galactosa, D-manosay ácido siílico. Loa.reau1tadoe obteni­

dos.con aglutinina de.germen de trigo (VGA),que reconoce N-acetil­

glucosamina y ¡cido eiilico, demostraron que sólo los epimastigotea

se aglutinan con Bajaa.concentraciones de esta lectina. Los tripomas­

tigotea sanguíneos y derivados de cultivo de tejidos, sólo se agluti­

naron a concentracionea mayores de la lectina. Katzín y Colli (106)

encontraron que los tripomastikotee presentan dos tipos de receptores

con distinta afinidad y capacidad.por WGA.La naturaleza de los recep­

tores a WGAen epimaetigotes y en tripomaatigotes se estudió más deta­

lladamente con “GAmarcada (106, 107). Los resultados obtenidos sugie­

ren que la WGAinteractúa con ácido siilico en epimaatigotes de 222323

Ei, ya que el tratamiento con neuraminidasa impide la unión de loa
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receptores con WGAy la aglutinación de las células.

En el caso de los tripomastigotes. la cromatografía de afinidad

con WGA-sefarosapermitió identificar una glicoproteína de Peso Molecu

Lar 85.000 que es específica del estadío tripomastígote. La unión de

la WGAcon esta glicoproteína no se altera por el tratamiento con neu­

raminidasa de los tripomastigotes intactos o de las glicoproteïnas sig

ladas (106).

Los resultados obtenidos con la forma intracelular del parásito,

indican la ausencia de ¡cido siñlico en la superficie celular (107).

La hemaglutihina Histaria floribunda, una lectina con especifici­

iad por N-acetil-galactosamina, aglutina tanto epimastigotes comotri­

pomastigotes provenientes de cultivos acelularea, pero no aglutina amas­

tigotes ni.tripomastigotas.sanguíneos'(45).

La aglutinina de mani (PNA, de Arachzs hypogea) que es específica

para los.disacárídos*D-gal 8-1 -d> 3 D-Gal Nac y D-Gal B-l-—-+>4-D­

GlcNac, afilo aglutinó las formas intracelularea de T. cruzi (107). Es

interesante destacar que las dos estructuras arriba mencionadasse en­

cuentran comúnmenteen carBohidratos complejos localizados sobre la

superíicie celular, pero solamente reaccionan con 1a lectina en célu­

las con poco ácido eiálico, ya que el ácido siílico puede si no enmas­

carar las.estructuras y evitar que estén disponibles para la interac­

ción.

Los.estudios de le superficie celular del Tripanosomacruzi con

lectinas suministran datos,que demuestranla existencia de diferen­

cias cualitatiVas y cuantitativas en los hidratos de carbono expues­

tos sobre.1a superficie celular del parásito en los tres estadios de

su Cirlo de vida. Los resultados contradictorios obtenidos con algu­
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nas 'lectinas (105, 107) son consecuencia probablemente de 1a pureza

de la lectina utilizada, de la cepa del parásito y del métodoutiliza­

do para 1a aglutinación celular (108).

1.5.3' Carga de superficie

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

cuales se evidenciaron con partículas de ferritina cationizada y de

hidróxido de hierro coloidal (109, 110). La reactiVidad de T. cruzi

con hierro coloidal es bloqueada completamentepor el tratamiento pre­

vio de las células con neuraminidass . lo que confirma la existen

cia de ¡cido sífilico en 1a superficie del parásito. Todoslos estadios

morfológicos del T. cruzi presentan una carga neta de superficie cuya

intensidad varía de una forma a otra. Los tripomaatigotes son los que

presentan mayoresvalores de carga neta negativa de superficie (45).

1.5.4 Movilidad de los compgnentes de membrana

El estado físico de los lípidos de una membranase describe según

su fluidez. Los lípidos, al igual que otras sustancias, puedenexistir

en fases.sólida o líquida de distinta viscosidad, dependiendode la te!

peratura. Comoes el lípido el que provee 1a matris en 1a cual se en­

cuentran incluidas las proteínas de 1a membrana,el estado físico del

lípido será importante para 1a movilidad de las proteínas y glicopro­

teínas . La demostración de que las proteínas de 1a membranaes­

tán en un estado dinámico es uno de los mayores hallazgos que favore­

cen el modelo del mosaico fluido de Singer y Nicoldon (111).

Lamentablemente,nohay estudios detallados del rol de los lípidos



con respecto a la fluidez de la membranaplasmática de] Ezïpgpoaoma

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

tee de la membranaplaamítica de este paráaito pueden sufrir difusion

lateral en el plano de 1a membrana, comopor ejemplo, le agregación

de laa partículas de 1a membranaen réplicas obtenidas por criofractu­

ra y 1a inducciñn de 1a formación de agregadoe y de caequete polar,

fenómenos que ee denominan comúnmentepatching y capping respective­

mente, de antígenos de membranay de receptores de membrana para con­

canavalina A (104).

Las observaciones experimentales realizadas sugieren que 1a flui­

dez de la membranadel eetadio epimaetigote'de 2¿_E¿ggi es baja,al me­

noe para loa aitioe antigénicoe y de union de ConA (45).

Se ha demostrado que hay componentes citoplaemáticoe asociados a

1a membranaplasmática, talee comomicrofilamentoe.y microtübuloe, los

cuales tienen una marcada influencia en la movilidad de los componen­

teaLde membrana. Lae evidencias indican que en muchas células loa mi­

crotúbuloa.eon loe reeponaablee.de anclar a laa proteínas de membrana,

mientras que loa.microfi1amentoa.producirian eu movilizacián.

En eetae células, 1a incubación en presencia de drogas que inter­

fieren con los microtübuloa, talee.como la colchicina y la vinblaeti­

na, aumenta la movilidad de loe componentee de membrana. Por el con­

trario, 1a incubación de lee células con citochalaeina B, que inter­

fiere con los microfilamentoa, disminuye la movilidad de los mismos

componentes (112).

El tratamiento de T. cruzi con colchicina y vinñlaatina no indujo

1a movilidad de loa eitioe antigénicoe y de uni8n con ConA (45).

En tripomaatigotee sanguíneoe.ee indujo también la formacion de
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casquetes polares-(capping) de los receptores de ConA (113,1l4). A1­

gunos experimentos en los cuales los tripomastigotes se marcaron si­

multáneamente con anticuerpos y con Con A, demostraron que los dos rs

ceptores son independientes (104). Es interesante destacar que el nú­

mero de tripomastigotes de T. cruzi con casquetes polares varió de

acuerdo al aislamiento del parásito utilizado. Por ejemplo, los tripo­

mastigotes de la cepa Y forman fácilmente casquetes polares, mientras

que fue dificil inducir capping en parásitos de 1a cepa CL (114).

El proceso de capping indica claramente que las membranasde los

tripomastigotea sanguíneos y de los amastigotea'intracelulares, que

son las.dos formas de desarrollo del parásito en el Huéspedvertebra­

do, son fluidas. Se sugerido que hay un desprendimiento de los comple­

jos Ag-Acdel casquete polar (114). Por lo tanto, es también posible

que la moviliaaoián de los antígenos de superficie de T. cruzi por

los.anticuerpoa. sea uno de los mecanismos‘quehacen a1 parásito re­

sistente a las defensas inmunesdel huésped.

Se.neceaitan nuevos.eatudios.para estafilecer fehacientemente si

existe o no una correlacifin entre 1a movilidad lateral de los compo­

nentes de membranay la habilidad del parásito para sobrevivir en el

hospedador.

1.5.5 Anilisis.hioguímico de 1a membranacelular

Se ha demostrado por estudios citoquímicos que.T. cruzi no presas

ta polisacñridos.de reserva (A5). Los carBohidratos presentes se en­

cuentran asociados principalmente a 1a membranaplasmítica del parási­

to, oBervándose también una Baja reactividad indicatiVa de presencia

de hidratos de carbono en las memBranasintracelulares del complejo
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de Golgi, del retículo endoplásmico y de algunas vesículas citoplasma­

ticas (115). Por lo tanto, los datos bioquímicos sobre glicoproteínas

o polisacáridos de Trlganosomacruzi puedaIconsiderarse derivados de

las membranascelulares.

Un complejo macromolecular conteniendo hidratos de carbono se ais­

16 de epimaatigotes de T. cruzi (116). La electroforesis en gol de po­

liacrilamida de las fracciones glicoprotsicas aisladaa,mostr6 la pre­

sencia 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. alteró dristicaments. comoconsecuencia del tratamiento con enzimas

proteolïticas, augieriendo su naturaleza glicoproteica.

La BandaD resisti6 el tratamiento con enzimas proteolíticas, re­

cibiendo la denominacisn de lipopEptido fosfoglicano (EPPG)(118.112).Los

datos.experimanta1es sugieren que el LPPGes un componente asociado a la

membranadel epimastigote.y que formaría parte del receptor para ConA.

Afirmandoestos estudios, se aislaron antígenos de superficie (119)

y polisacáriaos-antigínicamente activos de T. cruzi (120,121) y recien­

temente ss ha aislado una glicoproteína, con un peso molecular de 25.000,

de.epimastigotes de T. cruzi.que es reconocida por suero de pacientes

chagásicos y que.est¡ localizada en la superficie del amastigote, del

apimastigote y del tripomastigote (122, 123).

Unode los enfoques utilizados para el análisis de las glicoproteí

nas asociadas a la superficie celular,ha sido 1a utilización de procedi­

mientós enzimáticos de marcacián, utilizándose las técnicas de 1a lac­

toperoxidasa y la galactosa-oxidasa. Debido a que ambas enzimas no pe­

netran 1a membranaplasmática, se marcan radiosctivamente sólo aquellas

proteínas y glicoproteïnas de la membranaplasmática accesibles a la
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acción de las enzimas. Las proteínas marcadas se identifican posterior

mentepor autoradiografia de las electroforesis en geles de poliacril­

amida. Ambosprocedimientos, así comola ticnica del iodogen, han sido

utilizados para analizar componentes de membranade T. cruzi. El méto­

do deliodogen aparentemente no da lugar a la aparición de artefactos y

asegura 1a marcacián sólo de proteínas de superficie. dando resultados

altamente reproducibles (124). Snary y Hudson (125), utilizando el mé­

todo de la lactoperoxidasa, encontraron proteínas marcadas en los tres

estadios del parásito; cada estadío presentó proteínas caracteristicas,

aunque se encontraron Bandas comunesa las tres formas de desarrollo.

Estos autores.encontraron entre otras¡ una glicoproteina de P,M. 90.000

presente en los tres estadios del parásito. que contiene un 18%de hi­

dratos de carBono (126).

Utilizando le mismametodologia, Zingales y col. encontraron dos

glicoproteínas marcadas con iodo radioactivo en epimastigotes, de pesos

moleculares 100.000.y 8-90.0001 respectivamente (127).

De acuerdo a los:resultados obtenidos por Nogueira y col. (128,129),

1a superficie celular del tripomastigote sanguíneo presenta un componen

te principal de P.M. 90.000, que no fue detectado en epimastigotes o en

tripomastigotes derivados de cultivos acelulares, que presentarían un

componentede P.M. 75.000, que consideran característico de los estadios

del parásito presentes en el insecto.

Araujo y Remington (96) observaron un esquema más complejo de ban­

das) encontrando dos bandas principales de P.M. 100.000 y 90.000 en tri­

pomastigotea derivados de cultivo de tejidos y un grupo de bandas (3-4)

de pesoa.molecu1ares comprendidos entre 68.000 y 94.000, así comouna

Banda de P.M. 45.000 en amestigotes y epimastigotes. Estos autores tam­
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bién describen 1a aparición de componentesde alto peso molecular en

los tres estadios de T. cruzi. En el caso de los tripomastigotes, el

estudio comparativo de tres cepas de T. cruzi permitió determinar la

existencia de algunas bandas de bajo peso molecular presentes en paré

sitos de las cepas CLy MR,queno se encuentran en tripomaatigotes de

1a cepa Y. En tripomastigotes de 1a cepa MR, se encontro una banda de

P.M. 30.000, ausente en las cepas Y y CL. Este hallazgo es interesante.

ya que los tripomastigotes de 1a cepa MRdifieren de los de las cepas

Y y CLen cuanto a su afinidad por determinadas lectinas (105).

Zingales.y col., (1300 indican que los tripomastijotes presentan

un mayor númerode bandas de glicoproteínss'de superficie que los epi­

mastigotes. Utilizando la técnica del ibdogen e inmunoprecipitación,

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) estarían tamEién presentes en el trípo­

mastigote. Los tripomastigotes presentan una serie de bandas de P.M.

comprendidos entre.68.000 y 100.000. Da,.así comoproteínas de alto pe­

so molecular, y un antígeno de.P.M. 85.000 que sería específico de es­

te estadío. Recibntemente, Katzin y col. purificaron una glicoproteí­

na de P.M. 85.000 de tripomastigotes de la cepa Y,que no se detectó en

amastigotes y epihastigotes (131,132).

Yoshidaestudifi la constitutión sntigínica de superficie de.tripo—

mastigotes metacïclicos de tres cepas de T. cruzi, encontrando diferen

cias notables, ya que una proteína de P.M. 100.000. apenas detectable

en 1a superficie de parásitos de las cepas Y y CL, constituye el prin­

cipal antígeno de superficie de los tripomastigotes metacíclicos de la

cepa G (133).
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Recientemente. se ha estudiado 1a glicosilación de residuos aspa­

ragina en proteínas de T. cruzi. E1 oligosacñrido transferido a la prg

teïna está constituido por manosay N-acetil-glucosamina (134,135) y

existen diferencias en las glicoproteínas madurasde los estadios epi­

mastiáote y amastigote (136).

En resumen, las glicoproteínas presentes en 1a superficie celular

de T. cruzi varian en los distintos estadios del parisito y, ss han

encontrado diferencias en las proteinas de superficie de algunas ce­

pas.ds T. cruli; Es importante señalar que algunas de las diferencias

encontradaa por los distintos autores'en cuanto a1 peso molecular de

las. glicoproteinas o proteinas puede aer consecuencia de protsólisis

parcial durante 1a experihentaciSnn Otros factores que pueden influeg

ciar los resultadoa:a0n 1a cepa.o aislamiento del parásito, el origen

de los:par¡aitoa y la metodologiautilizada.

1.6 Relacic‘mentre. el partaito y el hospedador vertebrado

Uno de los mayores enigmas de.la enfermedad de Chagas es 1a diVer­

sidad de.manifestaciones clinicas, patológicas e inmunológicaa que se

evidencian despuís.de 1a infecciSn con el agente causal. Los tripano­

aomas que infectan vertebrados exhiBen todo el rango de virulencia

posible, desde la producción de una infeccion rápidamente letal hasta

una relacifin comensalque no presenta efectos deletíreos detectablea

en el huésped vertebrado.

Es.importante cuando aa hable de 1a relacián huésped-parfiaito te­

ner en consideración las definiciones de virulencia s infectividad.

La virulencia ea 1a capacidad que presunta un parásito de dañar y ca!

sar enfermedaden un fiuíaped. Hayotras dos caracteristicas de las
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infecciones parasitarias: infectividad y transmisibilidad, qua están

tan íntimamente relacionadas con la virulencia que a menudose confun­

den los términos. Sin embargo, 1a infectividad no está relacionada for

malmentecon la virulencia. ya que 1a virulencia describe los efectos

patogénicos observables en el huésped después de haber tenido lugar 1a

infección por el parásito, mientras que la infectividad está dada por

la capacidad que presentan los parásitos de invadir al huésped (137).

En el caso del Tripanosoma cruzi en el huésped vertebrado, 1a in­

fectividad esta directamente relacionada con la capacidad de penetra­

cion del parisito en el mamífero, mientras que la virulencia del paré

sito estaría determinada no sólo por'la {afectividad del mismo,sino

tambien por otros factors, por ejemplo: edad, magnitud y modulación de

la respuesta inmunedesencadenada en el mamífero, duración del ciclo

intracelular, sansiBilidad del parásito a 1a respuesta inmunedel hos­

pedador, etc. Por este motivo, muchostripanosomas sstercorarios pare

cen ser altamente infectantea y sin embargopresentan una virulencia

muy Baja.

De un modosimilar, 1a transmisiüïlidad del parásito depende de

la diaponiEilidad de parásitos durante 1a ingesta del vector, de 1a ta­

sa de crecimiento en el vector, de la estaBilidad del parásito fuera

del huésped, especialmente en los casos de transmision indirecta del

parásito tales comotransfusiones de sangre o transmision oral, etc.

La virulencia es una característica sumamentedificil de cuantifi­

car. ¿a mayoria de las evaluaciones son squetivas, aunque en general

se usa una escala de cinco puntos que utiliza los siguientes adjetivos:

virulencia despreciable, baja, moderada, alta y extrema (137).

Los mecanismospor los cuales el Tripanosoma cruzi interactúa con
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el hospedador vertebrado, induciendo o no la aparición de lesiones,

son múltiples y dependende varios factores que pueden influir cuali­

tativa y cuantitativamente con el desarrollo de la infección.

1.6.1. Factores dependientes del huésped vertebrsdo

Entre los factores dependientes del mamífero que son capaces de

influir el desarrollo de las infecciones por T. cruzi, los mía rele­

vantes son:

1) El sexo y 1a edad. El estudio de los casos humanos indica que los

niños y adolescentes son mis susceptibles a la infeccion chagñsica que

los adultos*y ancianos. Los mismoocurre en animales infectados expe­

rimentalmente (87.138). Hauchka (158) demostró que el ratón macho

es.m¡s susceptifile a la infección que 1a hembra.

2) ConstituciSn genética. Se ha demostrado que la susceptibilidad de

los.ratones.a 1a infeccifin por T. cruzi esti influenciada por el fon­

do genético de los'hospedadores (139). Pizzi y col. (140) sugirieron

que la reacción inflamatoria, el nivel de parasitemia y 1a tasa de mor

talidad de los ratones infectados depende en gran medida de la consti­

tuci6n genética del ratón. Algunas cepas de ratón son sumamentesuscep

tiüles;a 1a infecciSn por T. cruzi mientras que otras son altamente

resistentes (140). Kuhnestudió ls resistencia de varias cepas de ratón

a T. cruzi y encontró diferencias notables, concluyendo que 1a capaci­

dad de un animal para resistir ls infeccián por T. cruzi es aparente­

mente un fenómenopoligenítico (lil).

3) Efecto de la inmunosupresián. Interferán. Las hormonasesteroides,

especialmente.la cortisons, elevan la parasitemih durante la fase agu­

da de la infecciSn (137), aunque aparentemente no afectan las infec­
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ciones crónicas (28). La timectomía neonatal trae comoconsecuencia

parasitemias mis altas y menor sobrevida de los ratones infectados ex­

perimentalmente (142) y el período agudo es mis grave en ratones gené­

ticamente atimicos (143,144), sugiriendo que 1a inmunidad timo depen­

diente juega un papel importante en el desarrollo de 1a infección.

James y col. (145) investigaron el efecto del interferón sobre 1a eta­

pa aguda de 1a infección en ratones endocriados de 1a cepa C57 BL/6j,

encontrando que el interfarón,o los mecanismosefectores inducidos por

el interferón,producen resistencia a la infeccion por T. cruzi.

Kierszenbsumy Sonenfeld encontraron que el interferón presenta un

efecto inhihitorio de la infección-de células'de vertebrado por !;_gggf

¿i (146).

4) ReinfecciBn. Se ha sugerido que la reinfeccián repadida puede ser

uno de los factores responsables de la severidad de la parasitemia y

de 1a cardiopatía oBservada en algunos casos (137). Se ha demostrado

que el estadío cránico de la enfermedad en el ratón se puede obtener

inoculando dosis suEletalss de poblaciones parasitarias con capacidad

letal (147,148) o bien con otras poBlaciones no letales para el ratón

(149).

5) Factores.nutricionales. Ls parasitemia es más alta y las lesiones

mas severas en animales con deficiencias nutricionales (137).

1.6.2 Factores dependientas del parásito

Entre los factores dependientes del parásito capaces de influen­

ciar el desarrollo de la infeccián por el Tripanosomacruzi se pueden

mencionar:

1) Polimorfismo. Se ha descripto 1a existencia de formas tripomastigo­
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tes delgados (slender) y anchos (broad). Brener considera que las for­

mas delgadas son más infectantes, inducen parasitemias más altas y pre

sentan mayor letalidad (28). Existen cepas con marcada predominancia

de uno u otro tipo morfológico (150).

2) Constitución antigénica. Se han identificado distintos tipos de an­

tígenos que podrian estar relacionados con las diferentes formas cli­

nicas de la enfermedad de Chagas (151).

Asimismo, se ha demostrado que fracciones suhcelulares antigénicas

del parásito son capaces de inducir la aparición de lesiones sn conejo

(152) y en ratón (153).

3) Númerode parásitos inoculados. Ya en 1953, Silva y Nussenzueig de­

mostraron que 1a severidad de la lesión y 1a tasa de sohrevida de ani­

males en experimentacián depende del nümero de parásitos inoculados

(¿54). Este fenómenoas.conoce generalmente comorelación dosis-res­

puesta.

4) Virulencia. Algunas cepas o aislamientos'de T. cruzi presentan una

alta virulencia y son capaces de originar infecciones severas con a1­

tae tasas de mortalidad, ya sea Con inóculos Bajos o afin cuando se

inocula un solo parisito (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

patoganicidad e infectividad en ratas blancas de cuatro aislamientos

de T. cruzi, encontraron diferencias notaBlea entre ellos. En el cur­

so deqeste estudio. la cepa Guatemalano produjo mortalidad de las ra­

tas cuando sa llevaron a caño los experimentos iniciales. Sin embargo,

unos mesas más tarde su virulencia habia aumentado tanto que le mayo­

ría delas ratas moría al cabo de 3-4 semanaspost-inoculación.
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Este fenómenose observa frecuentemente con parisitos recientemen­

te aislados.

Chiari (155) encontró diferencias en la infectividad ig_!i!g de la

cepa Y de T. cruzi mantenida en cultivo axenico bajo condiciones de-le­

borstorio durante lapsos variables comprendidosentre 1,5 y 18 años.

Unhecho similar fue observado por Corsini y col. (156), mientras que

Segura y col. (76) encontraron una vsrisciSn en 1a capacidad infectsn­

te de una cepa de T. cruzi , comoconsecuencia de ls modificacion de

la composicion del medio de cultivo.

1.6u3- Respuesta inmune

La entrada de una sustancia extraña en un organismo. activa los

mecanismos de defensa que eventualmente culminan con 1a destrucción de

1a partícula. sea ella inerte o viva. La primera defense que se pone

sn juego es 1a captacifin de 1a partícula por cfilulas fagocíticss espe­

cializadas denominadasmachfagos. E1 estudio filogenitico de este me

canismo muestra que es un proceso meramentenutricional en los seres

Biolágicamente menos evolucionados. Sin emBergo. con la aparición de

células; o sistemas más evolucionados, este proceso pasa a convertirse

en un mecanismoque interviene en la resistencia del organismo a dis­

tintos agentes, inicialmente comouna manifestacion de inmunidad no

específica.

La inmunidad específica implica no sólo la adaptacion de funciones

filogenáticamente pre-existentes, comopor ejemplo 1a fagocitosis por

los mecrófagos, sino también 1a aparicion de nuevas funciones, órganos

especializados, líneas.ce1u1srss, pasos metaBSlicds. etc., dedicados

exclusivamente a este fin. En los verteErados superiores existe un
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alto grado de complejidad y especificidad evidenciado por la sintesis

de proteínas, denominadasanticuerpos, secretedos por células produc­

tores, y el desarrollo de la memoria inmunogénica (157).

Aparentemente, todas las manifestaciones del sistema inmune tienen

un rol significativo en la resistencia al T. cruzi. Las células efecto­

ras no específicas. tales-como los macrófagos y los leucocitos polimor­

fonucleares, así comolas respuestas específicas mediadaapor los lin­

focitos T y B, participan en la defensa del'mamïfero contra estos he­

moflageladoa (141). Sin embargo, aunque.las respuestas inmunes celular

y humoral. así.como tambien los mecanismos de =fiagocitosis, tienen

gran importancia en la infeccion por ngpanosoma cruzi, se desconoce

cómoactúan las respuestas específicas in 2323 para controlar al pará­

sito y por qu€.no parece.posifile_desarrollar una inmunidadesterili­

zante contre el T. cruzi. Durante la fase aguda de la enfermedad

el aistema inmune responde reduciendo drísticamente el númerode parí­

aitoa en la sangre y en los tejidos: sin emhargo, el huésped alberga

al parásito durante el período crónico y aparentemente durante toda

sn vida (141).

T. cruzi permanece gran parte de su ciclo de vida protegido de la

respuesta inmunedel hospedador, ya que ea un parásito intracelular.

Los linfocitos.aon capaces de destruir células infectadas, liberando

las formas intracelularss al medio extracelular. donde son más vulne­

rables . Desafortunadamente, el mamífero aparentemente se sensi­

biliza a sus propios antigenos.de-este modo,y‘ se han detectado auto­

anticuerpos.que podrian participar en el desarrollo de severas

lesiones en el paciente;



1.6.3.1 Anticuerpos policlonalea

Las inmunoglobulinas son moléculas proteicas portadoras de sitios

que reconocen 1a estructura de los determinantes o epitopee situados

en 1a superficie de la sustancia extraña, denominadaantígeno, y se

unen a ellos. La unión del antígeno con el anticuerpo desencadena cie;

tos procesos tendientes a neutralizar y eliminar a1 antígeno. La res­

puesta mediada por anticuerpos'es'muy heterogfinea. La inmunización de

un animal con un agente antigénico trae comoconsecuencia la elabora­

cion de anticuerpos dirigidos contra las distintas moléculas antíge­

nicas del material inyectado y contra los distintos determinantes de

las mismas, produciéndose una gama de inmunogloBulinas que reconocen

en grado variaBle a todos los determinantes; Por esta razón, los anti

sueros convencionales contienen mezclas de anticuerpos que difieren

de un anfimal a otro.

La deteccifin de 1a respuesta inmuneHumoral se utiliza con fines

diagnósticos en 1a enfermedad de Chagas.

Actualmente.se está tratando de relacibnar los.resu1tados del aq;

lisis de los títulos de anticuerpos de pacientes sintomáticoa y asin­

tomíticos contra los diferentes antígenos de T. cruzi, con las diver­

sas.manifestaciones clinicas (158). Los anticuerpos de pacientes cha­

gisicos crónicos mostraron diferencias con respecto al comportamiento

serológico y a su capacidad para lissr parieitos (159). Todas las po­

Blacionee de T. cruzi son capaces de inducir la formación de anticuer­

por; sin embargo,‘no todas las cepas son capaces de estimular 1a fare

maciónde anticuerpos neutralizantes y liticos que interactúan con el

tripomastigote sanguíneo C159).

Varias investigaciones demostraron que las preparaciones de formas
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de cultivo muertas pueden inducir una resistencia efectiva contra tri­

panosomas que serían letales en animales no inmunizados con el antíge­

no. González-Cappa y col. (160) han encontrado una excelente protección

inmunizando ratones con epimastigotes muertos,.previamente al desafío

con T; cruzi. Segura y col.obtuvieron una marcada sobrevida de ratones

inmunizados con homogeneizadosdel parásito y con fracciones subcelula­

res de epimastigotes de la cepa Tulahuen (161,162,163).

Es bien conocido que los epimastigotes de T. cruzi se liaan en pre­

sencia de suero de mamíferomientras que los tripomastigotes son tesis

tentes, habiéndose demostrado que esta lisis está mediada por 1a vía a1­

ternativa del complemento (164). Comola lisis mediada por complemento

involucra principalmente la participación de la membranacelular del pa­

rásito, 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 resig

tentes a la lisis mediada por complemento(164).

Los estudios realizados preincubando formas sanguíneas de T. cruzi

con suero conteniendo anticuerpos contra el parásito indican que 1a su­

perficie celular puede variar de un aislamiento de T. cruzi a otro. Es­

te aspecto ha sido extensivamente analizado por Krettli (165) y Krettli

y Brenner (166). Estos autores demostraron que los tripomastigotes san­

guíneos de la cepa Y se aglutinan en presencia de suero, mientras que no

se aglutinan las formas sanguíneas de la cepa CL.

Se ha demostrado que los tripomastigotes sanguíneos se ligan en pre­

sencia de anticuerpos especificos y complemento(167). Krettli (165) de­

mostró que los tripomastigotes de la cepa CLson incapaces de activar

el complementoy no se lisan, a diferencia de los tripomastigotes de la
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cepa Y de T. cruzi, lo que indica 1a existencia de diferencias en pro­

piedades de superficie de los tripomastigotes sanguíneos de ambas ce­

pas. Resultados posteriores sugieren que esta diferencia podria atri­

buirse al hecho de que los tripomastigotes de la cepa CLpresentan la

capacidad de fragmentar las moléculas de inmunoglobulinas adheridas a

su superficie, de modotal que sólo los fragmentos Fab permanecen aso­

ciados a la membranadel parásito, mecanismo que se conoce con el nom­

bre de fabulación (168).

Se ha determinado que los animales infectados crónicamente con I,

5531i presentan tanto anticuerpos liticos comono liticos, los cuales

pueden ser determinados por inmunofluorescencia, presentándose lisis

por el agregado de complemento(169), y que los anticuerpos liticos no

se detectan en animales tratados y considerados curados por exámenes de

gota gruesa y.hamocultivo, lo que abre 1a posibilidad del uso de los ag

ticuerpos contra las formas sanguíneas detectados por lisis mediada por

complemento comoun criterio de cura de la enfermedad de Chagas (170).

1.6.3.2 Anticuerpos monoclonalea

Cada anticuerpo es producido especificamente por una linea de lin­

focitos y de células plasmáticas derivadas. Por lo tanto, el aislamien

to de un linfocito y su proliferación en cultivo produciría una proge­

nie capaz de sintetizar un solo anticuerpo en grandes cantidades. el

que se denomina anticuerpo monoclonal. Lamentablemente, las células se­

cretoras de anticuerpos no pueden mantenerse en un medio de cultivo.

Hay ciertos tumores malignos, denominados mielomas, cuyas células

poseen un gran capacidad de proliferación y producen grandes cantidades

de inmunoglobulinaa anormales, denominadas proteinas mielómicas. Cada
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tumor es en realidad un clon de células descendientes de una única cé­

lula progenitora. Esta células pueden cultivarse indefinidamente. En

1975, Kohler y Milstein (171) pudieron fusionar células de mieloma de

ratón con linfocitos de bazo de ratones inmunizados con un determinado

antígeno. La progenie de células híbridas resultantes de la fusión, de­

nominadahibridoma, expresaba tanto la propiedad de producir anticuer­

pos específicos del linfocito,.como el carácter inmortal de las células

mielómicas (Figura 3).

Los hibridomas se mantienen en el laboratorio según las técnicas ha­

bituales de cultivo.de células animales. Las células híbridas pueden clg

narse y expandirse en cultivos productores de grandes cantidades de anti

cuerpos monoclonales.

Los clones se conservan durante lapsos muyprolongados y pueden in­

yectarse en animales a fin de obtener altas concentraciones de anticuer

pos monoclonales.

La fusión celular puede ocurrir espontáneamente, 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 más comunmenteutili­

zado es el polietilenglicol (PEG), aunque recientemente se ha reemplaza­

do en muchos laboratorios por 1a electrofusión (172).

Las primeras lineas de mielomautilizadas para la producción de hi­

bridomas producían inmunoglobulinas, por lo cual los anticuerpos monoclg

nales presentaban contaminación. Actualmentese utilizan lineas celula­

res nq secretoras, que presentan un defecto en la enzima hipoxantinagua­

nina fosforibosil transferasa, por lo cual los híbridos se seleccionan

en general en un medio selectivo conteniendo hipoxantina-aminopterina­

timidina (HAÏ) (173).
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Las células que sobreviven y que conservan la capacidad secretora

serán las que iniciarán una nueva línea celular híbrida de crecimiento

prolongado; o sea serán los hibridomas.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos por esta metodología consti­

tuyen una herramienta notable en muchas áreas de 1a medicina y de la in

vestigación biológica.

E1 uso de los anticuerpos monoclonales abrirá nuevas posibilidades

para el aislamiento de componentesespecíficos de la membranaplasmáti­

ca del Trzpanoaomacruzi. Snary y col. (174) han obtenido un anticuer­

po monoclonal que reconoce un antígeno de P.M. 72.000 presente en epi­

mastígotes de T. cruzi, aunque se ha demostrado que este antígeno no

se encontraría universalmente expresado, ya que hay algunas cepas y clo­

nes del parásito que no reconocen a este anticuerpo monoclonal (85).

Se han obtenido anticuerpos monoclonales que reconocen sólo a epi­

mastigotes o a amastigotes de T. cruzi (175), demostrándose por inmuno­

fluorescencia que los sitios antigénicos reconocidos por estos anticuer

pos monoclonales no están distribuidos uniformemente en toda la super­

ficie del parásito.

Recientemente, Colli (176) obtuvo tres anticuerpos monoclonales por

inyección de tripomastigotes inactivados con 8-metoxi-psoralen en rato­

nes, los cuales fueron capaces de inhibir la interiorización de trípo­

mastigotes de la tepa Y de T. cruzi en células de vertebrado in vitro.

El porcentaje de inhibición osciló entre un 55-75%.Estos anticuerpos

monoclonales fueron capaces de inmunOprecipitar la glicoproteína de

P.M. 85.000,denominadaTc-85,presente en la superficie del tripomasti­

gote.
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1.7 Interacción entre el Tripanosomacruzi z la célula huésped

E1 problema del reconocimiento celular es de importancia fundamen­

tal en muchasáreas de la biología (177,178). Hay básicamente dos ti­

pos de mecanismos de reconocimiento: uno depende de la habilidad de

las células para reconocer sustancias difusibles, tales comofactores

quimiotácticos, y el otro dependede caracteristicas de la superficie
celular.

Las moléculas de superficie involucradas en el reconocimiento ce­

lular de células proceriontes y eucariontes son los carbohidratos. los

que frecuentemente están asociados con proteinas y/o lípidos. Comomo­

léculas de información. los hidratos de carbono tienen muchasventajas

sobre las proteinas o los ácidos nucleicos¡ por su habilidad para pre­

sentar una gran variedad de configuraciones'especiales, por presentar

distintos tipos de unibnas'(por ejemplo. uniones a y B ) y por formar

estructuras ramificadas (por ejemplo, por uniones 0 y N glicosídicas).

De este modo, un oligosacirido de 12 residuos de 3 manosas, 3 N-acetil­

glucosaminas, 3 galactosas'y 3 ácidos siilicos, puede presentar 1024

estructuras posibles. Los hidratos de carbono de la membranacelular

están constituidos por nueve unidades‘bisícas: cuatro azúcares de 6

carbonos (glucosa, galactosa, manosa, fucosa), dos azúcares de 5 carbo­

nos.(srabihosa, xilosa), dos amino-azficares (N-acetil-glucosamina, N­

acetíl-galactosamina) y ¡cido sífilico. Estos azúcares son unidos por

glicosil-trsnaferasas de distintas especificidades para formaroligo­
sacñridos ramificados. Las glicoproteinas y los'glicolipidos están in­

sertados asimitricamente en la membranacelular.con los determinantes

hidrocarbonados en la superficie externa. Los hidratos de carbono ex­

presados en la superficie celular están involucrados en fenómenosde
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reconocimiento en una gran variedad de especies animales y vegetales.

Las moléculas de carbohidratos son reconocidas por moléculas de pro­

teínas o glicoproteínaa. denominadaslsctinas, las que establecen in­

teracciones complementarias.El término lectinas se utilizó inicial?

mente para describir moléculas derivadas de plantas que reconocen hi­

dratos de carbono, tales comofitohemaglutinina y concanavalina A, am­

bas extraídas de porotos. Las especificidades de algunas lectinas se

muestran en la tabla 1 (177).

La mayoría de las lectinas interactúa específicamente con un único

azúcar, aunque algunas presentan una especificidad mis amplia que in­

cluye azúcares muyrelacionados (179). Algunas lactinas interactúan s6­

lo con estructuras complejas de Hidratos de carbono. tales comolas pre

aentea en glicoproteínas. Algunasmoléculas'proteicas presentan activi­

dad de unión (binding) sin ser estrictamente lectinas y se las denomi­

na de tipo lectina. Estas proteinas de tipo lectina incluyen a proteí­

nas de transporte, hormonasy toxinas. Algunas de estasproteinas pre­

sentan mültiples.sitios.de unión y puedenaglutinar células. mientras

que otras presentan 9610 un sitio y no pueden hacerlo, no cumpliendo

con la estricta definición de una lectiha.

El rol biongico de las 1ectinas.f‘e1 reconocimiento de carbohidra­

tos ha sido descripto en una gran variedad de especies primitivas y en

interacciones celulares en especies más evolucionadas y en mamíferos

(l77,l78).

Por ejemplo. las bacterias se unen a 1a membranadel macrófago por

un mecanismoque parece involucrar el reconocimiento_de azúcares de 1a

membranabacteriana por receptores de tipo lectina presentes en el ma­

crófago, y esta unifin puede sar inhibida por monosacáridos. La glucosa
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TABLA I

ESPECIFICIDADES DE ALGUNAS LECTINAS

Planta Especificidad por
Hidrato de Carbono

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

Aglutinina de germen de trigo (D-GlcNac)2;(VGA) ác.siálico
Ricinus comunis B-D-Gal

Aglutinina de soja
Concanavalína A

(caracol)

DbGalNac; D-Gal

a-D-Man; a-D-Glc

Lens culinaria Man ; Glc
(lenteja)
Arachis hypogea Gal
(maní)

Bacterias

Escherichia_coli Man
Salmonella typhimurium Man

Pseudomonas aeruginosa Gal

Animales

de hígado de rata Gal
de hígado de aviar Glc Nac

de Helix pomatia Gal Nac
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y la galactosa inhiben 1a unión de numerosas especies de bacterias a

macrófagos. En Salmonella txphimurium se han encontrado mutantes del

tipo salvaje que no son inhibidas por ninguno de los azúcares que in­

hiben al tipo salvaje (177).

Algo similar ocurre en Klebsiella aerogenes. La adhesión de Esche­

richia coli a células epiteliales está mediadapor moléculas de tipo

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

Actualmenteestá claro que la interacción entre hidratos de carbo­

no y lectinaa juega un rol importantísimo en la actividad de células

fagocïticas (177,178,200), tales comola unión‘e ingestión de bacte­

rias) eritrocitos tratados con sialidasa, levaduras y células tumora­

lesm Pero tamBiónesta interacción tiene lugar entre células no fago­

citicas, comopor ejemplo, se ña-demoatrado que el reconocimiento ea­

pecie-especifico de hidratos‘de carBonode superficie esti involucra­

do en las.interacciones entre el espermatozoide y el huevo en el asci­

dio Ciona inteatinalis (177).

Existen actualmente numerosas evidencias de que la interacción en­

tre T. cruzi y la célula huésped del verteBrado estaria mediada por

glicoproteïnaa presentes tanto en 1a superficie del parásito comoen

la superficie de la célula Huésped. t

Generalmentesólo son visifilea los resultados netos de las inter­

acciones entre.el.par5sito y'la cólula huésped, por lo que hay numero­

sas preguntas sin respuesta en el conocimiento de las interacciones que

tienen lugar entre T. cruzi y la cólula de vertebrado. Para responder

a estas;preguntaa es necesario un mejor conocimiento.de algunos de los

eventos:Biológicos Eisicos. lo que es sumamentedifícil o imposible de

determinar en sistemas in vivo,



Kofoid y col. (36) demostraron que es posible estudiar la interac­

ción entre T. cruzi y las células_de vertebrado in vitro, concluyendo

que el ciclo intracelular era similar al ciclo del parásito en el ma­

mífero. Estos autores abrieron 1a posibilidad de estudiar las interac­

ciones entre T. cruzi y las células huésped en sistemas de menor com­

plejidad. Los pasos iniciales en esta interacción consisten en la atras

ción del parásito por la célula huésped (180), la adhesión a la membrs

na celular y la penetración del parásito por su extremo posterior (40)

en la célula huésped del vertebrado. Por microscopías óptica y

de contraste de fase es posible visualizar a los tripomastigotes al con

tactar con 1a célula huésped; sin embargoes imposible determinar con

certeza el instante en que tiene lugar la penetración del parásito en

la célula huésped. Unamisma célula puede ser invadida en forma múlti­

ple por T. cruzi; más aún las células huésped infectadas continúan sien

do susceptibles a la infección por T; cruzi durante todo el curso del

ciclo intracelular del parásito (40). Despuésde invadir la célula huég

ped del vertebrado, el tripomastigote se reorganiza, transformándose

en amastigote, el cual permanecequiescente durante un lapso variable,

denominadoperiodo lag, antes del inicio de la reproducción. La dura­

ción del periodo lag es característica de 1a subpoblación de T. cruzi

estudiada y se estima que se hallaría comprendidaentre las 12-72 horas

(43). Por lo tanto, todos los parásitos intracelulares encontrados Con

anterioridad a 1a iniciación de 1a reproducción son aquellos parásitos

que se interiorizaron en la célula huésped. Esto significa que el nú­

mero de parásitos intracelulares,encontrados pocas horas después de la

exposicifin de las células huésped a tripomastigotes infectantes,puede

ser utilizado comouna medida cuantitativa de la habilidad de una po­
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blación de parásitos para penetrar en una población de células huésped.

En consecuencia, aunque el proceso de penetración no puede ser observa­

do directamente, es posible determinar la cinética de la interioriza­

ción parasitaria (42).

Seéfin se mencionó anteriormente, un número significativo de célu­

las de vertebrado son penetradas por más de un parásito. Este hecho no

se ve reflejado por datos expresados comoporcentaje de células infecta

das. Además,el porcentaje de células infectadas comienza a decrecer

significativamente aproximadamente12 horas post-infección, lo que se

debe probablemente a 1a multiplicación normal de las células huésped.

Este problema puede ser solucionado si se estudia a los cultivos infec­

tados dentro de las ocho horas de exposiciGn a los parásitos. Si se

utiliza la media del númerode parásitos por célula comomedida de la

penetración se logra una mejor definición de la naturaleza de la dis­

tribución de los parásitos en la población de células de vertebrado y

se cuantifica el fenñmenode la penetración múltiple de parásitos en

una misma célula huésped.

La distribución de Trxganosomacruzi en una población de células

de vertebrado se ve adecuadamente definida por una ecuación binomial

negativa (Figura 4). Otros parásitos también presentan este tipo de

distribución en sus huéspedes respectivos (42).

Este tipo de sistemas parlsito-célula huésped in vitro puede ser

utilizado comouna herramienta en estudios dirigidos a identificar los

componentesdel tripamastigote y de la célula huésped responsables del

proceso de infección, para comprender el mecanismode.1a relación hueg

ped-parásito a nivel de membranascelulares, así comotambién para es—­

tudiar el efecto de factores físicos, químicosy biológicos sobre la
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(Según Hyde y Dvorak, 42).
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interacción entre T. cruzi y la célula del vertebrado.

Se ha visto que 1a incorporación de partículas en células

comprendedos pasos: la adhesión y la interiorización. En T. cruzi

es posible cuantificar 1a adhesión comouna,fase independiente de 1a

infección, que es un proceso que incluye a la adhesión y a la interio­

rización del parásito (181,182).

1.7.1 Interacción entre T. cruzi x células no fagocíticas

Las infecciones por T. cruzi no se distribuyen uniformemente en to­

dos los tejidos de un animal, sino que ciertos tejidos se ven afectados

más severamente que otros. Bice y Zeledón (68) demostraron que 1a mag­

nitud de 1a infección y la localizaciün de los parásitos presentes en

los tejidos de ratones infectados experimentalmente por T. cruzi,va­

rIan con la cepa del parásito utilizada.

Los resultados obtenidos in vitro se correlacionan con esta observa­

ción. Por ejemplo, se observa una mayor interiorización de tripomasti­

gotes de la cepa Ernestina de T. cruzi en células de músculo esquelé­

tico que en células de riñón o de neoplasma (39), mientras que la cepa

Y de T. cruzi ha sido descripta comomacrófago trópica (28). Las cau­

sas de estas diferencias no han sido definidas hasta el presente, pe­

ro estas diferencias indican que la célula huésped no presenta un rol

pasivo en el proceso de infección. Algunas evidencias que corroboran

esta afirmación se detallan a continuación;
Se encontraron diferencias en la infección de células fibroblásti­

cas por T. cruzi cuando se utilizaron cultivos confluentes y no conflueg

tes de células huésped, siendo los primeros menos'susceptibles a la in­

fección por T. cruzi (183).
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Asimismopudo determinarse en un sistema T. cruzi-células Bela,

que la infección está moduladapor el ciclo celular de las células de

mamífero y que la penetración del parásito es máximadurante la fase

S del ciclo celular (184).

Se encontraron diferencias de infectividad cuando se sometió a cé­

lulas fibroblásticas a diversos tratamientos, tales comopor ejemplo,

periodato y tripsins, previamente a la infección por T. cruzi y cuan­

do se utilizaron células expuestas a drogas que alteran el citoesque­

leto celular, tales comocitocalasina B, colchicina y vinblastina, que

interactúan con los microfilamentos y microtübulos que controlan la mg

vilidad de los componentes de membrana(185,181). En_estos casos, la

infección de las células huésped por T. cruzi ae vió significativamen­

te reducida con respecto a los controles.

Piras y col., encontraron que la tripsinización de células Vero

trae aparejada una menorsusceptibilidad a la adhesión e interioriza­

ción de tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos , que retornó

a los valores normales por incubación de las células en medio de cul­

tivo 4-5 horas después de la tripsinización (183,181). Esta recupera­

ción se vió bloqueada en presencia de tunicamicina durante el período

de recuperación celular, aunque la adhesión retornó a valores normales.

Se pudo determinar que la tunicamicina suprimió la incorporación de ma­

nosa estimulada por la tripsinización previa de las células de mamífe­

ro.

Per lo tanto, es muyfactible que la composiciGny/o distribución

de algunos componentes de la membrana de la célula huésped desempeñen

un papel específico y prominente en la adhesión y penetración del pará­

sito y es de sumaimportancia intentar indentificarloa.
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Comose mencionsra anteriormente, uno de los mecanismos conocidos

de interacción célula-célula involucra las glicoprotéinas de superfi­

cie presentes en una de las células y las proteinas de tipo lectina

complementarias presentes en la otra (186). Los experimentos realiza­

dos por Henriquez y col. (183) sometiendo a los cultivos de tres tipos

distintos de células de vertebrado, Vero, MA-103y células embriona­

rias de músculo de pollo, a tratamientos con lectinas previamente s

la infección por T. cruzi mostraron que la Con A, WGA,Ricino I y PHA

produjeron una inhibición en la interiorización del parásito que osci­

ló entre el 20%y el 901, dependiendo del tipo de lectina y de la có­

lula huésped. Esta inhibición no se evidenció cuando la célula huésped

fue pre-tratada con 1a lectina y el'correspOndiente szücar-hapteno en

forms simultánea. Cuandose utilizó más de una lectins en forms simul­

tánea, ls inhibición fue superior a la obtenida por la exposición de

las células s csds una de las lectinss por separado (183).

Recientemente se encontró que ls fibronectina. que es una glico­

proteína de alto peso molecular presente en la sangre, el tejido coneg

tivo y la superficie celular, se une a tripomastigotes de T. cruzi por

una reacción específica y reversible La presencia de anticuer­

pos anti-fibronectins en el mediode cultivo inhibe la infección de

células fibroblásticas de rsts, sugiriendo que la fibronectina actua­

rïa comoun sitio de reconocimiento para la adhesión de los parósitos

(187). Estos resultados confirman que la adhesión y ls interiorización

de T.'cruzi serían eventos independientes entre si y se ha postulado

que habría dos.glicoproteinas de la célula huósped involucradas en las

fases de adhesión y penetración, respectivamente (181).

Por otro lado, el tripomastigote de Tripanosomacruzi penetra acti­

52
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vamente en la célula de vertebrado, desempeñandoun papel fundamental

en la interacción con la célula huésped. Se han determinado hasta el

momentonumerosos factores que alteran la infección, contribuyendo al

conocimiento de los mecanismosque interVienen en la interaccián entre

ambas entidades.

Conrespecto a los factores fisicos analizados, ha podido determi­

narse que existe una relación entre la temperatura, en el rango compren

dido entre 19 y 35°C. y la capacidad infectante de los tripomastigotes

(39). Asimismo,1a interiorizacifin del parásito presenta una relación

con el volumen de la célula huésped; las células más pequeñas son pe­

netradas por mas parásitos por unidad de ¡rea C42).

El análisis cuantitativo de 1a fase de penetracion de tripomasti­

gates de.1a cepa Ernestina de T. cruzi demostró que la habilidad de los

parisitos:para interiorizarse disminuye en funcion del tiempo (42) y.

es dependiente de la concentracifin de parásioos utilizada. Piras y col.

(1881 por el contrario, encontraron que 1a hahilidad de los tripomas­

tigotes recién liBerados.de cultivos.ce1nlares para infectar células

fibrofilñstihaa se encuentra solo parcialmente expresada y que estos pa­

rísitos pueden incrementar notoriamente su capacidad de adhesión e in­

fecciBn por un proceso de incuBacifin in vitro en medio de cultivo con

el agregado de suero fetal'Bovino, proceso que depende del tiempo de

incubaciSn de los parásitos.

Algunosautores.estafilecen una correlacifin entre la morfología del

parásito y su infectiwidad. Bertelli y Brener (150) indican que la pre­

sencia de tripomastigotes delgados (slender) es esencial para que Ocu­

rra el proceso de infeccion. TamBiÉnse ha determinado que los trípo­

mastigotes de 1a cepa EP de T. cruzi sufren una transformación morfo­
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lógica a formas de tipo amsstigote, con un paralelo aumento de la ca­

pacidad infectante, al ser incubados en medio de cultivo (188,198).

Otros autores no encuentran una correlación entre la presencia de tri­

pomastigotes delgados y la capacidad infectante de las cepas CLe 1

(189); por lo cual las evidencias disponibles hasta el momentoimpiden

corroborar una posible correlacifin entre ambosparámetros.

La presencia de suero en el medio de cultivo no es esencial para

la adhesi6n y 1a invasiSn de células de mamífero (182). En este senti­

do el comportamientode los tripomastigotes de T. cruzi difiere del

de otro parásito intracelular obligado, el esporozoíto de la malaria,

que requiere indefectiblemente la presencia de suero normal para poder

interactuar con 1a célula fiuísped. Noobstante, se obtiene una menor

interibrizacifin de los tripomastigotes de T. cruzi en ausencia de sue­

ro, lo qua.puede atribuirse probablemente a una disminución de la ca­

pacidad de superviVencia de los parásitos en esas condiciones (182),

ya que se conoce que los tripomastigotes se destruyen en ausencia de

proteínas en el medio (190).

Andrews.y Colli (182) observaron que 1a exposición de tripomasti­

gotes:provenientea de.cu1tivo de tejidos a altas concentraciones de

suero fetal bovino (superiores a1 201'(V/V)), asi comotambién a altas

concentraciones de distintos sueros normales provenientes de varias

fuentes y de varias especies, produjo un efecto inhibitorio tanto de

1a adhesifin comode 1a penetración de los parásitos, que fue revertido

por el tratamiento de.los parásitos con tripsina. Estos resultados se

interpretaron comoindicadores de que'un factor presente en el suero

se uniria a los parásitos¡ Por el contrario, Pires y col., (181,191)

no afilo no encontraron efecto‘ibhibitorio del suero fetal bovino, sino
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¿ue se evidenció un aumentode la capacidad infectante de los tripo­

mastigotes en esas condiciones. Más afin, se evidenció un aumento de

la adhesión y de la penetración de los parásitos por acción de la

tripsina, aún en ausencia de suero fetal bovino. Estas diferencias.

en los resultados obtenidos podrían deberse a diferencias en las

metodologías experimentales o a las distintas concentraciones de trip­

sina utilizadas, siendo también factible que puedanatribuirse a dife­

rencias en las cepas de parásitos.

La preincubación de los tripomastigotes con sueros de pacientes

chagásicos trae comoconsecuencia un 602 de inhibición de la interio­

rización de los parásitos en células de mamífero, cuando se compara

con el efecto de sueros humanosnormales o suero anti-epimastigote

obtenido en conejo. Estos resultados sugieren que los antígeno invo­

lucrados en el proceso de interiorización son aquellas glicoproteínss

específicas del estadío tripomastigote (130).

Colli y col., estudiaron el efecto de distintos antisueros sobre

la infectividsd de T. Cruzi. El suero hiperinmune preparado contra 1a

fracción de proteínas del tripomastigote, eluidas de la región compren­

dida entre los 75 kDa y los 90 kDa de geles de poliacrilamida-duodecil

sulfato de sodio, inhibe hasta un BOila interiorización de los trípo­

mastigotes (176). El antisuero preparado contra los polipéptidos com­

prendidos en el rango de 80-90 kDa y de 50-60 kDa (192) inhibió hasta

un 852 la interiorización del parásito en células de mamífero, mientras

que un anticuerpo policlonal obtenido contra proteínas de epimastigotes

de pesos moleculares comprendidos en el mismorango, presentó un efecto

inhibitorio muchomenospronunciado, alcanzándose una inhibición de has­

ta un 352.



56

Comose mencionóanteriormente, el análisis por electroforesis bi­

dimeneional en geles de poliacrilamida de laa proteínas iodinizables

de superficie del T. cruzi permitió determinar la existencia de varias

glicoproteínas comprendidas en el rango de 68 kDa y 120 kDa, así como

también de glicoproteïnas de alto peso molecular en el estadío trípo­

mastigote. La glicoproteína 5,denominadaTc-85,contiene N-acetil­

D-glucosamina y se cree que estaria involucrada en 1a penetración

del parásito (176). El tratamiento de los tripomastigotes con tripsina

trajo aparejada 1a pérdida de 1a mayoria de las glicoproteínaa de_su—

perficie del parísito, excepto'las proteinas 3,4 y 8, de pesos molecu­

lares 85,85 y 68 kpa, respectivamente, evidencióndose concomitantemen­

te una marcada inhibición de 1a capacidad infectante de los parásitos.

La reincubación de los parísitos en'medio de cultivo conteniendo suero

fetal bovino permitió 1a recuperación de la capacidad de penetrar cé­

lulas de mamífero; detectindoae paralelamente una recuperación de las

glicoproteínas de.superficie. El tratamiento de los tripomaetigotes

tripsinizadoa con ciclohaximida inhiüe 1a recuperación de las proteí­

nas de superficie y de 1a capacidad infectante.(132). Estos resultados

confirman 1a importancia de las glicoproteínas de superficie en 1a in­

teracción parásitoucólula huésped, aunque se necesitan más evidencias

para determinar el rol especifico de cada una de estas proteínas de su_

perficie en los procesos de adhesión e infección.

Recientemente, se estudió el rol de los residuos de manosapresen­

tes en las membranascelulares de T. cruzi y derla célula huésped con

respecto a1 proceso infectante. El tratamiento con a-manosidasa de los

parásitos trajo comoconsecuencia la remoción de los residuos de mano­

sa presentes an 1a superficie y produjo un aumentonotorio de la habi­
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lidad de los parásitos para asociarse tanto con mioblastos de corazón

de rata comocon macrófagos de ratón, sugiriendo que los residuos de

manosapresentes en 1a superficie del T. cruzi modularían 1a asociación

de los parásitos a las cílulas de mamífero _(193).
El estudio de 1a acción de ciertos inhibidores de la biosintesis

de macromoléculas, tales comola actinonicina D, puromicina y tunica­

micina, de proteasas, de inhibidores de proteasas y combinaciones de

inhibidores sobre la adhesián e infección, permitiá determinar que la

mayoría de estos tratamientos tuvieron efectos inhibidores o estimulan

tes sobre estos procesos. La puromicina y 1a cicloheximids blo­

quean tanto la adhesión comola penetraciSn de los parásitos, mientras

que la actinomicina D y la tunicamicina Bloquean la interiorización de

los tripomastigotes. E1 efecto de la tunicamicina sugiere que ha­

bría una/s glicoproteína/s, con uniones N-glicosídicas entre los oligo­

sacáridos, presente en la superficie celular del parásito e involucrada

en el proceso de penetraciün de T. cruzi (181).

SegúnPiras y col. (l91),la/s glicoproteiuds sensible a tunicamici­

na se expresa principalmente en presencia de los factores del complemeg

to presentes en el suero, y habría otros componentesdel suero, entre

ellos varias sialoglico-proteïnas, que estimularïan tambiénla interio­

rización del parfisito.

En bass a estos resultados, Piras y col. (181) postulan que los si

guientes.proceaos tendrían lugar en el tripomastigotes de T. cruzi:

1) 1a-translaei6n de un RNApre-existente con 1a información necesaria

para la adhesián y 2) la transcripción de RNAy la biosíntesis de la/s

glicoproteïnals involucradas en la penetracion, y sugieren que la capa­

cidad de adfiesifin estaria presente en el tripomastigote recién libera­
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La inhibición irreversible de la síntesis proteica por pactamici­

na de laa formas sanguíneas del parásito, produjo una inhibición de la

infección de distintas cólulaa de mamífero, lo que corrobora el reque­

rimiento de síntesis proteica para posibilitar la invasión celular por

T. cruzi (194).

El tratamiento con lectinas no ea lo suficientemente selectivo como

para indentificar a los receptores involucrados en estos fenómenos. En

consecuencia, se estudió el efecto de distintos monocacáridos comúnmen­

te presentea en la superficie'celular, sobre la infección de células

de vertebrado por'rrxpanosoma cruzi. Solamente 1a N-acetil-D-glucoaa­

mina presentó un'efecto inhibitorio de la adheaión y penetración de

tripomsatigotes de laa cepas.Erneatina e Y de T. cruzi,que fue de apro­

ximadamente un 90%y un 70! respectivamente (195,196). La preincubación

de laa.c81u1as huéaped con el. monosacirido mencionado, no produjo in­

hibición de 1a infección por el parlaito (195). implicando que los tri­

pomaatigotea de.T. cruzi.ae adhieren a receptores-que contienen N-ace­

til-D-glucosamina presentes en 1a superficie de 1a célula huésped a

través de una lectina del tipo de la aglutinina de germende trigo. En

base a estos.reau1tadoa aa sugirió 1a existencia de una posible corre­

lación entre 1a glicoproteína Tc-85 y la inhibición de la infección de

células de vertebrado por efecto de 1a N-acetil-D-glucoaamina (197).

1.7.2 Interacción entre T. cruzi 1 células fagocíticaa

Impreaionadopor la facilidad con que el parisito se multiplicaba

dentro de los macrófagos, Díaz (201) excluyó inicialmente la posibili­

dad de que loa macrófagos ejercieran un papel defensivo contra T.cruzi.
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Sin embargo. posteriomente se demostró que las formas de cultivo del

parásito. eran rápidamente destruidas (87). Posteriormente, se ha de­

mostrado que los parísitos opsonizados son más fácilmente ingeridos

por los macrófagos, y que al menos para varias cepas de T. cruzi, los

tripomeatigotes son destruidos por los macrófagos.

Según algunos autores. 1a penetracifin del tripomastigote de E¿5¿g¿

¿i en el macrótago no es'sálo un proceso activo por parte del parási­

to, sino que el macrófago interviene fagocitando activamente al pará­

sito (185,202). Los estudios realizados por Dvoraky Schmuñisutili­

zando microscopía de contraste de fase. sugieren que los tripomastigo­

tes penetran activamente, encontrándose libres en el citoplasma del

macrófago, y que eventualmente son destruidos por la célula que es in­

capaz de sobrevivir a la infección por esta forma de parásito (203);

según otros autores, la superviVencia o no del macráfago depende de la

relaciSn cuantitativa parásitostmscrófago'(202).

Unaanálisis de la interacción de tripomsstigotes sanguíneos, de­

rivados.de cultivo de tejidos y derivados de cultivos axénicos, con ma­

crófagOs de ratSn, permitió determinar que ls incorporacion fue alta

para los'tripomaatiéotes'derivados de cultivo de tejidos, intermedia

para tripomastigotes derivados de cultivo axénico y baja para tripomas­

tigotes sanguíneos (189). Asimismo, un mayor númenro de macrófagos se

infectó con parisitos de la cepa Y que de la cepa CL, para los tres ti­

pos de tripomastigotes, lo que sugiere que 1a Habilidad de los parási­

tos.para infectar macrófagoses una característica Básica de cada cepa

del parfisito (189).

Es posifile tambiEndisociar las fases de adhesian e interibrización

de T. cruzi en macrófagos (185).
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La tripsinización de los tripomastigotee sanguíneos estimula eig­

nificativamente su interiorización en mecrafagos (128) y este efecto

ha sido interpretado comodebido a la remoción de una glicoproteïna de

superficie de P.M. 90.000. que actuaria comofactor antifagocítico..

Se ha sugerido que el proceso de capping ectuaría impidiendo 1a

ingestián de tripomastigotes opsonizadoa por el macráfago, ya que la

fagocitosis mediadapor anticuerpos requeriría 1a presencia de enti­

cuerpos distribuidos homogéneamenteen toda la superficie del parásito

(45). Es interesante notar que los tripomastigotes opsonizadoe de le

cepa CLde T.cruzi no forman casquete polar (cap) ficilmente (114) y

son destruidos por loe machfagoe (204) mientras que los de la cepa»

Y formen "cap" fícilmente y soBreviven'dentro de loe'macrófagos. se

necesitan mie estudios para determinar si existe o no una relación

entre la habilidad que presenta T. cruzi para movilizar lateralmente

los componentes de memBranay su haEiliflafl para soBrevivir dentro de

los macrófagos.

Ea poco probable que los mecanismosde interacción entre tripomee­

tigotes y macrofagossean idénticos a loe que tienen lugar entre tri­

pomastigotes y células no fa;ocíticas.
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1.8 Objetivos

El objetivo del presente trabajo de Tesis es el estudio ¿2_!iggg.

según un novedoso enfoque, de 1a interacción entre Tripanosoma cruzi y

la célula huésped no fagocïtica del mamífero. utilizando poBlaciones

genéticamente homogéneasde parásitos (clones) provenientes de dos pa­

cientes chagisicos cr6nicos de 1a República Argentina, con la finalidad

de:

1. Investigar comparativamentela capacidad infectante de distintas sub­

poblaciones de T¿'cruzi, con el ijeto de dilucidar si las variaciones

de infectiVidad descriptas para las cepas del parisito puedenatribuir­

se a la existencia de heterogeneidad en la poBlaciSn con respecto a es­

te perímetro Eiolágico.

N . Investigar el efecto del monoaacáridoN-acetil-D-glucosamina sobre

Ha interaccifin del estadio tripamastigote de distintos clones de T. cru­

N_i en células de mamífero, con la finalidad de determinar si el efecto

inhiBitorib de este monosaeirido puede ser generalizado, o si por el

contrario, la falta de inhiBición total de la infectividad descripta

para las cepas de T. cruzi estudiadas, podria atribuirse a la existen­

cia de heterogeneidad en elllos receptor/es involucrado/s en el proceso

de infecciBn de la célula huésped no fagocitica.

3. Investigar el efecto soBre 1a interiorizacifin del tripomastigote en

la célula huésped, de otros.monosacáridos comúnmentepresentes 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, ademáswlos resultados obtenidos a par­

tir del análisia'cuantÍCativo del efecto de tren anticuerpos monoclona­

lea. obtenidos contra la fracción flagelar del ngganoaomncruzí, sobre

la capacidad de penetración del parásito en cílulae de mamífero.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Origen de las cepas z clones de T. cruzi

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

Tripanosoma cruzi. La cepa Ernestina fue aislada en el año 1964 en Bahía,

Brasil, a partir de una paciente con enfermedad de Chagas agudo a quien

se le aplicó un xenodiagnóstico. La cepa Ernestina se sometió a un único

pasaje en cultivo de células de ammioshumano, seguido por 6 pasajes en

medio de cultivo bifásico ¡gar-sangre. Posteriormente, la cepa fue man­

tenida paralelamente en cultivo axánico y en cultivo de células de múscu­

lo esquelético y piel de feto bovino (BESM)en forma ininterrumpida hasta

el presente. Recientemente, el medio de cultivo bifásico se reemplazó

por medio de cultivo LIT (205).

La cepa Y de T. cruzi fue aislada por Silva y Nuasenzweíg en el año

1953 (154) y mantenida en ratón por pasajes seriadas cada 7 días. La ce­

pa Y utilizada en este estudio procede del laboratorio del Dr. w.

Gutteridge,en donde se mantuvo hasta el año 1978. A partir de esa fecha

se mantuvoen el Instituto Nacional de Diagnóstico e Investigación de la

Enfermedad de Chagas Dr. Mario Fatala ChabEn, por pasajes semanales en

medio de cultivo bifásico Egar-sangre.

A partir de 1984 se mantuvo paralelamente en medio axénico y en cul­

tivo de células BESM(ver 2.4).

Los clones de Trzpanoaomacruzi provienen de dos orígenes distintos.

Los clones CA-I provienen de una cepa de T. cruzi aislada a partir del

xenodiagnóstico aplicado a un paciente de 45 años de edad, afectado por

una miocarditis chagásica crónica; oriundo de la provincia de San Luis

(206). La cepa CA-I se mantuvoinicialmente por inoculación intraperito­

neal en ratones de la cepa Rockland durante un lapso de 5 años. Luego

se inoculó en un perro al cual se le efectuó posteriormente un xenodiag­
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nostíco. Las 10 ninfas del tercer estadío de Triatoma infestans utiliza­

das para el xenodiagnóstico fueron sacrificadas entre los 30-45 días

post-infección y se clonaron los parásitos contenidos en el tubo diges­

tivo de los insectOs.

Los clones Miranda ae originaron por expansión de los parásitos clo­

nados a partir de insectos utilizados en el xenodiagnfistico aplicado a

un paciente de 26 años de edad, en Chagas crónico aaintomñtico, residen­

te en la provincia de Santiago del Estero (82).

Los clones se obtuvieron por el aislamiento de células individuales,

mediante la adaptacifin de una técnica de micromanipulación (207). Los

insectos utilizados en el xenodiagnóstico se esterilizaron por inmersión

en solución de White (208) durante 30 minutos.

Se disec6 luego el tubo digestivo de cada insecto. el cual fue sec­

cionado en una placa de Petri de 3.5 cmde diámetro, conteniendo 2 ml de

medio de cultivo LIT (205), cuya composición quimica se detalla en la

Tabla 2, con el agregado de 101-(V/V) de suero fetal bovino inactivado

por calor, 0,05! de Hemina, 200 U/ml de Penicilina y 200 ug/ml de Es­

treptomicina. liberándose el contenido intestinal al medio. El medio se

centrifugó a 100 g durante 10 minutos en tubos canicoa de centrífuga

estériles, con tapa a rosca, con el oháetolde eliminar los restos de te­

jido presentes y el sobrenadante se centrifiugó nuevamente a 1500 g du­

rante 10 minutos, con el objeto de concentrar los parísitos. El pellet

se resuspendiB en medio LIT a una concentración final de 1-2 x 104 pará­

sitos/ml. La operaciSn de clonado-se realizó en una cápsula de Petri

plástica con una perforación circular de 20 mmde diámetro, cubierta por

un cubreobjetos circular de 25 mmde diámetro fijado a la placa de Petri,

e impermeabilizdo por una cobertura interna de tetlón, a excepción de 5

áreas de 1 mmde difimetro equidistantes entre si (43). Las cápsulas de
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Petri se esterilizaron por luz U.V. previamente a su uso.

Sobre cada una de las 5 áreas translücidaa se colocó una gota de la

suspensión de parásitos con una microjsringa Hamilton, cubriándose la

placa de Petri y observándose lee gotas en posición invertida al microe­

copio Sptico. Las gotas conteniendo un solo parásito fueron aspiredes

individualmente con jeringas de tuberculina de 1 m1 conteniendo 0,1 ml

de medio LIT y transferidas a tubos plásticos con tapa e rosoe contenien­

do 1 m1 de ¡gar nutritivo (DIFCO)con 10%de sangre de conejo desfibri­

nada.

La jeringa se 1av6 dos veces consecutivas en 0,1 ml de medio LIT,

transfiriándose el lavado al tubo de cultivo para asegurar el pasaje del

parásito.

8610 se.clonaron formes epimastigote. Los parásitos aislados se incu­

Baron a 26'C, efectuándose controles mensuales durante un año para deter­

minar la existencia de desarrollo y su evolución. Según este procedimien­

to se obtuvieron los siguientes clones, CA-I/SQ, 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

expandihron en medio LIT y se mantuvieron posteriormente en el mismome­

dio de cultivo por pasajes seriadas cada 21 días.

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

Infusifin de hígado 5 g /1

Tribtosa 5 g /1

ClNa .4 g 11

C1K 0,4 g /1

POAHNe 8 g./1

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

Tripsina 2,5 g ll

EDTA 1 g /1

Pas Dulbecco 1 1

COMPOSICION QUIMICA DEL PBS DULBECCO

ClNa 8 g /1

P04HNa2 0.46 g /1

P04HK 0,2 g /l

ClK 0,2 g /1

uzo destilada 1 1

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

de cultivo LIT

Las cepas Ernestina e Y, así comotambién 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 días 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 concentraciün aproximada de

1 x 1Q6parísitos/ml y se incubaron a 26°C i 0,2°C.

2.3 Mantenimientode los cultivos celulares

Se utilizaron cultivos celulares primarios de músculoesquelético y

piel de feto Bovino (BESM)(Flow Laboratories, Cat. N'0.1-304). Los
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cultivos de células BESMse mantuvieron en frascos plásticos estériles

de 75 cm2 de superficie. conteniendo 10 ml de medio RPMI-lóáo (209), su­

plementado con 51 de suero fetal bovino inactivado a 56°C durante 30 mi­

nutos, y se incubaron a 37°C en una atmósfera conteniendo 5%de C02_y

95%de aire. Los cultivos confluentes se desprendieron mediante dos la­

vados sucesivos con una solución de tripsina-EDTA (¡cido etilen-diamino

tetracático) sin Ca2+ni M32+,cuya composición química se detalla en la

taBla 3, extrayendose inmediatamente la solucion. Las células desprendi­

das se resuspendieron en medio de cultivo, efectufindose una dilución

1:10 (V/V) y el volumen_aefraccionó en frascos de cultivo estíriles de

75 cm2 que fueron mantenidos en las mismas condiciones anteriormente

descriptasa

2.4 Infeccitn'de'los cultivos celulares con parásitos provenientes de

cultivo axánico X posterior mantenimiento de los parásitos en cul­

'tivos.ce1ulares

Para infectar cultivos celulares parcialmente confiluentes se utiliza­

ron parásitos provenientes de.cultivo en medioLIT, utilizándose un inócu­

lo inicial de 108 partsitos. Los cultivos de células BESMse incubaron

e 37°C durante 24 horas y posteriormente se efectuaron dos lavados del

cultivo celular con medio RPMI-1640para eliminar el exceso de parásitos

contenido en el sobrenadante. Los cultivos infectados se incubaron en

las mismascondiciones que los cultivos celulares no infectados, efectuán—

dose un camfiio diario del medio de cultivo y un control diario Bajo mi­

croscopio invertido de contraste de fase,con el fin de observar la evolu­

cion de las cílulas infectadas. Unavez completadoel ciclo intracelular

de los parásitos, los tripomastigotes liberados al mediode cultivo se
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se utiliz ron inóculoe de aproximadamente 1 x 106 tripomaetigotes porutilizaroI para infectar cultivos vírgenes de células.BESM.A tal efecto
frasco descultivo de 75 cm2de superficie. Transcurrido un lapso de 6

horas, los parásitos se eliminaron por lavado de los frascos de cultivo

con medio RPMI-1640con 52 de suero fetal bovino y ae incubaron en las

mismascondiciones anteriormente descriptag efectufindoae diariamente un

cambio del medio'de cultivo. Se mantuvieron de esta manera a las cepas

y clones por pasajes seriadas. eepaciedcs entre sí según la duración del

ciclo intracelular total respectivo.

2.5 Técnica_ge congelaciín

Tanto las células BESMcomolos parásitos utilizados se criopreser­

varon en NitrSgcno liquido.

2.5.1 Criopreaervacián'de los cultivoa.celulares

Se seleccionaron cultivos confluentes de células BESMen loa dos pri;

meros pasajes, los cuales ae tripsinaron según se describía anteriormen­

te (yer 2.3), resuependifindose c las células en medio RPM171640con el

agregado de 10%de suero fetal bovino inectivedo. Las células se centri­

fugaron a 300 g durante 10 minutos a 4°C y resuspendicron en el mismo

medio de cultivo con el agregado de 7,5% (v/V) de dimetil sulfóxido. a

una concentración final de 1-2 x 10.6células/ml. La suspensión de células

se fraccionó en viales de polipropileno (1nternat.Med.Nunc, Dinamarca),

a razSn de 0,5 ml por vialr La operacián se efectuS en Baño de hielo. La

congelación se.reeli25‘en un recipiente de.Telgopor, en congeladora de

-70°C durante 24 horas, a fin de disminuir le temperatura a razSn de

aproximadamente1°C/minuto, y posteriormente los viales se introdujeron
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directamente en nitrügeno líquido para su conservación, descongelándose

de acuerdo a las necesidades de uso.

2.5.2 Criopreservacián de epimastigotes de cultivo

Las cepas y clones de T. cruzi se criopreservaron en fase de creci­

miento exponsncial. Los parásitos se lavaron con medio LIT, centrífuga­

ron y resuspendieron finalmente en medio de cultivo LIT con 7,52 (V/V)

de dimetil sulfóxido a una concentración final de 2 a 5 x 106 parísitos/

ml. La suspensián de parisitos se fraccionó a razón de 0,5 ml por vial

y se congelfi según el procedimiento descripto para las células de mami­

fero. Posteriormente, se retiró una muestra para determinar 1a viabili­

dad de los psrlsitos en medio de cultivo LIT.

2.5.3 'Crioprssarvación de Tripamastigotes derivados de cultivo de tejidos

Se críopraservsrou tripomastigotes de las cepas Ernestina s Y de I;

cruzi‘y de todos los clones del parásito utilizados, mediante la utiliza­

ciSn de la mismatScnica anteriormente descripta (ver 2.5.2), con le ex­

cepciün do'qua los'parfisitos se resuspendisron en medio RPMI-1640con el

agregado de 10%(V/v) de suero fetal bovino inactivado y 7,52 (V/V) de di­

netil sulfóxido. Se controló la viabilidad de los tripomsstigotes descon­

gelando muestras e infectando cultivos ds cfilulas BESM.enlas cuales se

desarr0118 el ciclo intracelular completodel parásito.

2.6 Metodologta'axperinantal para el anlliaia de 1a intactividad de clones

de T. cruzi

Se expusieron células BESMa la infección por tripomastigotes derivados
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de cultivo de tejidos de los clones CA-I/7l y /72 y Miranda/76 y /80 en

las condiciones que se detallan a continuaciGn.

2.6.1 Cultivo de las células de vertebrado

Se utilizaron células BESMmantenidas rutinariamente según la meto­

dología descripta en 2.3. Previamente a su uso para al ensayo experimen­

tal, las células se dispersaron con solución de Tripsina-EDTAy se re­

suspendieron en medio RPMI-1640con 5%de suero fetal bovino inactivado

a Só’C durante 30 minutos, diluyéndose a una concentración final de

2 x 104 células/ml. El recuento celular se efectuó en cámara de Neubawer.

Se tomaron alícuotas de 2 ml de 1a suspensión celular, perfectamente

homogeneizadapor agitación mecánica, que se colocaron estérilmente en

placas de Petri de'plístico de 35 mmde diámetro, conteniendo tres cu­

breofijetos‘cuadrados de 12 mmde lado, perfectamente limpios y estériles.

Los cuBreijetos se manipulearon con pinzas de relojero estériles de pun­

ta curva y fina. Las placas de Petri se incubaron s 37°C,en atmósfera

humidificada de 5%0022‘952 de aire durante 24 horas.

Para los ensayos experimentales se utilizaron sólo los cubreobjetos

con células perfectamente separadas entre si por una distancia de sl me­

nos un difimetro celular.

2‘6.2 PregaraciSn de los parásitos

En esta serie de ensayos experimentales se utilizaron tripomastigotes

derivados de cultivo de tejidos de los clones CA—I/7l,y [72 y Miranda/76

y /80 de T. cruzi. Se infectaron cultivos semiconfluentes de células BESM

en frascos de 75 cm2 de superficie, con aproximadamente 1 x 106 tripomas­

tigotes, durante 6 horas. Diariamente se efectuó un camBiode 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 primer ciclo in­

tracelular de los cuatro clones de Is cruzi , Comolos ciclos intracelu­

lares de los clones de T. cruzi utilizados no tienen igual duración

(Engel, Doyle y Dvorak, comunicacifin personal) (44). se infectó a los

cultivos celulares a distintos tiempos de acuerdo a ls duración del ci­

clo intracelular de cada uno de los clones, que fue de 4,5 días para los

clones CA-I/7l y /72. de 6 días para el clon Miranda/76 y de 9 días 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 recolección

del soErenadsnte conteniendo los parásitos. La contaminación con formas

smastigote, spimastigote e intermedias nunca superó al 5%.

El sofirensdsnte conteniendo a los tripomastigotes se centrifugó a

300 g durante 10 minutos, con el objeto de eliminar restos celulares y

el soBrensdante se centrifugfi nuevamente a 1500 g durante 10 minutos a

4°C. Los parasitos sedimentsdos se resuspendieron en medio RPMI-1640con

52 de suero fetal Bovino inactivsdo. Se tomaron alícuotss de las suspen­

siones de cada uno de los clones, las que fueron diluídas s rszñn de

1140 a 1/4000 según la concentracifin de.parñsitos en la suspensión, en

un volumen final de 20 ml de una solución de electrolitos (Coulter

Isoton II) (Tabla 4). El númerode parásitos en cada una de las muestras

se determinS en un contador electrSnico de.partículas (Coulter Counter,

modeld B o ZBI, Coulter ElectroniCs Inc., HIALEAH.Florida). Las dilucio­

nes de las.muestras se realizaron con el propÉsito de ajustar el número

de células entre S x 103 y 4 x 104 parásitos/ml y minimizar así el error

de conteo del aparato. Cadamuestra fue analizada por triplicado, prome­

diflndose los resultados oBtenidos. Finalmente, se procedió a diluir las
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. . . . 6suspensiones de tripomastigotea a una concentraczón final de 2 x 10

parásitos/ml para cada uno de los clones entudiadoe.

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

C1 Na 7,93 g/l

EDTA(disódico) 0,38 g/l

ClK 0,40 g/l

P04H2Ne 0,19 3/1

P04HN32 1,95 3/1

FNe 0,30 g/l

2.6.3 Infecciün de las células de vertebrado

Los cuBreobjetos con las células adheridas se retiraron de la placa

de Petri, secEndoselas aristas con papel de filtro, con el objeto de

míníhizar el error introducido por dilución en la suspensión parasita­

ria, y se colocaron estfirilmente en placas de Petri secas de 35 mmde

diámetro debidamente rotulsdss. Inmediatamente se expuso a las células

a alícuotas de 2 ml de las suspensiones de parísitos, incubñndose los

cultivas e 37'C en las mismas.condiciones de atmósfera y humedaddescrip­

tas (ver 2.6.1), durante 2 horas.y medía. Transcurrido ese lapso, los

cubreobjetos se extrajeron con pinza de relojero y se anjuagaron median­

te 10.inmersiones sucesivas en 3 vasos de precipitados de 25 m1de capa­

cidad, conteniendo 20 ml de soluciSn PBS, con el oBáeto de elininar loa

parásitos no adfisridos.
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Los cubreobjstos se colocaron en placas de Petri.aecas de 35 mmde

diámetro y se cubrieron inmediatamente con 2 ml de una solución de glu­

taraldehído en PBSal 32 (V/V) (Merck), fijándose las células durante

12 horas a 4°C. Los cubreobjetos se montaron luego en forma invertida

con glicerina (Mallinkrodt) sobre portaobjetos de vidrio limpios, desen­

grasados y rotulados, sellándose los bordes.

Previamente a le observación de los preparados se procedió a cubrir

109 rótulos de los portaobjetos numerándoselos al azar, a fin de efec­

tuar la lectura de los mismosa ciegas y minimizar el error introducido

por el operador.

Los preparados se observaron por microscopía de contraste de fase

en un microscopio Zeiss, 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 preparados por triplicado o cuadruplicado correspondientes a cada

clon. En cada uno de estos preparados se determinó el número de parási­

tos intracelulereslloo células BESM.Los resultados obtenidos se expre­

san comoíndices de penetración. los cuales se obtienen por 1a normali­

zaciSn‘de'la medie del número‘deparasitos intraceluhares por célula se­

gún el modelo: Indice de penetreciSn (IP) es igual a E/C, siendo E,la

media del númerode perfisitos intracelulares.por célula considerada in­

dependientemente para cada uno de los clones de T. cruzi estudiados, y

C.la media del númerode parásitos intracelulares por célula para el clon

Miranda/76 del correspondiente ensayo experimental, ya que dicho clon fue

utilizado comoun estendard interno en todas las series de ensayos reali­

nados.



74

0 sea:

Indice de penetracion (IP) _ E (experimento)
C (control)

Siendo: E,la mediadel N° de parásitos intracelulares/célula (Í) consi­

derada independientemente para cada uno de los clones de 2.

cruzi estudiados, en un experimento dado.

y C,1a media del N° de parásitos intracelulares/cñlula (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 programadapara calcular la media del númerode parásitos in­

tracelulares/cálula, 1a desviación estandard y el error estandard. Los

resultados experimentales obtenidos se analizaron estadísticamente me­

diante el test "t" de Student (210), determinándose los niveles de signi­

ficaciSn. Las diferencias entre datos observados para niveles de confian­

za superiores o iguales a1 952 se consideraron estadísticamente signifi­

catiVos.

2.7 Capacidad de penetraciSn de tripomaatigotes del clon CA-I/71 de

T. cruzi: estudio del efecto de monosacñridos sobre 1a infectividad

Se expusieron células BESMa tripomsstigotes derivados de cultivo

de tejidos de la cepa Ernestina y del clon CA-I/71 de T. cruzi en pre­

sencia de monosacáridos, con el objeto de determinar el efecto de éstos

sobre la capacidad infectante de los parásitos.

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

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

N-acetil-D—glucosaminay N-scetil-D-galactosamina. Todos los monosacáridos
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utilizados se adquirieron en Sigma Chemical Co.. siendo del mayor grado

de pureza disponible.

2.7.1 ‘PreparaciSnde los cultivos celulares

Los cubreobjetos con las células BESMadheridas (ver 2.6.1) se 1a­

varon con medio Mínimo Esencial de Eagle (MEM)(216), suplementado con

un 1! (w/V) de seroalbümina Bovina, Fracción V (BSA, Sigma Chen.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. El lavado se efeCtuó

colocando a los cubreobjetos en placas de Petri secas de 35 mmde diáme­

tro, previo secado del excedente de medio, los que fueron cubiertos con

2 ml de medio MEMcon 11 de BSA.

2.7.2 Preparacion'de los parásitos

Se utilizaron tripomastigotes de la cepa Ernestina y del clon CA-I/7l

producto del primer ciclo intracelular de los parSaitoa. El ciclo intra­

celular de la cepa Ernestina es de aproximadamenteJ dias. El medio de

cultivo se renov8 diariamente. El sobrenadante de cultivo del clon

CA-I/7l fue centrífugado inicialmente a 300 g durante 10 minutos, con el

ijeto de eliminar restos celulares, y el sobrenadante se centrifugó nue­

vamente a 1500 g durante 10 minutos a 4°C. El pellet formado por los pa­

rásitos se reauspendió en MEMcon 1%de BSA, recentrifugñndose a 1500 g

durante el mismolapso, con el objeto de eliminar los restos de suero.

Este procedimiento se rapitifi nuevamentey el pellet resultante se resue­

pendiS perfectamente en 20 m1 del medio de cultivo antes mencionado, frac­

cionándose en 10 tubos pliatieos c6nicos con tapa a rosca a razon de 2 ml

de suspensión en cada uno de ellos. Se extrajo una muestra de la suspensión
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parasitaria que fue diluída en solución Coulter Isoton II y se determinó

el númerode parásitos en un contador Coulter-Counter, según se descri­

bió anteriormente (ver 2.6.2). La muestra se analizó por triplicado, pro­

mediándose los resultados obtenidos.

Los 10 tubos conteniendo la suspensión parasitaria, se centrifugaron

nuevamente a 1500 g durante 10 minutos a 4°C y los pelleta obtenidos se

retuspendieron independientemente en los siguientes medios: MEMcon el

agregado de 11 de BSA y MEMcon 1% de ESA y 20 mMde cada uno de los

nueve monosacíridos anteriormente mencionados, en forma independiente

(ver 2.7).

El sobrenadante de cultivo de la cepa Ernestina conteniendo los tri­

pomaatigotea, ee sometiá simultáneamente a la misma secuencia de lavados

Con medio MEMcon 12 de BSA, detallada para los parisitos del clon CA-I/7l.

con la excepciSn de que finalmente la suspensión parasitaria se fraccio­

n6 equitativamente en dos tubos c6nicos de 10 ml con tapa a rosca, deter­

minindose también la concentración de tripomastigotes mediante la extrac­

ciSn de una muestra (ver 2.6.2). Ambostubos se centrifugaron luego a

1500 g durante 10 minutos a 4°C y los pellets obtenidos se resuspendie­

ron respectivamente en medio MEMcon 1% de BSA y en el mismo medio con

el agregado de 20 mMde N-acetil-D-glucosamina. La cepa Ernestina de

T. cruzi se utilizó comocontrol en todos los ensayos experimentales rea­

lizados. Finalmente, todas las suspensiones de tripomaotigotes, tanto

de la cepa Ernestina comodel clon CA-I/71, se diluyeron a una concentra­

.ci6n final de 1 x 106 parásitos/ml.

2.7.3 Infeccidn de las células de vertebrado

A continuación se retiraron los cultivos de células BESMde las
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placas de Petri, escurriándose cuidadosa y rápidamente el medio de cul­

tivo y se colocaron en placas de Petri secas y estériles, exponiéndose

inmediatamente a las suspensiones de parásitos durante 2 horas a 37°C

en las mismas condiciones experimentales de atmósfera y humedaddescrip­

tas. Transcurrido:ese lapso, los cultivos se lavaron, fijaron y monta­

ron soBre portaobjetos (ver 2.6.3).

Se realizaron 3 experimentos independientes para todos los monosa­

cáridos estudiados, excepto para el monosacñrido N-acetil-D-glucosamina,

para el cual se efectuaron 6 experimentos independientes.

Los resultados se expresaron comoíndices de penetración (IP), con

la salvedad de que en este caso E,ee la media del número de parásitos

intracelulares por célula en un cultivo tratado con uno de los monosa­

caridos y C.es la media del númerode parásitos intracelulares por célu­

la en el cultivo control correspondiente no tratado, o sea incubado-en

presencia de medio MEMcon 12 de BSA.

o sea:

IP (Indice de penetraciñn) - E/C

siendo E,1a Ï' en un cultivo tratado con un monosacñrido,

y C,la Í en sl correpondiente control.

Los datos ofitenidos se analizaron estadísticamente mediante el test

"t" de Student (210). considerfindoseestadísticamente significativas las

diferencias para niveles de confianza superiores o iguales al 952.

2.8. Capacidad de penetracifin de tripomastigotes de distintos clones de

T. cruzi: estudio del efecto del monosacirido Neacetil-D-glucoeamina

Se estudio el efecto de una concentraciSn 20 mM de N-acetil-D-gluco­

semina soBre 1a infectividad de varios clones de T. cruzi según la meto­
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dología que se detalla a continuación.

2.8.1 Preparación de los cultivos celulares

Los cultivos de células BESMse realizaron de acuerdo a la metodo­

logia descripta para el estudio de la capacidad de penetración de los

tripomastigotes del clon CA-I/Zl detallada anteriormente (ver 2.7.1)

con la excepción de que se incubaron en solución salina balanceada

de Hanks (Tabla 5) con 12 de BSAdurante 30 minutos, previamente a su

1.180.

2.8.2. Preparación de los parásitos

Se utilizaron tripomastigotes derivados de cultivo de tejidos de

los siguientes_clones de T. cruzi: CA-I/59, /69, /70 y Miranda/80,

/83 y /88 y tripomastigotes de 1a cepa Y de T. cruzi.

La duración de loa ciclos intracelulares de cada uno de estos clo­

nes es distinta. El clon CArI/SQpresenta un ciclo intracelular en

cultivo de células de vertebrado de aproximadamente'4,5 días, el clon

CA-I/69 de aproximadamente 5 días, el clon CArI/7O de aproximadamente

6 días, el clon Miranda/80 de 9 dias (¿4), el clon Miranda/83 de apro­

ximadamente 7 dias y el clon Miranda/88 de aproximadamente 10 días

(Engel, Doyle y Dvorak, comunicación personal).

Por lo tanto, lo cultivos de los clanes de T. cruzi se iniciaron

a distintos tiempoa.a fin de recolectar sólo los tripomastigotss pro­

ducto del primer ciclo intracelular de los parásitos para cada ensayo

experimental.

En todos los experimentos se utilizó 1a cepa i de T. cruzí como

control.
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TABLA 5. COMPOSICION QUIMICA DE LA SOLUCICN SALINA BALANCEADA DE

Solución A

NaCl

KCl

MgSO¿.7 H20

H20 destilada

golución B

CaCl
2

H20destilada

Solución C

Na2HP04. 12 H20

KHZPOA

glucosa

H20 destilada

Solución D

Nel-ICO3

“20 destilada

Solución final

- Mezclar soluciones A y B

0,14 g

10 m1

0,15 g

0,06 g

50 m1

0,14 g

10 m1

- 1 volumen solución (A+B) + 1 volumen solución C + 18
volúmenes de H 0 destilada

2

- Agregar 2,5 m1 de solución D cada 100 m1 de HBSS
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El sobrenadante de cada uno de los cultivos conteniendo los trípo­

mastigotes se recolectó independientemente en tubos de centrífuga c6­

nicos de 10 ml de capacidad, centrifugándose inicialmente a 300 g du­

rante 10 minutos. El sobrenadante se centrifugó nuevamente a 1500 g

durante 10 minutos a 4°C y el pellet se resuspendió en 10 m1 de Solu­

ción Salina Balanceada de Hanks (HBSS)(tabla 5) (211), con el agrega­

do de 1% (w/v) de BSA, realizándose posteriormente un segundo lavado

con la mismasolución. A continuación, se extrajo una muestra de la

suspensión parasitaria perfectamente homogeneizada,efectuándose el

recuento de los parásitos en cámara de Neubawer, por triplicado para

cada uno de los clones estudiados. Los resultados obtenidos se prome­

diaron.

Se procedió luego a fraccionar los 10 ml de suspensión parasita­

ria homogeneizada en 2 tubos cómicos de centrífuga de 10 m1 de capa­

cidad, a razón de 5 m1 de suspensión 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 HBSScon el

agregado de 11 de BSAy en el mismo medio más el agregado de 20 mM

de N-acetil-D-glucosamina, adecuándose el volumen final con el objeto

de obtener una concentración final de 2 x 106 parásitos/m1 para cada

uno de los clones y 1a cepa Y de T. cruzi.

2.8.3 Infección de las células de vertebrado

bos cultivos de células BESMsobre cubreobjetos se retiraron de

la solución HBSScon 12 de BSA, secándose las aristas sobre papel de

filtro. A continuación se colocaron en placas de_Petri secas de 35 mm
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de diámetro, y se expusieron inmediatamente a alícuotas de 2 ml de las

suspensiones parasitarias, incubándose a posteriori por un lapso de

2 horas en las condiciones habituales de temperatura y humedad. Trans­

currido ese lapso se lavaron, fijaron y montaronsobre portaobjetos

según 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 microscopía de contraste de fa­

se (ver 2.6.3), determinándose la media aritmética del númerode.pará­

sitos intracelulares por célula, para 100 células en cada uno de los

triplicados realizados en cada ensayo experimental.

Los resultados se expresaron nuevamente comoindices de penetra­

ción según el modelo E/C, siendo E, la media del número de parásitos

intracelulares por célula obtenida incubandoal sistema células hués­

ped-parásitos en presencia de N-acetil-glucosamina , y C, ls media

del númerode parásitos intracelulares por célula obtenida para el

respectivo cultivo control. Por ejemplo,

IP (Indice de penetración) ' E/C_ Ï CArI/59 con HBSS+ 20 mMN-AcGlu

¡(CA-I/59) (con mass)

Los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente mediante

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

de células de vertebrado por T. cruzi.

En esta serie de experimentos, se estudió el efecto de tree anticuer­

pos monoclonalee. designados respectivamente con las nomenclaturaa Ba.

D4y M35,soBre la capacidad infectante del estadio tripomastigote in vitro.

2.9.1. Origen de los anticuerpos monoclonales

La cepa de T. cruzi utilizada para 1a obtención de los anticuerpos

monoclonales fue la cepa Tulahuen (212), la cual se mantiene por pasajes

semanales. Para la obtención de los anticuerpos monoclonalee se utilizó

1a fracción subcelular’(flagelar) (lól) del estadio epimastigote (213).

Los parásitos se cultivaron en medio bifásico completo (214) sin agita­

ción, y se cosecharon en la fase de crecimiento logaritmico.

Para la inmunización se utilizaron ratones machos BALB/cde cincuen­

ta días de edad, que fueron inyectados intraperitonealmente con 200 ug

de fracción flagelar liofilizada con 1,25 x 109 unidades de Bordetelll

pertusis comoadjuvante (213). El esquemade inmunización consistió en

3 dosis intraperitoneales'totales, efectuadas cada 7 días. La última

inoculación (Booster) se efectuó también intraperitonealmente y tres

días más tarde los animales fueron sacrificados por dislocación cervical

y sumergidos inmediatamente en una solución desinfectante. Posteriomente,

se hizo una incisión en el abdomeny se extrajo el bazo, que se colocó en

una caja de Petri con 10 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco

(Gibco) (10,05 mg/ml), bicarbonato de sodio (2 mglml), glutamina (0,292

mg/ml). estreptomicina (0.1 mg/ml). penicilina (100 U/ml) y anfotericina

B (0,002 ¡ng/ml).
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El bazo se colocó estérilmente en una grilla metálica y se disgregó

con el émbolode una jeringa plástica, recogiéndose el material en una

caja de Petri de 35 mmde diámetro conteniendo 1 ml de medio. La grilla

se lsvó con otros 2 m1 de medio y los 3 ml finales de suspensión se trans­

firierOn s un tubo cánico estéril de polipropileno,en el cual se colecta­

ron los homogenadosde entre 3-5 bazos. La euspensián se dejó decenter

durante 2 minutos y transcurrido ese lapso se transfirió el sobrenadente

e otro tubo de iguales características. Se centrifugó a 1000 rpm en una

centrífuga Sorvell de mesa CLC-4durante 10 minutos y se descartó el so­

Erenadente. Por este procedimiento se obtuvo un rendimiento de 5-10 x 107

células por bazo. Lee células se resuspendieron en 5 ml de Clflfla 0,17 M

frío, agitfindoss Bien, y el tubo se.sumergi6 en hielo durante 10 minutos,

con el ijeto de producir la lisis de los glóbulos rojos. Luegose agre­

garon 10 m1 de medio Eagle suplementedn con 202 (ylv) de suero fetal bo­

vino inactivedo e 56°C durante 30 minutos. Se centrifugó a 300 g duren­

te 10 minutos s 4'C y se descartó el sobrenadante. Las células se resue­

pendieron en medio sin suero y se contaroa en cámara de Neubawer. Se

utilizaron'les células requeridas para la fusiSn, congelándoseel resto

de ls suspensifin, en alícuota; de 108 células, en nitrógeno líquidod

Para la tunisn se utilizaron las células de mielomax 63 Ag 8.653,

que.es una línea de plasmscitoma de ratón. Las células de mieloma se co­

secharon,‘centrifugeron y resuspendieron en medio sin suero e une con­

centraciñn de 108 celulas. Posteriormente ae mezclaron amhas suspensiones

celulares. La'releción de células esplánicas e células de mielomafue

1:1. A continuación, lee células se centrifugeron e 400.g durante 10 mi­

nutos a 4'C. se removiS el sobrenadente y se agregaron 0,7 m1 de polie­

tilenglicol (PEC)4000 el 502 (p/v). Esta Operacián se realizó con el

tubo sumergido en un Baño de agus a 37°C, egregándose el PEGlentamente
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durante 90 segundos. Se agregaron luego 10 ml de medio ein suero (RPMI­

1640) durante 2 minutos y ae centrífugó a ¿00 g durante 10.minutos a tem­

peratura ambiente. Las células sedimentadas ee resuspendieron en medio

HAT(173), conteniendo 13,61 ug/ml de hipoxantina, 3,78 ug/ml de timidi­

na , 1;75 Lg/ml de aminopterina y 20%(v/v) de suero fetal bovino inac­

tivado. La suspensión celular ae distribuyó en multiplacas de 96 poci­

llos, a razón de 100ul (aproximadamente50 células) por pocillo. Las

celulas se mantuvieron e 37°C en una atmósfera de aire y anhídrido car­

Bónico al 52. Cuandoee evidenció crecimiento suficiente de los híbridos,

ee reemplazá el medio EATpor medio HT (ein eminopterina) durante 15

dias; Finalmente. lee celulae ee mantuvieron en una mezcla al-SOZ (v/v)

de medio RPMI-164Ocon 20! de euero fetal bovino inactivado y el mismo

medio pero condicionado.

El clonado de las cálulae híbrida: ee realizó por dilucián límite

(215) y los clonee ee expandieron, congelñndoee posteriormente en nitró­

geno líquido.

Para determinar la eecreaifin'de inmunoglobulinas, ee realizó 1a prue­

ba inmunoenzimfitica ELISAcon la enzñla peroxidaea y el antígeno homólo­

go (fracciün flagelar eoluSilizada) (213).

Los anticuerpos monoclonales obtenido: ee seleccionaron por inmuno­

fluoreecencia indirecta'(lFI) y por presentar inmunolisis mediadapor

complemento (ILMC).

Para los ensayos de penetraciSn ee utilizaron 4 anticuerpos monoclo­

nalee.de la eerie obtenida contre.1a fracci8n flagelar de T. cruzi, deno­

minados respectivamente 83. Ca. Da y M35. Todos loe.anticuerpos presen­

ten características de 1361. Unode elloa, el D4, reconoce antígenos de

ameetigotee y tripomaetigotee y'presente actividad protectora en trans­

ferencia pasiva a ratones. El anticuerpo monoclonal B3 reconoce a los
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estadíos amastigote y tripomastigote. El anticuerpo monoclonal MES,re­

conoce a los estadios amastigote y tripomastigote de T. cruzí, presenta

actividad lítica mediada por complementoy actividad protectora en rato­

nes que son posteriomente desafiiados. El anticuerpo monoclonar 04 no pre­

senta actividad contra el T. cruzi y fue utilizado comocontrol, además

del control efectuado con sobrenadante de mieloma.

Los híbridos se expandieron posteriormente in vive, para lo cual se

inocularon ratonss BALB/cde 45 días con 0,5 m1 de Pristane (2,6,10,14

tetrametil pentadacano, Sigma)por vía intraperitoneal. Transcurridas 2

semanasse inocularon 106 células hibridas/ratón por via intraperitoneal.

El fluido ascItico de los tumores formados se comenzóa recoger entre el

S°y el 9' día post-inoculación. Se obtuvieron entre 7-10 m1de fluido

ascitico total/ratSn, extraídos durante un lapso de 6 días, conteniendo

aproximadamente 10 mg/ml de anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos monoclonalss utilizados en este trabajo fueron desa­

rrollados por Ada R. de Campanini y Jacqueline Bua.

2.9.2 Preparacidn de los cultivos celulares

Se utilizaron cultivos de células BESMsobre cubreobjetos de vidrio

preparados segün'la'metodologia detallada anteriormente (ver 2.6.1).

2.9.3 PreparaciSn de'loa parásitos

En esta serie de experimentos se utilizaron tripomaatigotes deriva­

dos de cultivo de tejidos del clon CA—I/71y de la cepa Y de T. cruzi .

Los cultivos se iniciaron'tamBiEn a distintos tiempos a fin de recolectar

simultineamente los parasitos'producto del primer ciclo intracelular pa­
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ra cada experimento. Se realizó une primera centrifugación a 300 g duran­

te 10 minutos a 4'C y el sobrenadante ee recentrifugñ a 1500 g durante

10 minutos a 4°C. El pellet se reeuspendió en medio RPMI-lóáo con SX de

suero fetal bovino inactivado, determinandose la concentración de pará­

sitos de una muestra mediante recuento en cámara de Neubawer‘ La suspen­

eipon parasitaria se llevó a una concentracion de 5 x 105 tripomaatigo­

tes/ml y se fraccionó en 5 tubos c5nicoe con tapa a rosca. a nazón de

1 ml de suspensiSn por tuBo.

En forma paralela a 1a prenatacián de los parieitos,ae deecongelaron

alícuotae de 0.10 m1de los fluídoe asciticos conteniendo los distintos

anticuerpos monoclonales, así comotambién del medio sobrenadante de los

cultivos de mieloma. Se efectuaron diluciones 1/10 de los fluidos asci­

ticos y del sofirenadante'de mieloma en medio RPMI-1640con 51 de suero

fetal Bovino inactivado. A continuacián, se agregó independientemente

1 m1de cada'una de.1as diluciones de los fluidos asciticoe conteniendo

los anticuerpos monoclonales a cada uno de los tubos conteniendo la sus­

pensián de'parlsitoe, de modotal que la concentraciñn final obtenida

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

2.9.4 Ensaxods infecciSn da las células de.vertebrado

Los cultivos de cElulas BESMee colocaron en placas de Petri de

35 mmy se cuBrieton inmediata e independientemente con 2 ml de cada una

de las suspensiones parasitarias conteniendo los 4 anticuerpos.monoclo­

nales ; el sobrenadante de.cE1u1as de mieloma. La incubaciSn se efectuó

a 37'C, en las habituales condicibnee de humedady tensión de 002. duran­

te un lapso de.dos horas y media. Los cuBreoBJetos se lavaron, fijaron

y montaron sobre nortaobjetos (ver 2.6.3).
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Se realizaron 3 experimentos independientea.pera el clon CA-I/7l

y 2 para la cepa Y. y en cede uno de ellos las determinaciones ae efiec­

tueron por triplicado. Se determiná la media del númerode paráeítoe in­

tracelulares por célula (Ïi) mediante le observación de 100 células en

cada preparado (ver 2.6.3).

Los resultados ¡e expresaron comoíndices de penetración (IP), obte­

nidos por la normalización de las medias del númerode parisitoo intra­

celuleree por cálula (Í) obtenidas en presencia de cada uno de los anti­

cuerpos monoclonalee. con respecto a la media obtenida en presencia del

eobrenadente de mieloma en ceda experimento.



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Infectividad de clones de T. cruzi

El estadio reproductivo de T. cruzi en el huésped mamífero se desa­

rrolla intracelularmente. Esto implica que el parásito debe presentar la

capacidad de penetrar activamente en la cílula huésped no fagocítica pa­

ra poder completar su ciclo evolutivo (40).

El objetivo de este estudio fue determinar si existen diferencias

en las capacidades de penetración en la célula huésped, y por ende en las

capacidades infectantes, de subpoblaciones de T. cruzi provenientes de un

mismoaislamiento y de distintos aislamientos del parásito. La determina­

ción de la existencia de diferencias en la infectividad de subpoblaciones

prOVenientes de una mismacepa, que confirmaria la existencia de heteroge­

neidad dentro de un aislamiento de f. cruzi con respecto a este parámetro

biológico (81),sGlo es posible si se utilizan poblaciones genéticamente

homogéneas(clones) de parásitos. obtenidas a partir de aislamientos uni­

celulares de organismos;

En este traBajo se presentan los resultados del análisis cuantitati­

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

cruzi provenientes de dos.origenes distintos,los clones CA-I/71, CA-I/72

y los clones'Miranda/76, Miranda/80.

3.1.1 Análisis cuantitativo de la capacidad infectants de clones de T.

cruzi

Los tripomastigotes de los cuatro clones de I; cruzi estudiados pre­

sentaron la capacidad de infectar células de músculo esquelético y piel

de feto bovino ig_!itrg. Comodespués de la invasiSn de las células de

vertebrado, el tripomastigote se reorganiza a amastigote y permanecemor­

fológicamente quiescente durante el periodo lag, todos los parásitos
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intracelulares encontrados dos horas y media después de la exposición de

las células de vertebrado a la población parasitaria son el resultado de

la penetración.

La distribución de los parásitos en la poBlación de células de verte­

brado se vio adecuadamentedefinida por una distriBuciñn Binomial negati­

va. En la Tabla 6 se detallan los resultados obtenidos a partir del re­

cuento del númerode parasitosrintracelulares por célula, determinado en

100 células de vertebrado observadas en un preparado correspondiente al

clon CA-Il71 y otro correspondiente a1 clon Miranda/80 respectivamente,

con el objeto de ejemplificar comose oEtuvihron los datos experimentales

utilizados para calcular las.nedíaa aritmítícas del númerode paríaitoe
Íntracelularea por cfilula.

En las taBlaa 7 y 8 se detallan loa resultados de las medias aritmé­

ticas de los'partsítos‘intracelularee“obtenfdas en cinco experimentos

independientes realizados para los clones Miranda/76 y Miranda/80, respeg

tivamente, y en las taBlas 9 y 10 los resultados obtenidos en cuatro expe­

rimentos independientes realizados para los clones CA-I/71 y CA-I/72. En

dichas tablas se detallan los valores de las medias aritméticas del núme­

ro de parisitoa:íntracelulares por célula (ii) obtenidos.en ceda uno de

los preparados.rea1izados.en los experimentos independientes, así como

tamBiEn las medias de los mismos (Í), laa desviaciones estandard (DS) y

los.errorea estandard (ES).

El rango de.variací6n de las ÏÍ correspondientes a1 clon Miranda/76

fue de.0,8 a 1,37 parasitoa.intracelu1area por célula, determinado en

100 células para cada preparado. El rango de varíacifin interexperimentel

'e las Í se encontr6 comprendidoentre 0,87 y 1.31 parásitos intracelula­

rea 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/30.

NUMERO DE CELULAS

Númerode parfisiton
intracelulareo/ctlula; CA-I/7l Miranda/80

0 14 92

1 19 8

2 15 0

3 8 O

4 11 O

5 S 0

6 6 0

7 5 O

8 4 0

9 2 0

10 3 0

11 2 0

12 3 0

13 1 0

14 0 0

15 1 0

16 .0 0

17 1 0

TOTAL 396 parásitos/100 8 parásitos/100
células células

Mediaaritmfitica del clon CA-I/71 - 3,96
Error Estandard del clon CA-I171 (ES) - 0,378

Media aritmfitica del clon Miranda/80 (Ïi) - 0,98
Error Estandard del clon Miranda/80 (ps) - 0,0027

90
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TABLA 7. MEDIASARITMETIQS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL

CLON MIRANDA/76 OBTENIDAS EN 5 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES.

Clon Experimento N'de preparado ii x
DS

ES

Miranda/76 1 1.1 0,87 0,37

1.2 0,92 0,045
1.3 0,83 0,026

2 2.1 1,23 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 0,39

Lexendas:
Í. : Mediadel númerode parísiton íntrncélul¡res/c51ula determinado
1 en 100 cílulas para cada preparado.

Í : Media do; Ïi obtenidos en cada experimento independiente.
DS : Desviación estandnrd.

ES Error entenderá.



TABLA 8. MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL

CLON MIRANDA/30 OBTENIDAS EN 5 EXPERIMENTÜS INDLPENDIENTES.

.» Clon Experimento N’de preparado Xi X
DS
ES

Miranda/80 1 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

a 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
403 0.04

S 5.} 0,06 0,05
5.2 0,05 0,006
5.3 0,05 0,003

Lezendaa: Ver Tabla 7.



TABLA 9. MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL

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

Clon Experimento N'de preparado Í Ío. í
ES

CA-I/71 1 1.1 2,15 2,48

1.2 2,34 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

4 4.1 3,33 3,6

4.2 3,71 0,24
4.3 3,79 0.14

Legend“: ver tabla 7.
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TABLA 10. MEDIAS ARITMETICAS DEL NUMERO DE PARASITOS INTRACELULARES DEL

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

Clon. Experimento N'de preparado Ïí Í
DS

ES

CA-I/72 1 1.1 0,67 0,83

1.2 1,08 0,13
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' 0,33 0,07

1 3 3.1 0,45 0,38
3.2 0,37 0,076

' 3.3 0,32 0,06

5 5.1 0,35 0,37
5.2 0,39 0.02
5.3 0,36 0,009
5.4 0,38

Lexendaa: ver tabla 7.
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E1 rango de variaciñn de laa ii correspondientes al clon Miranda/80

fue de 0,03 a 0,12 perisitoe intracelulerea por célula y el de lee Í fue

de 0,04 a 0.11 parásitos intracelulares por célula (tabla 8).

E1 rango de variación de las ¡í oeciló entre 2.15 y 7.09 paríeitoa

intracelularee por célula para el clon CA-Il71y el rango de variación

interexperimental fue de 2,48 e 6w81parlaitoe intracelularee por cilula

(table 9).

Para el clon CA-I/72. loa valores de Ïí obtenido. ¡e encontraron

comprendidoeentre 0,32 y 1,08 y los valoree'interexperimentalee de Í en­

tre.0,37 y 0.83 paríeitoa intracelulerea por célula (tabla 10).

En la tabla 11 ae detallan las medias del númerode paríeitoa intra­

celularee por ctlula obtenidas para.cada uno de los clones de T. cruzi

estudiados. con aus correpondientea errores eetanderd. leícnmo tmnüián

los índices depenetraei‘ón (.IP) respectivos ofitenidoa para cada experi­

mentoindependiente y el indice de'penetracifin relativo total (Ïï) obte­

nido para cada uno de'loa clone; de T. cruzi con respecto a1 clon Miren­

da/76,a cuyo Indice de penetración se asignó erfiitraíianente el valor

de 1 (yer 2.6.3.).

Loa datoa obtenidos permiten demostrar 1a existencia de diferencias

notaBlee. entaBlea y reproducifilee en'ia capacidad infectante de loe clo­

nee de Tripanoeomacruzi estudiados. Eetae diferencian de infectivided

se observaron tanto entre clones proveniente: de distintos aielenientoe

comoprovenientes de un mismoaislamiento. Por ejemplo, a igual concentra

ción de formas infectantee presente: en el inóculo. ¡e pudo determinar que

cada 100 parieitoe' ¿.1 clon Miranda/76 interi‘orizadoe; en 1a célula huésped

ee encontraron intracelularmente ¡610'6 parásito-:del clon Miranda/80. Un

hecho aihilar ee observe para los clone. CA4I171y CA-Il72 (tabla 11).
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TABLA 11. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS CAPACIDADES INFECTANTES DE CUATRO

CLONES DE T. CRUZI EN CELULAS DE MAMIFERO.

Clon‘ Expdrfiunto í i ES í i Es IP IP x 100 l ïï

CA-I/71 1 2.5 _+_0.20 2,8 230 3.9

2 6,8 ¿0.26 4.39 5,2 520
.+

3 4.2 i 0.16 051 4.o ¿oo
4 3,6 i 0,14 3.5 350

CA-I/72 1 0,8 i 0,09 0,9 9o
2 0.42: 0.07 0,5 i 0.3 30 0.5
3 0,331-o.04 °'“ 0,4 4.0

, 5 0,37: 0,02. 0,4 ao

v. MIRANDA/76 1 0,371 0.03 1 100 1

z 1.31i 0.03 1 100

. 3 1.04: 0.006 1.05 i 1 100
a 1.03: 0.09 °'°71 1 100
s 1,01; 0.09 1 100

MIRANDA/30 I 0.03: 0.004 0,09 9

2 o,11_+_0,007 0.03 a

3 0,04: 0.001 . 8'36 i 0.04 4 0,06I

4 0,051 0,006 0,05 5
5 0.05: 0,003 0,05 s

Legendatz

Í: Nadia do los Ïí obteñídoa cn cada experimento
Í: Media de lot Í Á

Es: Error estandard

IP: Indice de fienetracifin
ÍÏ: Mediade los Indícet de penetracifin (IP) onenídoe.en cada

‘ uno de lo. experimento--indebondíentes



Asimismo,considerando los índices de penetración de los cuatro clo­

nes pudodemostrarse la existencia de marcadas diferencias en la infecti­

vidad de clones provenientes de distintos aislamientos. Los tripomastigo­

tes del clon CA-I/71 fueron aproximadamente 70 veces mia infectantes que

los del clon Miranda/80. Los clones Miranda/76 y CA-I/72 presentaron capa­

cidades infectantes intermedias entre ambosvalores extremos (Figure 5).

La media del númerode parasitos intracelulares/cilula (i + ES) va­

rÏo entre 4,39 i 0.91 para los tripomastigotes del clon CA-I/71y 0.066

i 0,01 para los parísitos del clon Miranda/80(tabla 11).

Durante el curso de este estudio, se oBaerv8 tamüiin que aproximada­

mente.e1 95-981 de los tripomaatigotes provenientes de.cultivos de celu­

las BESHde los.cuatro clones de T. nruzí presentaron la morfología caras

terïstica del tripomastigote ancho (Broad).

En los emperimentosrealizados con el'clon CA-I/71, se observaron

gran cantidad de.parlsitos adfieridos externamente a las memBranasde las

células BESM.cuya morfología a1 microscopio de.contraste de fase corres­

pondifi al estadío amastigote del parásito. El númerode parisitos adheri­

dos externamente a‘la célula huieped osciló entre los 16-32 parásitos

extracelularealcálula. Para el clon CAéI/72, el númerode parásitos pre­

sentando la morfología de amastigotes adheridos externamente a la membra­

na de.la cilula huáspsdvariB entre 1-3 parásitos extracelulares/célula,

mientraa que en los clones Mirandal76 y /80, los escasos parísitos adhe­

ridos presentaron la morfología caracter!stica_del tripomastigote.

3.1.2 Diacuaifin

El desarrollo de.m¡todos cuantitatiVos para investigar 1a infección

¿g vitro de las ctlulas de mamíferopor'ngpanosomaacruzi ha permitido
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Histograma que muestra las capacidades infectantes de tripomasti­
gotes de los clones CA-I/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 Penetración Medio)..



el estudio de esta interacción fundamental para la supervivencia del pa­

rásito (39 , 42). La observación de que todos los parásitos intracelula­

ree encontrados pocas horas después de la exposición de las células de

vertebrado a 1a población parasitaria son únicamente el resultado de la

penetración. implica que el númerode pariaitoa intracelulares puede aer

utilizado comouna medida cuantitativa de 1a habilidad de una población

de parásitos para penetrar en una población de cílulas huésped (42). En

consecuencia, aunque el proceso de penetración "per se" no pueda ser oh­

aervado, es posible determinar la cinética de 1a penetración de los tri­

pomaatigotee en las celulas de vertebrado mediante 1a determinación del

númerode pariaitoe intracelularea. Todos los parásitos capaces de pene­

trar en una célula no fagocítica de.vertebrado, presentan la capacidad

de reproducirse intracelularmente (46). completandosu ciclo reproducti­

vo cuando se produce 1a muerte y ruptura de 1a célula huésped y contri­

buyen así a 1a población parasitaria extracelular. Por lo tanto. 1a capa­

cidad de psnatracián de una poBlación ds pariaitos resulta aer una medi­

da de 1a capacidad infectante‘de dicha poblacián de T. cruzi.

Unnúmerosignificativo de células de vertebrado es infectado por

más de un parásito (tabla 6), hecho que no se ve reflejado cuando loa da­

tos se expresan comoporcentaje de céiulaa infectadas. La media del núme­

ro de parásitos intracelulares por célula debe ser utilizada comouna me­

dida cuantitativa de la penetración, y por ende de la infectividad, ya

que tiene en cuenta 1a infección múltiple de laa células huésped.

La microscopía de contraste de fase utilizada en el curso de este

estudio, permite 1a visualización nítida de los pariaitos intracelularea

oscuros y su diferenciación de.los parlsitos extracelulares adheridos a

98­

1a membranade la celula huésped, los cuales son muyrafringentss (foto 1 ,2)



Foto 1



Roto 1.
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Esta microfotografïa muestra párte de una célula BESM
fijada después de su exposición a tripomaatigotes del
clon CA-I/71 (Aumento 300 X).

Se pueden identificar parásitos que presentan la mor­
fología típica del amastigote, tanto intracelularea
(ai) comoextracelulares (ae).

Detalle de la microfotografíl A en la cual los ¿masti­
gotes intracelulares ae encuentran*en el mismoplano
que la célula huésped.

Detalle de la microfotografía A en la cual se ha enfo­
cado a los amaetigotes extracelularea. Se puede obser­
var que tanto la célula huésped comolos amaatigotea
intracelulares se encuentran erra de foco.
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Foto 2. Esta microfotografía muestra una célula BESM
fijada después de su exposición a tripomasti­
gates del clon Miranda/76. Se pueden indenti­
ficar tripomgstigotea adheridos a la célula
huésped(te) y parásitos intracelulareqí(pi)en
fase de reorganización a cmaatigotes GAumento
250 IX) .
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Lae células BESMson células planee, extendidae, que ae adhieren

perfectamente al vidrio del cubreobjetoe y presentan un citoplasma hie­

lino. La preservación morfológica de laa cálulaa de vertebrado aa exce­

lente con 1a metodología empleada (foto 3).

El hecho de utilizar poblaciones genfiticamente homogéneasde pará­

sitos, cada una de ellas con un ciclo intracelular caracteríatico en

cuanto a au duraciSn en cultivo de células, permitió obtener euapeneio­

nes de tripomaatigotea prlcticamente puraa'y'librea de contaminación con

otros eatadioe del paríaito (g 952 de tripomaatigotea) en el aobrenadan­

te de loa cultivoa celulares (ver 2.4).

Se han observado diferencias en 1a infectividad de tripomaatigotee

de distintas cepaa de T. cruzi en célula: de vertebrado (150) y en la

virulencia ig_!i!g en animales inoculadoa experimentalmentecon distin­

taa cepaa del parásito (68, 77). Sin embargo, la capacidad infectante

de lea cepa: deIT‘ cruzi.puede variar cuando loa pariaitoa aon mantenidos

Bajo diatintaa-condicionea-en el laBoratorio durante lapaoa prolongados

(77,81,1SS.691 o al variarae lao condicionar da mantenimiento de loa pa­

ríaitoa (76).

Loa reaultadoa obtenidos en este trabajo demuestran, por primera

vez, que.axiatan diferencias estables y reproduciblea en la capacidad de

penetracifin en la cílula huiaped. y por ende en la capacidad infectante,

de.eufipofilacibnea_de W. cruzi provenientes de una miama cepa o de distin­

taa capas. indicando que este perímetro Biológico ea clon dependiente.

Lee capacidades infectantea de loa clonae CA-I/71 y Miranda/80 ee

controlaron perifidicamente durante un lapso de cuatro años sin que se

evidenciaran camBioeen eata característica Biongica. Por lo tanto, los

cambioa oBaervadoa en la virulencia de 10a aislamientos de Tripanosoma

cruzi mantenidoa en condicionee de laBoratorio de acuerdo a diatintas
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Foto 3 b Microfotografïa por contraste de fase de
una célula BESM,cultivada en medio RPMI­
1640 con el agregado de SXde suerofifietal
bovino inactivado y posterioamente fijada
con glutaraldehído y montadacon gliceri­
na; en la cual se puede observar el cito­
plasmahialino característico de este: cé­
lulas plants y extendidas (Aumeúto450 X).
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metodologías pueden ser resultado de la selecciSn que induciria cambios

en la composiciónrelativa de la población parasitaria. Dependiendodel

protocolo de mantenimiento. se podrían entonces seleccionar eubpoblacio­

nes de alta o baja capacidad infectante a partir de una cepa que contie­

ne.amBassubpoblaciones. Las diferencias o semejanzas entre aislamientos

de T. cruzi se evidenciarian solamente una vez que dichas poblaciones

hayan sido seleccionadas y estabilizadas (218).

Meirelles y col., (189) indican que 1a infectívidad es una caracte­

rística bioldgica de las cepas de T. cruzi , 1a que se mantendría cuando

loe parísitos son'transferidos'de sus huáspedesnaturales e sistemas ig

vitro. Las cepas carecterizadas por estos autores estarian o bien selec­

cionadas y estaBili‘zadas'con respecto al porcentaje relativo de las die­

tihtas sufipoBlaciones de parasitoe'presentes. o serian homogfineascon reg

pecto_a esta característica Biológica. Hay que considerar asimismoque eg

tos autores utilizaron macrüfagos comoca1u1.. huísped, lo que introduce

una variaüle mia en el sistema: la'capacidad Eagocitica de los macrófagoe.

Este mecanismono se.puede.corre1acionar con el mecanismode interioriza­

ción de T. cruzi en cfilulas‘no profesionalmente fsgociticas, en las cuales

951o el trípomastigote es capaz de penetrar, mientras que tanto el epimee­

tigote comoel tripomastigote son interiorisedos por los macrófagos (224).

Otra evidencia de que'la'virulencia es aparentementeuna caracteris­

tica intrínseca del parasito'fue oütenida por Scñlempet (219). quien no

encontró correlaciñn entre.e1’nfimero de.tripomastigotes metacíclicos de

algunas cepas de T. crusiqihoculados en ratones.y el curso de la infección,

la que estaEa influenciada“por 1a virulencia del parisito. Inóculoe bajos,

del orden de los.5 x 103 tripomastigotes‘metacíclicoaj de cepas de distin­

ta virulencia produjeron reiteradamente infecciones de Baja.intermedia y

alta virulencia en ratones, dependiendo de 1a cepa de T. cruzi. Cuando
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se utilizaron tripomastigotes sanguíneos para infectar a los animales

en experimentacián, se observó una correlación entre el númerode parí­

sitos inoculados y los niveles de paraeitemia, excepto en cepaa de baja

virulencia en las cuales ls inoculaciün de un alto númerode parísitoe

no aumentó 1a parasitemia.

Se había postulado que el cambio y/o la imposibilidad de reprodu­

cir el curso de algunas infecciones experimentales por T. cruzi podia

atrihuirse a la heterogeneidad genética de le cepa estudiada (220,156).

Sin embargo, la fimportancia de la heterogeneidad de las cepas del parí­

sito en el curso de 1a infecciün en animales en experimentacifin, sólo

ee evidencio cuando ss.compar6 la patogsnicidad de dos cloneslprovenien­

tes del mismoaislamiento en'ratones altamente endocriadoe. Aunqueem­

Bos clones indujeron una infeccion aguda. esta sólo fue fatal para los

ratones infectados con uno de loe'clone33 mientras que los ratones infec­

tadoetcon el otro clon eoBreviVierony desarrollaron caracteristicas

histopatológicas, serongicae y parasitolágicas típicas de 1a infección

cránica (341.

Esto: datos implican que no s610 el contenido genético del hospeda­

dor sího tamfiiín el contenido genético del parisito modulan el curso de

la infeccifin chagisica (221), lo que avala nuestros resultados.

Bertolli y Brener estudiaron la infección de células de riñón

de mono (Yeroí por'tripomaetigotea de las cepas Y y CLde T. cruzi (150).

Los resultados obtenidos por estos autores demuestran que los tripomasti­

gotes'de 1a cepa CLpresentan una-menor infectividad debido a su menor

hafiilidad pare'nenetrer en las celulas de vertebrado. Estos resultados

sugirieron que la capacidad infectante de.1oe parfieitos podria estar

relacionada con la morfología'del trinomastigote. De este modo,loa tri­
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pomaetigotee de la cepa Y serían mia infectentce debido a la predominan­

cie de formes delgadas (elendcr) en eata cepa. mientraa que en la cepa

CL, menoe infectante, predominan loe tripomaetigotee anchoe (Broed).

Deane y col. (222) inocularon células Vero y Hola con forman eanguinees

de cuatro cepae de T. cruzi y deepuée de ttce dias de incubación a 35°C.

el oobrenadante contenía eólo formas tripomaetigote anchas. loique ee

interpretó comodeBido a que le mayoria de laa formas delgadas penetran

en lae cálulee de‘verteErado, mientras que las formaa anchae eon menos

competentes para interactuar con la célula huésped.

En el curao de.eete traBajo, te oBaervSque la mayoria de loe tri­

pomaetigotee preeentaEan la morfología caractetietica de los tripomae­

tigotee anchoa. Sin emBargo, el clon CA-I/7l reeultó ect sumamenteinfcg

tante para cílulae'de.verte8rado, mientras que en contraposición el clon

Mirandaleo preaents una muyBaja capacidad infectante. Bata oBaervación

implica que no‘fiaBria une“corrclacifin entre la morfología del ttipomaa­

tigote y au capacidad para infectar cílulae de vertebrado, e indicaria

que eetoa doe partmetroe'no‘aetartan neceeatiamcnte relecionadoe. Esta

oBaervaciSn'ea\ve'confirmada por el Hechode que loa tripomaetigotas del­

gado: (clander) de le cepa CLeon igualmente menoe infectantee que los

de 1a capa Y de T. cruzi; porque aligúahmae la concentración de tripa­

mactigotee'delgadoe preaentee.en loe inóculoe de amfiaacepas de T. cruzi,

la infecciñn'de cSlulae da.vorteBrado ee aeimiamoinferior para la cepa

CL (15o).

En consecuencia, la capacidad infectante da una caracteristica bio­

ngica que.depcndadel fondo genstico de loa parñaitoe. a pecar de estar

igualmente.moduladepor el tipo de cfilula huíaped (39,28), y no estaria

relacionada con la morfología del parieito.
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Para el clon CA-I/Zl de T. cruzi ss_evidenció que, una vez trans­

currido el lapso de incubación, todos los parásitos adheridos externa­

ronte a las células huésped e interiorizados en las mismaspresentaban

una morfología similar a la del amastigote, mientras que loa parasitos

no adheridos a las cfilulas consarvaBan1a morfología característica del

tripomastigote. En los clones Miranda/76 y /80 sa encontraron, en cam­

bio, tanto formas amastigctas"cdmo tripomsstigoteseyÍEOrmas sn proceso

de diferenciación en el citoplasma de 1a cGIula huáaped, mientras que la

mayoría de los parásitos axtracelulare: adheridos presentó la morfología

típica de.los tripomastigotas. Los parisitos del clon CA-I/71ds T. cruzi

presentaron,asflmismo. una mayor capacidad para adherirse a laemsmhrana

da.1a célula huaspsd que los tripomastigotes de los clones CA-I/72, Mi­

randa/76 y Miranda/80. Dasconocemoshasta al presente al significado

Biológico de esta rápida transformacifin morfolügica de los altamente

infectantas tripomastigotes del clon CA-I/71 al contactar ls membrana

plasmática de la cálula huSspad. aunque es evidente que este fenónemo

es tambiEn clon dependiente.

Los resultados obtenidos permiten concluir'que pueden convivir sub­

pcblaciones de'parísitos con distintas capacidades'infectantes sn pacieg

tes chagfisicos crónicos y que la infectividad es un parámetro biológico

característico de cada'subpoblación de parásitos. El origen de una pobla­

ci8n hateroginsa de parásitos sn un paciente chagiaico crónico puede de­

Berse.a una infecciün única con una poElaciBn heterogénea o a múltiples

infecciones. Paro de hecho. la coexistencia de parásitos con caracteris­

ticas'Biológicas distintas tiene profundas implicancias en 1a relación

ñufisped-parísito. ya que esta relaciÉn ser! al producto de la sumatoria

de las interaccionss‘entre cada una de las subpoSIacionesde parásitos
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presentes y el huésped. Por lo tanto. la relación huíaped-perisito de­

penderi del númeroy de las caracteristicas biológicas de las eubpobla­

ciones de T. cruzi que perasitan a dicho huieped.-Ee importante destacar

que la utilización de clones de T. cruzi no sólo ha permitido demostrar

1a heterogeneidad pre-ente en esta especie. eino que tiene implicancias

mia profundas. porque los clones no representan un productd artificial

obtenido en el laboratorio, sino que cada clon de T. cruzi represente

une sufipoBlaciGn‘naturel del parásito, ya que no se ha detectado inter­

cambio genético en este organismo.0'eeaoque un clon represente e un or­

ganismoy su progenia y'ee encuentra genéticamente aislado de otros clo­

nes del parisito.

Si se confirma la correlacifin existente-entre una alta tasa de cre­

cimiento y una alta virulencia y viceversa. encontrada recientemente

(223), no cabe.duda de que la coexistencia de equoBlacionee de T. cruzi

con elta infectiyidad y con Baja infectividad en un mismopaciente cha­

gfieico crdnico podria influenciar el curso y la evolución de 1a enferme­

dad de Ghia“;

3.2 Penetraciün de.tripomaeti¡otee del clon'CA-Il71 de T. cruzi en

cfilulae de mantiero: estudio del efecto'de monoeactridos.

Beeindoeeen 1a hitheaia de que las glicoproteinae de superficie

podrian actuar comoreceptores durante el proceso infeccioso, siendo las

responsañlee de la interacción entre el Tripanoaomacruzi y la celula

huéeped, ae'eetudit el efecto de loa monosaciridos predominantee presentes

en laa glicoproteinae de.1a superficie celular de lee ca1u1.s de vertebra­

do. eoBre.la capacidad infectente del estadio tripomaetigote del parásito.
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A continuación ee presentan loa resultados del estudio del efecto

de nueve monosacfiridos comúnmentepresentes en las glicoproteínae de su­

perficie, sobre la infectividad del clon CA-I/71y de 1a cepa Ernestina

de T. cruzi.

3.2.1 Resultados del estudio del efecto de monosaciridos

Se expusieron células BESMa tripomaetigotes 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(+) fucoss, D(+) manosa, D(r) arahinosa, D(+) xilosa,

D(-) ribosa, N-acetil-D-glucosamina y N-acotil-D-galsctosamina. Comocqg

trolee se utilizaron cultivos de células expuestos einultíneaúsnte a tr_i

pomastigotei de 1a cepa Ernestina de T. cruzi en prsssncis o no de N­

acetil-Ddglucosamins (ver 2.7.2).

La hafiilidad de loa tripomastigotee de ls cepa Ernestina para infec­

tar células BESMse vio inhibida mls de un 902 en presencia de 20 mMde

N-acetil-D-glucosanina. Sin emñargo, no se evidenció una inhibición de

la infección de las cfilulas BESMpor tripomastigotes del cien CA-I/71 en

las mismas condiciones experimentales. Los resultados obtenidos aa encueg

tran expresados comoíndices de penetración (Figura 6) (ver 2.7.3).

Asimismo,no se evidencis una'inhibición de la capacidad infectsnte

de.loe.tripomastigotes del clon CA-I/71 de T. cruzi cuando ee incubó a

los parásitos con las cálulss de vertebrsdo en presencia de otros ocho

monoeacaridos (Figura 7). Los dstoe obtenidos se encuentran expresados

tamBiSn comoIndices de penetraciGn, habiéndose omitido en este caso la

representaciün'grlfica de los controles realizados eihultineamente con

la cepa Ernestina. a fin de facilitar 1a visualizacifin de loa resultados

ofitenidosx
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N O f0 I'? y. ¡.aFigura 6. Histograma que muestra el efecto de 20 mMde N­
glucosamina (rayas oblicuaa) sobre la infección de célu­
las BESMpor trípomastigotes de la cepa Ernestina y el
clon CA-I/71 de T. cruzi con respecto a los correspondien
tes controles (rayas verticales).
(ES = 0,03-0,12; n n 3; siendo ES el error estandard del
Indice de Penetración Medio y n el número de experimentos
independientes realizados). '
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Figura 7.
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Histograma que muestra el efecto de nueve monosacáridos (20 mM)
sobre la capacidad infectante de los tripomastigotes del clon
CA-I/71 con respecto al control con seroalbümína bovina (BSA).
(ES = 0,01-012; n_= 3; siendo ES el error estandard del Indice
de Penetración Medio ylg el número de experimentos independien­
tes realizados). '
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3.2.2 Discusión

Previamente a la infección de las células huésped en el mamífero,

los protozoos parásitos intracelularss obligados dehen ser capaces de

reconocer y adherirse a las células susceptihles e la infección. Aunque

las fases de adhesión e interiorización del ngpanosoma cruzi pueden

ser separadas para su anllisise el mecanismode adhesión e infección no

ha sido dilucidado hasta el presente (181, 182, 116). Se ha demostrado

que la infección por T.'cruli‘y'Toxoplasma ¡ondii esti moduladapor el

ciclo celular de la cólula de vertebrado y que está relacionada con la

síntesis de glicoprotetnas de membrana(186), siendo mixima durante el

periodo S (184). Se considera que muchas interacciones cólula-cólula son

mediadas por glicoproteínss de superficie (179.200.178.177). Varios est!

dios han demostrado que 1a adherencia entre distintos tipos de cólulas

puede ser inhifiida por lectinas (177,181,183) o por aquellos monosacóri

dos'que constituyen los hidratos de carBonode la superficie celular

(177).

La infección de células de vertebrado por tripomaatigotes de T.cruzi

puede ser inhifiida por lectinas con distintas especificidades, indicando

que.los hidratos de carbono de la superficie celular están involucrados

en el proceso de infección (183). Sin embargo, el tratamiento con lecti­

nas no ea lo suficientemente selectivo comopara identificar a los recep

tores involucrados en la interacción entre el parisito y la cólula hués­

ped. Mas afin, los estudios con lectinas se ven limitados ya que algunas

son tóxicas para las cólulas de vertebrado (195). En consecuencia. se

estudió el efecto de los monosacíridos comúnmentepresentes en la super­

ficie celular (177) soBre 1a interacción entre g¿_35353y la célula de

vertehrado (195.196.225). encontrándose que la N-acetil-glucosamina
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inhibe especificamente la infección de varios tipos celulares por T.cruzi.

La preincubeción de los parásitos con este monosacfirido trajo comoconse­

cuencia la inhibición de la adhesión y penetración de los parásitos de la

cepa Ernestina de T. cruzi en la célula de yertebrado no fagocitica. Por

el contrario, la preincuBación de las células de vertebrado en presencia

de este monosacdridono inhibió la infección por el parásito (195). Es­

tos resultados implican que los tripomastigotes de Tzlpanosomacruzi se

adhieren a receptores que contienen N-acstil-D-glucossmina, presentes

en la superficie celular de la célula huésped de vertebrado. 0 sea, que

los-tripomastigotes tendrian una lectina del tipo de la aglutinina de

germende trigo (NGA)en su superficie, que interactuarïa con el recep­

tor conteniendo N-acetil-glucosemina presente en la superficie celular

de 1a c61u1a'de mamífero (195).

En Base a estos resultados, se habia postulado que el conocido fe­

nómenode tropismo tisular (67,68) presente en las infecciones por z.

cruzi., podria deberse a diferencias cuantitativas en los residuos de

N-acetil-glucosamiha presentes en los distintos tejidos del hufisped, lo

que resultaría en una distinta susceptibilidad de loa tejidos a la infec­

cifin, influenciando de este modola dietrihuciün de los parásitos en el

huésped vertebrado (195).

E1 hallazgo de diferencias tan notables en la infectividad de los

clones de T. cruzi estudiados (ver 3.1.3) nos llevó e estudiar el efecto

de este monosacfiridosobre la infectividad del parásito, para determinar

si estas diferencias podrian atribuirse a diferencias.cuantitativas o

cualitatiVas'en los receptores de membranainvolucrados en el proceso

infeccioso, escogiéndose inicialmente el clon CA-I/71. por ser este clon

el mts infeCtante para cGlulas de.verteBrado de todos los clones de I,

cruzi disponiïlesu Sin embargo, 1a N-acetil-D-glucosamina no inhibió 1a
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infección de las c81ulas huésped por tripomastigotes del clon CA-I/71,

en condiciones idénticas a las que inhiben la interiotización de los tri­

pomastigotes de la cepa Ernestina de T. cruzi. Estos resultados implican

que existen diferencias intra-específicas en los receptores de superfi­

cie del TEXpanoaomacruzi involucrados sn la interacción con la célula

huésped.

Comose mencionara anteriormente, no se encontró inhibición de la

interiorización de los tripomaetigotes del clon CA-I/71 en la celula de

vertebrado en presencia dc otros monosacáridos comúnmentepresentes en la

superficie celular. Unfenómenosimilar ha sido descripto para los taqui­

zoitos de T.gondíi (195). La falta de inhibicifin de la capacidad de pe­

netración de los tripomastigotes del clon CA-I/7l por otros nonosacíri­

dos, fimplicaria que los cambios en el/los.receptor/es no serían debidos

a1 reemplazo de un monosaclrido por otro en la estructura glucosidica del

mismo. comosn'ha descripto en'Bacterias.(177). En consecuencia.la infec­

ci8n de cilulas de vertehrado por tripomastikotes del clon CA-I/71 de

T. cruzi estaría'mediada por componentesde superficie distintos de los

de las cepas Ernestina e'Y de T. cruzi. Ea factible que la falta de in­

hifiiciñn total de la infecciGn celular por tripomestigotea de estas ce­

pas de T. cruzi.pudiera deherse a heterogeneidad poblacional con respecto

a los receptores de membranainvolucrados en el proceso infeccioso.

La diversidad intra-específica encontrada a este nivel tan funda­

mental de la interacción entre el parásito y 1a célula huésped tiene im­

portantes implicancias y'aumenta la complejidad del aislamiento de la/a

glicoproteina/s de la superficie.del parásito involucradas en la inte­

riorizaeion de T. cruzi.en la célula huésped, tendiente a lograr la iden­

tificación y caracterizaciSn del/los receptorles, con el ofijeto de
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eventualmente interferir con el proceso de infección a este nivel de la

interacción parásito-célula huésped (176,226).

3.3 Capacidad de penetración de tripomastigotes de los clones CArI/59,

/69¡/70 y Miranda/80J /83 y /88 en células de mamífero: estudio del

efecto de la N-acetil-¡lucosemina.

Los resultados obtenidos en este trabajo con respecto a le falte de

inhiBición de 1a interiorizeción de los tripomastigotes del clon CA-I/71

de T. cruzi en presencia de N-acetil-glucosemina, a concentraciones que

inBiBenla interiorizaciSn de los parásitos de las cepas Ernestina e Y

de T. cruzi, nos llevaron a estudiar el efecto de eate monosecirido eo­

Bre la infectivided de varios clones del perisito, para determinar si la

falta de'infiibiciSn de la N-acetil-glucosamiha en 1a interiorización del

clon CA-I/71 constituye un ceso aislado o excepcional dentro de lee sub­

poElacibnes de‘T. cruzi .‘A continuacián ss.pressntan los resultados del

estudio del‘efecto de 1a N-acetil-glucoeamina sobre 1a capacidad de pe­

netraciün de los tripomastigotes de los clones.CA-I/59,/6Q./70 y Miranda/80,

[83 y 188 de T. cruzi.

3.3.1 Resultados del estudio del efecto de la N-acetil-¡lucossmine

Se expusieron cálulas BESMa tripomastigotes.derivados de cultivo de

tejidos de loa clones CA-IIS9, [69. /70 y Miranda/80, /83 y /88 en presea

cia o.no de 20 mMdel monosacfirido..Comocontroles.se utilizaron cultivos

de células BESMexpuestos a tripomaetigotes de 1a cepa Y de T. cruzi en

las mismas condiciones experimentales Cver 2.8.2).

La haBilidad de los tripomastigotes de la cepa Y para interiorfzarae

en la cálula huesped ee 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..

c’ ,

Clonlcepa Indice de penetración (IP) Porcentaje de inhibición

CA-I/70 0¡92 82

CA-I/69 0,89 111

CA-I/59 0,96 4!

Miranda/80 0,34 66%

Miranda/83 0,63 372

Miranda/88 0,12 - 881

Cepa Y 0,25-0,3 70-752
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Figura 8. Histograma que muestra el efecto de 20 mMde N-acetil-D-glucosamina so­
bre la capacidad ínfectante de tripomastigotes de la cepa Y y de los
clones CA-I/59, /69, /7O y Miranda/80, /83, /88 (barras sólidas) con reg
pecto a los correspondientes controles (bárras rayadas).
(ES = 0,01-011;.E - 3; siendo ES el error estandard de los Indices de Pe­
netración Medios y 2 el númerode_experimenbos independientes reallzados).
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N-acetil-glucosamina. Los tripomastigotes de los clones CA-I/SQ, /69,

y /70 no evidenciaron inhibición de la capacidad de penetración sn pre­

sencia de este azúcar (Figura 8, tabla 12).

Con respecto a los clones Miranda, se oBservó una inhibición de apro­

xinadamente un 372 para el clon Miranda/33, mientras que los clones Mi­

randa/80 y /88 evidenciaron una gran susceptifiilidad a este monosaciri­

do, obteniéndose inhibiciones de la capacidad infectante de un 662 y un

88%respectivamente (Figura 8, taBla 12), con respecto a los correspon­

dientes controles. E1 análisis estadístico de los datos reveló que el

efecto inhibitorio de la capacidad infectnnte por el monosscirido es

significativo para los clones Miranda estudiados y la cepa Yde T.cruzi.

3.3.2 Discusidn

Los resultados anteriormente expuestos confirman 1a existencia de _

heterogeneidad intra-específica en T. cruzi con respecto a los recepto­

res de memEranainvolucrados en el proceso de infección de las celulas

hutsped no fagocíticaa por el estadío tripomestigote del parásito. La

capacidad infectante da los triponastigotee de.los clones CA-I/Sfl, {69

y [70, al igual que 1a del clon CA.I/71, no se vio inhibids an presencia

de N-aceti'l-glucosamina1 mientras que si se inhibiS significativamente

la interiorizacián de los tripomestigoteu de los clones Miranda/80, /83

y [88 en las mismas condiciones experimentales. Para el clon Miranda/83

se evidenció, sin embargo,una innibición estadísticamente dignificativa

de aproximadamente'nn 372 en presencia del monosacárido, en contraposi­

cifin con los altos niveles de infiibiciSn (superiores al 662) de la capa­

cidad infectante oEtenidos para los otros dos clones Miranda estudiados.
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Se ha demostrado recientemente que los epimastigotes y los tripomes­

tigotes de T. oruzi parecen tener al menosdos tipos de receptores para

1a Concanavalina A y la aglutinina de germen de trigo (WGA),respectiva­

mente, uno de baja capacidad pero de alta afinidad y otro de alta capaci­

dad pero de baja afinidad. Unode estos receptores presente en el apimaa­

tigote tiene una constante afinidad por Con A cinco veces mayor que la

encontrada en tripomastigotes (106). Cabe le posibilidad de que exista

un fenámenosimilar en el/los receptor/es glicoprotaico/s de superficie

involucrado/s en el proceso de interiorizaciSn de T. cruzi en la célula

huésped.

En bacterias, ha podido determinarse que la glucosa y la galactosa

inhiben la union ig vitro a macrófagosperitoneales de ratón. Entre las

bacterias estudiadas se encuentran Streptococcus viridans, S. Blogenea,

Escherichia'coli, Staphxlococcus albun, Pseudomonasaeruginosa, etc..

C177).

Se han encontrado mutantes bacterianas con deficiencias en aus glico­

proteínas de superficie. comopor ejemplo, la mutante SL 1102 de galgo;

nella tzpfiimurium y le mutante MIOB'Cdeficiente en galactosa) de Elggf

¿igllg aerogenes, cuya unián a macrófagos no se inhibe con ninguno de

los monosacflridos'que inhiben 1a unión del tipo salvaje (177) (Figura 9).

En experimentos similares. se'ha determinado que los macrófagos de ratón

se unen ig_!iggg a células tumorales de ratón o a fibroblastos embriona­

rios de ratón, y se ha observado que la glucosa y la galactoea tienen

importancia en esta unión, ya que se long inhibirla en presencia de es­

tos monosacaridos, aunque'la uni6n de fibroblastos embrionarioe de rato­

nes C3Hy células peritoneales de ratones C3Hes inhibida solamente cuan­

do los fibroBlastos se encuentran en fase de crecimiento logaritmico y



PARED CELULAR DE LA BACTERIA

GLICOPROTElNA DE LA MEMBRANA

DEL MACROFAGO

Figura 9. Posible forma de interacción entre el receptor de
tipo lectina presente en la membranadel macrófago
y los monoeacáridos de la pared celular de la bac­
teria Klebaiella aerogenee (según Weir, 177).

A. Mecanismopor el cual la galactosa interferiría en
1a unión.

B. La galactoaa no inhibiría 1a unión con una mutante
bacteriana deficiente en galactoaa.
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dentro de los primeros pasajes de cultivo. mientras que la unión a fibro­

blastos confluentes no se inhibe con ninguno de los dos azúcares. Según

Weir, la naturaleza de los receptores de membranainvolucrados en las

interacciones entre células parece ser similar en bacterias y en células

eucariontes (177).

Cabe entonces la posibilidad de que 1a falta de inhibición de la in­

facción de las células BESMpor los tripomastigotes de los clones CA-I

de T. cruzi estudiados.en presencia de N-acetil-glucosamina, pueda atri­

Buirse a la aparición de mutaciones que traigan aparejadas diferencias

entre las glicoproteïnas de membranainvolucradas en la interacción con

la célula huésped de distintas subpoblaciones de.T. cruzi, similares a

las descriptas en Bacterias.

Se ha determinado que una'concentración 20 mMde N-acetil-glucosami­

na inhibe específicamente la infeccion de células BEflMpor tripomastigo­

tes de las cepas Ernestina a Y de T. cruzi y que ninguno de los otros

monosacíridos comúnmentepresentes en la superficie celular es inhibito­

rio a esta concentraciÉn. A concentraciones.de 50 mMo superiores, todos

los monosacáridos inhiben inespecïficamente la infeccion de células BESM

por tripomastigotes derivados de cultivo de.tejidos (195). Andrewsy Colli

(lïó) encontraron que 1a infeccifin de dos líneas celulares, Hela y

LLC-MKZ, por tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi. se inhibe hasta

un 901 en presencia de concentraciones comprendidas entre 100-200 mMde

N-acetil-glucosamina y que otros monosacáridos no fueron inhibidores a

estas'altas concentraciones. Posteriormente, Colli.y col. (226) probaron

el efecto de distintas concentraciones de N-acetil-glucosamina en los

mismos sistemas celulares mencionados, encontrando que una concentración

50 mMproduce un efecto inhibitorio de la interiorizaciñn del parásito
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de alrededor de un 70-801 con respecto al control en células LLC-MKZ,

miertrae que el sistema parásitos-células Hela resultó ser aün más sus­

ceptible a la inhibición por este monosacirido, obteniéndose una inhi­

bición de aproximadamente un 902 a esta concentración.

En nuestro sistema, la interiorizeción de los tripomastigotes te le

cepa Y de T. cruzi en las células BESMse vio inhibida en un 70-75% en

presencia de 20 mMde N-acetil-glucosamina, lo que concuerda con los re­

sultados anteriormente expuestos obtenidos por otros autores (195,226).

Las diferencias en las concentraciones del monosacñridonecesarias para

inhibir 1a interiorización del parásito, podrían deberse a los distintos

sistemas celulares experimentales y/o a las distintas concentraciones de

parfleitos utilizadas, ya que las concentraciones de tripomastigotes de­

rivados de cultivo de tejidos de la cepa Y utilizadas por Colli y col.

(226) son aproximadamente20 veces superiores a las utilizadas en los

controles de nuestro diseño experimental.

Además, cabe señalar que las celulas BESMconstituyen un cultivo pri­

mario de células musculares y de piel de feto bovino, el cual es mía

susceptible a 1a infección por T. cruzi que las líneas celulares Bela,

Vero, CK (de riñón de perro) (39). Las células BESMno sobreviven mas

de 12 suBcultivos, transcurridos los cuales cesan de dividirse y mueren.

Las.lïneas celulares obtenidas a partir de células neoplñaicse o trans—

formadas mantienen por el contrario. su capacidad de dividirse y pierden

la inhibición por contacto. Se ha demostrado que las glicoproteinas de

la superficie celular estín involucradas, entre otras funciones, en el

control del crecimiento celular y de la division celular, y que su con­

formaciSny dieposiciSn cambia con los distintos estados fisiongicos y

patongicos de 1a célula (227). Por ejemplo, algunas lectinas aglutinan
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a las células neoplásicas y transformadas pero no a las células normales.

Asimismo, se ha demostrado que los hidratos de carbono presentes en la

superficie celular de muchaslíneas celulares son distintos a los de las

células padres normales, comopor ejemplo, se demostró que la transforma­

ción maligna de las células trae comoconsecuencia la desaparición de la

fibronectina de la superficie celular y un notable cambioen sus carbohi­

dratos de superficie. Por las razones anteriormente expuestas, se dedidió

utilizar cultivos primarios de células musculares y de.pie1 de feto bovi­

no como células huésped (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 evidencias que indican 1a existencia de he­

terogeneidad en la superficie celular de T. cruzi, las cuales avalan los

resultados expuestos en este trabajo (133,228). Vale la pena recalcar que

Bongertz y Dvorak encontraron heterogenidad en los antígenos del estadío

epimastigote de T. cruzi (83), mientras que Plata y col. (217) describen

una marcada heterogeneidad en los antígenos de superficie del estadío

tripomastígote, no sólo entre cepas de T. cruzi sino también entre clones

del parásito provenientes de una mismacepa, lo que indica una alta hete­

rogeneidad a nivel genético en T. cruii.

Los resultados obtenidos por Colli y col. (226) sugieren que al menos

una glicoproteína'antigínica expresada en la superficie del tripomastigo­

te estaría involucrada an el proceso de interiorización en las células

de verteürado. Se desconoce sin embargo, si hay otra/s glicoproteïna/s

involucrada/s en esta interacción básica y si ésta/s serían antigénica/s.

La falta de inhibición 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 inhibición de la interiorización por N-acetil-glucosamina ds 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 membranainvolucrados en s1

prOCesoinfeccioso. La existencia de este heterogeneidad debera ser con­

siderada en el futuro en los estudios tendientes a le obtención de vacu­

nas efectivae'contra el T. cruzi y en los tendientes a lograr la interfe­

rencia del proceso infeccioso a nivel de la interacción entre el parásito

y la célula huésped.

Hay todavia numerosos interrogantes no dilucidados. entre otros con­

tra cuál estadio del parásito deberia dirigirse una vacuna, cuáles son

los antígenos relevantes, si los determinantes antigónicos son comuneso

no en las distintas cepas de T. cruzi y cuándo comienzan a expresarse

los genes que los codifican. Indudablemente, sólo un mejor conocimiento

de la biologia del Tripanosona cruzi permitirá el desarrollo de une vacu­

na efectiva contra la enfermedad de Chagas.

GoldenBergy col. (229) investigaron los productos finales de la ex­

presión genética de tripomastigotea de distintos orígenes, analizando el

perfil electroforEtico de los polipéptidos por electroforesis bidimenaio­

nal. A tal efecto, compararonlos perfiles polipeptidicos de tripomaetigo­

tes metacïclicos obtenidos de cultivo axénico, según el métodode induc­

ción de la metaciclogánsais en medioconteniendo orina artificial de tria­

tomino y suero Bovino, de tripomaetigotes metacíclicos provenientes de 3.

prolikue infectados y de tripomestigotes obtenidos en medio químicamente

definido, del clon Dm28c de Tripanosoma cruzi, concluyendo que los tri—

pomastigotes provenientes de distintos orígenes presentan productos fina­

les de 1a translación ¿g_g¿ygdiferentes y característicos según su ori­

gen.
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El Tripanosomacruzi es. en consecuencia, un eucarionte unicelular

muy complejo y posee mecanismos muy eficientes para la modulación de la

expresión genética cuando se los somete a distintas condiciones ambien­

tales. Sin embargo, a pesar de las diferencias encontradas, todos los

tripomastigotes diferentes son capaces de penetrar en 1a célula de mami­

fero para reproducirse. Pero cabe preguntar si los tripomastigotes de dig

tintos orígenes y cepas iniectan a las células por mecanismosidénticos

y utilizando los mismos componentes de membrana, o existen por el contra­

rio distintos procesos. Los resultados expuestos indican que existirían

diferencias en las glicoproteínas especificas que modulanel proceso in­

feccioso en distintos clones de T. cruzi.

En vista de la complejidad, 1a heterogeneidad y el repertorio poten­

cial de los productos de la expresión genética en tripomsstigotes de I,

cruzi , los estudios dirigidos hacia el desarrollo de una vacuna contra

la enfermedad da Chagas defierín incluir el estudio de los factores comu­

nes entre los distintos tipos de tripomastigotes y entre las distintas

cepas de T. cruzi.

Los clones CAvIy Miranda utilizados.en el curso de este trabajo han

sido caracterizados sean varios parámetros bioquímicos y biológicos has­

ta el presente. Es interesante destacar que el clon Miranda/83, al igual

que los clones Miranda/76 y [78, presentan esquizodemas casi idSnticos a

los.de los clones-CA-I y diferentes de los restantes clones Miranda (63).

Asimismo, los clones CA-I y Miranda fueron caracterizados con respecto a

la reactividad con el anticuerpo monoclonal WIC29,26 obtenido por Snary

y col., (174), al cual se une a la regifin conteniendo carbohidratos de

una glicoprotaína de 72 ¡Da presente en la superfiCia del epimastigote y

del tripomastigote metacïclico. 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 due los restantes clones Miranda

presentaron una reactividad positiva (BS), 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

expresado en el epimastigote de T. cruzi, confirmando nuevamente la exis­

tencia de heterogeneidad intra-especifica e intra-poblacional en la cons­

titución antigénica del T. cruzi. Asimismo.los clones Miranda/76, /78 y

/83 presentan las tasas de crecimiento más altas del grupo de clones Mi­

randa (BZ) y los menores valores de DNA/total por organismo (48), y re­

sultan ser los mas infectantes para cultivos de células BESMy Vero del

grupo de clones Miranda. característica compartida por los clones CA-I.

Esta observaciSn se realizó durantevun lapsc de cuatro años durante el

cual se ha mantenido a la totalidad de los clones en cultivo de células,

aunque sólo se.estudi6 en forma comparativa y cuantitativa la capacidad

infectante'ig'vitro da dos clones del grupo Miranda que se consideraron

representativos, los clones Miranda/76 y Miranda/80.

Recientemente, ha podido determinarse la existencia de correlaciones

entre algunos de los perlmetros bioquímicos y biológicos estudiados hasta

el presente en los grupos de clones CA-I y Miranda (223). Por ejemplo, ae

ha demostradola existencia de una correlaciSn entre la reactividad al

anticuerpo monoclonal WIC29.26 y el tipo isoenzimítico (223,230). Los

clones Mirandal76, [78 y [83 no presentan reactividad con este anticuerpo

y pertenecen al grupo 1Ade zimodema,mientras.que.los restantes 7 clones

del grupo Miranda presentan zimodemas tipo 2A.

El analisis estadístico computarizadode algunas ds.las variables bio­

lógicas y Bioquímicas 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). Aunqueen es­

te análisis no fue incluido el efecto de la N-acetil-glucosamina sobre

la penetración, es interesante destacar la coincidencia que existe en

el hecho de que el clon Miranda/83 se asemeja más 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.monosacirido, a semejanza

nen los clones CA-I.

El TrzpanosOmacruzi esta compuesto en la naturaleza por poblaciones

heterogéneas de parásitos. E1 estudio sistemitico de distintos parámetros

Biológicos utilizando clones de T. cruzi permite no sólo obtener un espec

tro de esta heterogeneidad, sino que abre tamhiin la posibilidad de corre­

lacibnar distintas características biológicas que se encuentran bajo con­

trol gendtico del parísito, y permitirá probablementereunir a las sub­

poElaciones de T. cruzi en un'nflmero discreto de grupos, e intentar corre­

lacionar estos factores con las distintas patologías observadas en la

enfermedad de Cfiagas.

3.4 Efecto de los anticuerpos monoclonales BJ, D4 x M35sobre 1a capaci­

'dad de'penetrsción de tripomastíáotes de T; cruzi en células de

mamífero

Se.estudi8 al efecto de tres anticuerpos monoclonales obtenidos contra

1a fracción flagelar del estadio epimastigote de T. cruzi (ver 2.9.1) so­

Bre la capacidad de penetraciSn del tripomaetigote en cílulas de.mamIfero.

3.4.1 Resultados del estudio‘del efecto de'los anticuerpos monoclonales

Se expusieron células BESMa tripomastigotes del clon CA-I/71 y de la
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cepa Y de T. cruzi en presencia de tree anticuerpos monoclonales en el

medio de cultivo, los anticuerpos 33. 04 y M35. Comocontroles se utili­

zaron el mismosistema parásitos-células huiaped en presencia de sobrena­

dante de mieloma y del anticuerpo monoclonal C4 en el medio de cultivo.

El anticuerpo monoclonal C4 se obtuvo también por la tecnologia de híbri­

domascontra 1a fracción tlagelar del estadío epimastigote, pero poste­

riormente no reconociS ningun estadío de T. cruzi, motivo por el cual

fue utilizado comoun segundo control.

Sólo uno de los anticuerpos monoclonales, el M35, presentó un efecto

inhibitorio de la interiorización del tripomastitote en 1a célula hués­

ped, que osciló entre un 34-502 para el clon CA-I/71 y un 46-522 para

1a cepa Y de T. cruzi. En las tablas 13 y 14 se detallan las medias del

númerode‘pariaitos intracelulares por celula (Xi) en presencia del anti­

cuerpo monoclonal M35, con los correspondientes errores estandard (Es),

asI comotamBÏSn'los Indices'de penetracifin respectivos y los porcenta­

jes de inhibícífln'de la penetraciSn para cada uno de los experimentos in­

dependientes realizados con el clon CA-I/71 y 1a cepa Y, respectivamente.

Los porcentajes de inhibicián con el anticuerpo monoclonal M35fueron es­

tadísticamente significativos en todos los experimentos realizados con

amEaspofilaciones de T. cruzil

En las tafilae 15, 16 y 17 ae detallan las medias del número de pari­

sitoa intracelulares por célula (Í), los errores estandard (ES) y los

índices de penetraciSn relativos obtenidos en presencia de los anticuer­

pos monoclonalee'na, D4 y C4, respectivamente. Las.diferencias observa­

das con respecto a los controles con sobrenadante de mieloma, a cuyos ín­

dices de penetración se asignS arbitrariamente el valor de l (ver 2.9.4),

no fueron estadísticamente significativas para ninguno de los experimen­

tos independientes realizados.
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TABLA 13. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL M35 SOBRE LA CAPACIDAD

INFECTANTE DEL CLON CA-I/71 DE 'r. CRUZI
Is

.. Experimento Tratamiento Íi Í i ES IP Porcenteje de' inhibición

1 Sobrenadante 0,41 0,36 i 0,03 1 —
mieloma (conev 50,36
trol) 0,32

1 uns 0,16 0,18 i 0,01 0,5 501
0,19 '
0,20

2 oobnmieiom 0,31. 0.29 i (1,02 1 ­
’ (control) 0,32

0,25
Ó.

O

2 M35 0,19 0,19 i 0,005 0,655 34.51
‘ 0,19

0.20

3 eobrmielome 0,21 0,24 i 0,02 l ­
(control) 0,24

0,28

3 MES 0,10 0,12 +;_0,02 0,5 50!
0,10
0.16

Lexenoao: Ïi: Mediadel númerode parásitos intracelulareo/cáluka deter­
minado en 100 células para cada preparado.

Í i Es: Mediade los Ïi i error entenderá para cada experimento
, independiente.

Q

IP: Indice de penetración- E/C; siendo E: Í experimental en pred
eencie del anticuerpo monoclonel y C: Í control en presencia
de sobrenadante de mieloma.
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TABLA 14. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONALM35 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC­

TANTE DE LA CEPA Y DE T. CRUZI

.0

lt

Experimento Tratamiento Íi Í -_+_ES IP Porcentaje de.0 inhibición

1 Sobr.mieloma 0,10 0,13 ‘¿t0,02 1 ­
(control) 0,16

0,14

1 M35 0,06 0,07 i 0,01 0,54 461
0,07
0,09

2 Sobr.míeloma 0,20 0,21 i 0,005 1 ­
. (control) 0,20 '

0,22

l
O

2 M35 0,09 0,10 + 0,01 0,48 52!
. 0,12

0,10

Lex.andan Ver tabla 13
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TABLA 15. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONALB3 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC­

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

.9 Clon/cepa Experimento Í i ES IP

CA-I/71 1 0,23 i 0.03 1,16

CA-I/71 2 0,3 i 0,02 1,01

CA-I/71 3 0.3 i 0.01 0,9

o Y 1 0.15 i 0,005 1,15

l
0

Y 2 0,17 i 0,01 1

Lexendae: ver tabla 13.

.0
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TABLA 16. EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONALD4 SOBRE LA CAPACIDAD INFEC­

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

Clon/cepa Experimento Í i ES IP

CA-I/71 1 0,33 i 0,03 1,2

CA-I/71 2 0,35 i 0,02 1,2

CA-I/71 3 0,30 i 0,06 0,83

Y 1 1,14 + 0,02 1,07

Y 2 0,2. 3+0,01 0,95

Lelendan: ver tabla 13.
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TABLA 17. EFECTO DEL ANTICUERPO PDNOCLONAL'CÁ SOBRE LA CAPACIDAD INFEC­

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

Clon/cepa Experimento Í i ES IP

CA-I/71 1 0,29 i 0,02 1,2

CA-I/71 2 0,30 i 0,005 0,93

CA-I/71 3 0,30 0,02 0,9

Y 1 0,11 i 0,01 0,85

Y 2 0,22 i 0,02 1,09

Leyendas: ver tabla 13.



fi

’u'r

126

3.4.3 Discusión

Los anticuerpos monoclonaleshan sido utilizados para la identifica­

ción y caracterización de células, estructuras, macromolícu­

las. etc., debido a 1a alta especificidad que presentan. En T. cruzi, los

anticuerpos monoclonales han sido utilizados comomarcadores de especie,

de los distintos estadios del parásito y para el aislamiento de componen­

tes especificos de 1a membranaplasmática. En este estudio, se evaluó

1a posibilidad de que tres anticuerpos monoclonales presentaran afinidad

por glicoproteinas involucradas en el proceso de interiorización en 1a

célula huésped, seleccionindose a tal efecto los anticuerpos BB, D4 y MBS,

los cuales presentan actividad biológica con el estadío tripomastigote,

según se mencionó anteriormente (ver 2.9.1). Sólo uno de estos anticuer­

pos monoclonales. el MES,que reconoce tanto a1 estadío

amastigote comoa1 tripomsstigote, presenta actividad lítica mediada

por complementoy evidencia actividad protectora en ratones posteriormen­

te desafiados con la oepa TuIahuen de T. cruzi, presentó un efecto inhi­

Bitorio significativo sobre la infección in vitro de células de mamífe­

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

cruzi. En esta serie de experimentos se utilizaron menores concentracio­

nes de tripomastigotes, con el objeto de adecuar La relacion parásitos­

anticuerpo monoclonal, sin aumentar desmedidamentela concentración de

líquido ascitico en el sistema experimental para evitar posibles efectos

tóxicos. La especificidad de la acción del anticuerpo monoclonal MESso­

Bre la interiorizaciñn del tripOmastigote fue confirmada al no observarse

inhiBicifin de 1a penetración con los anticuerpos monoclonales B3, D4 y C4,

ni observarse efectos tóxicos de los fluidos asciticos. Tampocose obser­

varon alteraciones de las células huésped por el agregado de los fluidos
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ascíticos al mediode cultivo, a las concentraciones utilizadas. El agre­

gado de sobrenadante de cultivo de mieloma y de fluidos ascíticos al me­

dio de cultivo no produjo disminucián de la motilidad, lisis, ni cambios

morfológicos observablea por contraste de fase en los tripomastigotes.

Estas observaciones indican que la acción del anticuerpo monoclonal M35

no se debe a efectos inespecíficos tanto del anticuerpo comodel fluido

aacítico, sino a un efecto directo del anticuerpo monoclonal sobre la

interiorización del parísito en 1a célula huésped.

Por inmunoprecipitación de antígenos del parásito. marcados con iodo

radioactiVO, se ha determinado que el anticuerpo monoclonal M35reconoce

una proteína de PMrelativo de 85 kDa (J.Bua y E.L.Segura, comunicación

personal).

Resultados similares han sido obtenidos por Colli y col. (226), quie­

nes han desarrollado hifiridomas secretores de anticuerpos monoclonales

que inhiben parcialmente la interiorizaciSn del parísito en la célula de

mamífero y algunos de los cuales reconocen antígenos únicos presentes en

la superficie celular del tripomastigote de T. cruzi.

Es interesante destacar que no existe hasta el presente una explica­

ciBn que justifique 1a aparente contradicciSn de.loa datos aquí expues­

tos y los obtenidos.por otros autores; con respecto al hecho de que la

N-acetil—glucosamina presente una mayor capacidad de inhibición de la

penetracifin del parásito en la célula huésped que los anticuerpnsunnoclo—

nales desarrollados hasta el presente. Si loa anticuerpos monoclonales

son moléculas de mayor tamaño y su uniSn con el epitope involucra varios

carBohidratos o aminoícidos, debería alterar o bloquear la estructura del

receptor en igual o mayor grado que un monosacfirido. y por lo tanto su

acciSn inhiBitoria debería ser igual o mayorque la de la N-acetil-gluco­



‘r

128

samina. Se pueden aventurar varias hipótesis que justifiquen este fenó­

meno, entre ellas. que hay una baja afinidad del anticuerpo monoclonal

por el epitope debido a diferencias en 1a Conformacióncuaternaria del

mismoentre los parásitos, que los anticuerpos monoclonales obtenidos

reconoican a estructuras glicolipídicas o glicoproteicas próximas a las

"glicoproteínas" responsables de la interaccián célula-parásito, y que

el anticuerpo monoclonal tenga afinidad por la región proteica y no por

la región glicosidica de la molécula, ya que la región proteica es pre­

ferencialmente inmunogénicay los anticuerpos raramente reconocen a las

estructuras glicosídicas de las glicoproteínss. Esta última hipótesis

es factible, ya que el anticuerpo monoclonal M35presenta una capacidad

inhihitoria de la penetración similar en parásitos de la cepa Y y del

clon CA-I/71, aunque este último no es inhibido por N-acetil-glucosamina.

Es posible, entonces. que el anticuerpo monoclonal MBSa1 unirse a la

porción proteica de 1a ¡licoproteína altere la estructura espacial del

receptor produciendo de esta maneraun efecto inhibitorio.

El análisis sistemático de 1a superficie celular del estadio tripo­

mastigote de distintas squoblaciones de T. cruzÍ con anticuerpos mono­

clonalee que presenten la capacidad de inhibir la interiorizacián del

parásito ylo conferir protección, contrihuirá probablemente a 1a compren­

aiGn del rol de los antígenos de superficie presentes an este estadio

del parásito y de_su importancia en el proceso infecciOso, comoun paso

previo para el desarrollo de una vacuna efectiva contra el Trxpanosoms

cruzi.
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1. Las cepas de T. cruzi provienen de aihlamientoa no cuantificadoe.de

parásitos y puedenestar constituidae-por'poblacionee-heterogéneas de

organismos. Las características de estas cepas ee evidenciarán una vez

que ee hayan eeleCCionado y eetaBilizado con respecto a 1a composición

relativa de 1a poBlaciSnparaeitaria. lo que dependerá'de laa condicio­

nee de mantenimiento impuestas en el laboratorio. Por el contrario, los

clones. a1 ser poBlacibnes geneticamente homogéneasde parásitos, están

exentos de las presiones selectivas y sua características Biológicas son

representatiVae de laa de squoBlacion s de.par¡aitoa'preeentee en el

huésped.

La capacidad infectante o infectividad de una poblaciín de ngpano­

soma cruzi estará mediada por 1a capacidad de penetracián de las formas

tripomaatigotea en laa células huésped del mamífero. La capacidad infec­

tante ee un parámetro Eiongico que puede determinarse cuantitativamente

Bajo condiciones estandarizadas 13 vitro. La utilización de poblaciones

de T. cruzi.gen8ticamente homogéneas(clones) ha permitido determinar

que 1a capacidad infectante es una propiedad hicngica estable y repro­

ducible, que caracteriza a dicha población de parásitos.

2. El análisis cuantitativo de la capacidad infectante ha permitido de­

mostrar 1a existencia de grandes diferencian de infectiVidad entre clo­

nes de T. CÏHZía Se encontraron diferencias de hasta 70 veces en la ca­

pacidad infectante de loa clonea estudiados. Por lo'tanto, T. cruzi ea­

tá constituido por organismos que presentan un amplio rango de infecti­

vidad, existiendo subpoblacionee con alta. intermedia y baja capacidad

infectante.
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3. El hallazgo de diferencias significatiyas.en las capacidades infec­

tantes de clones provenientes de un mismoaislamiento, ña permitido de­

mostrar la existencia de Heterogeneidadintra-poblacional'en I¿_ggggi

con respecto a este perímetro biológico, implicando que pueden coexistir

subpoblaciones de T. cruzi con distintas capacidades infectantes en un

mismoHuésped. Debido a que la capacidad infectante es una medida de la

haBilidad de una determinada poblacifin de T. cruzi para penetrar en las

células huésped y desarrollar su ciclo evolutivo en el mamífero, 1a co­

existencia de subpoblaciones de T. cruzi con distintas capacidades infeg

tantes y el grado de heterogeneidad presente en un paciente podrían te­

ner importantes implicancias en 1a presentacifin. el curso de la infec­

ciBn y la evoluciBn de 1a enfermedad de Chagas.

4g En trabajos realizados por otros autores utilizando las cepas Y y CL,

consideradas poBlacionas polares de T. cruzi en cuanto a ciertas carac­

terísticas Biológibas¡ se oBservS que 1a cepa Y presenta principalmente

tripomastigotes de tipo delgado, los cuales resultan ser más infectantes

que los de la cepa CL. que presenta principalmente tripomastigotes an­

chos, postulindose que la capacidad infectante estaría relacionada con

la morfología del tripomastigote. i

En el curso de este trabajo se oBserVSque.los.tripomastigotes de

los distintos clones de T. cruzi estudiados, presentaron la morfología

característica del tripomastigote andhoy. sin embargo, se evidenciaron

grandes diferencias en aus capacidades infectantes, lo que.implica que

la capacidad infectante no estaría sólo relacionada con la morfología

del tripomastigote.
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5. El efecto inhibitorio del monosacflrido Nvacetil-Dwglucosamina sobre

la capacidad infectante del'estadío tripomastigote, encontrado para al­

gunas cepas de T. cruzi, no puede ser generalizado. Varios de los clones

de T. cruzi estudiados no son susceptiBles a 1a inhibiciSn por este mono­

sacárido, en contraposicifin con 1a alta susceptiBilidsd encontrada para

algunos clones y cepas del parisito, lo que implica que existen diferen­

cias intra-específicas con'respccto a las glicoprsteínas de membranain­

volucradas en 1a interacciSn con la célula Huésped. Unadiversidad intra­

eapecífica a este nivel fundamental tiene profundas implicancias sobre

la posiBilidad de interferir el proceso infeccioso, a través del bloqueo

de los receptores de superficie involucrados en 1a penetración del pará­

sito. comoun medio para controlar 1a enfermedad de Chagas.

6. La interiorizaciSn de los tripomaetigotes del clon CA-I/7l de T.cruzi

en células de mamífero no se vio inhibida por ninguno de los monosacári­

dos comúnmentepresentes en 1a superficie celular, sugiriendo que las

diferencias intra-específicas.observadas en los receptores involucrados

en la penetreciSn del tripomastigote del clon CA-I/7l en ls célula de ma­

mífero, no serían deBidas a1 reempiazo de.un monosacirido por otro en la

regifin glicoaídica de la glicoproteína.

7. Se.estudi6 el efecto de tres.anticuerpos monoclonalesdesarrollados

contra la fracciSn flagelsr del parásito sobre el proceso infeccioso.

Unodé estos anticuerpos monoclonales, denominadoMES.inhihifi ¡ignifi­

cativa y específicamente.la infección de c61uïas.de verteBrado no fasc­

cíticae, tanto por tripomastfgotes de la cepa Y comodel clon CA-I/Jl de

T. cruzi, aúnque ambas poBlaciones de parásitos difieren en cuanto a su
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susceptibilidad al monoeacñridoN-acetil-Dvglucoeamina. La utilización

sistemática de anticuerpos monoclonnleerque'Bloqueen'oalteren la hadi­

lidad de los-tripomasticotew fiera oenetrar en la cSIula huésped. contri­

buirá a la indentificacifin y cnractorizacifinïde la: glicoproteíhas invo­

lucradas en le interacciün entre el Itznenonomn'cruzi y la celula hués­

ped.

Asimismo,la identificación de anticuerpos-monoclonalee que inter­

fieren con la penetracifin de T. cruzi en la célula de mamífero, aporta

elementos para el desarrollo de una vacuna efectiva contra la enfermedad

by q/ /de'Chagae.
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ABREVIATURAS

Células de músculo esquelético y piel de feto bovino

Sero albúmina bovina

Concanavalins A

Acido etilen-diamino tetracético

Solución salina balanceada de Hanks

Indice de penetración

Solución salina balanceada de Dulbecco

Aglutinins de germende trigo

Los anticuerpos monoclonales M35, D4 y 33 utilizados en

el curso de este trabajo de tesis han recibido reciente­

mente las nomenclaturas de registro internacional FCH-FB-l,

FCH-FB-Zy FCH-F8-3, respectiVamente.
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