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Resumen

Se acepta que Trypanosoma cruzi durante su ciclo de vida presenta diferentes formas, cada una con funcién
definida, asi la reproduccion la cumplen el epimastigote en el invertebrado o en medios de cultivos y el
amastigote intracelularmente en el vertebrado; mientras que los trypomastigotes tienen como funcién cambiar
de ciclo, desde un hospedador a otro, son los infectantes. Estos al entrar en el invertebrado o en cultivos se
transforman a epimastigote (no infectante), posteriormente vuelven a transformarse en trypomastigote
(infectante). Cultivamos y aislamos, en los medios LIT y agar-LIT, las formas delgadas y gruesas de T cruzi
sanguicola proveniente de raton. Observamos su desarrollo en ambos medios; en el LIT, el origen de diferentes
formas y agrupaciones. Reaislando cada una de estas formas del parasito en agar-LIT e infectando ratones,
hemos probado la infectividad de cada una de ellas en este vertebrado. Asi observamos infeccion por todas las
formas generadas por el trypomastigote sanguicola delgado y por el grueso respectivamente, no encontrando
formas no infectantes. Se discute la diferenciacion de formas, desde una infectante (trypomastigote) hasta otra,
considerada como "no infectante" (epimastigote), pero que en nuestra experiencia se comportd como infectante.
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Abstract

Mice infectivity of Trypanosoma cruzi forms differentiated by culture in LIT medium.

It is accepted that Trypanosoma cruzi during its life cycle presents different forms, each one with defined
function, thus the cell division is fulfill for the epimastigote either in the invertebrates or in the culture medium
and for the amastigote intracellular in the vertebrates; while the trypomastigotes have as function to change of
cycle, from a host to another and are the infectant. These forms, as soon as they penetrate in the invertebrate or
culture medium are transformed into epimastigotes (non infective), later on they return to trypomastigotes
(infectant). We grew and isolate, in LIT and agar-LIT media, slender and stout forms of sanguicobus T cruzi
from mice. We observed its development in both media; in LIT, different forms and cluster and in the agar-LIT
strains, presented amastigotes, epimastigotes, trypomastigotes and cluster forms. We isolated each one of these
forms of the parasite in agar-LIT we infected mice, therefore have proven in infectivity of each one of them in
this vertebrate. Thus we observed infection by ah the forms generated by slender and stout forms of sanguicobus
trypomastigote, without finding not-infectant forms. We discussed the differentiated forms an infective
(trypomastigote) until another, considered as "not infectant" (epimastigote), but that in our experience it
behaved as infectant.
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) irreversibles hasta llegar a la forma trypomastigote.
INTRODUCCION Brener  (1971) sefiala un comportamiento
diferente entre los trypomastigotes sanguicolas

Trypanosoma cruzi Chagas

El ciclo de vida del Trypanosoma cruzi es bastante
complejo. El parasito pasa por una serie de estados
de desarrollo denominados amastigotes,
epimastigotes y trypomastigotes, (Wallace 1996,
Hoare y Wallace 1966, Brack 1968), uno en el
huésped invertebrado otros en el vertebrado. Segun
Diaz (1934) las formas desarrolladas en el
invertebrado a lo largo del tracto digestivo son

grueso y delgado de diferentes cepas, siendo las
formas delgadas mas aptas para penetrar los tejidos
y menos resistentes a los mecanismos inmunitarios.
Brener y Chian (1965) encuentran que las formas
gruesas y delgadas in vitro presentaban diferente
comportamiento evolutivo: cultivos con
predominancia de formas gruesas regularmente
cambian a amastigotes, los cuales se dividen y
originan grandes colonias de parasitos redondos;
los cultivos con predominancia de formas delgadas
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cambian a epimastigotes y las formas redondas son
escasas.

Lopez (1985) describe el comportamiento de
dos colonias de epimastigotes en agar-LIT, aisladas
desde una misma poblacion cultivada en medio
LIT. En una no se generan trypomastigotes y en la
otra si, sin embargo ambas infectaron ratones.

La forma epimastigote ha sido considerada
como no infectante. Solo la forma metaciclica se
considera infectante al vertebrado (Mshelbwala
1973).

En el presente trabajo, nos propusimos
demostrar que silos trypomastigotes evolucionan
hasta formas no infectantes, como se ha
considerado a los epimastigotes, entonces deberia
haber entre ellas un momento y una forma
evolutiva que marcara el cambio de infectividad, no
infectando y dando origen al epimastigote. Para
esto cultivamos y aislamos en agar-LIT (medio
solido) las formas delgadas y gruesas de T cruzi
provenientes de raton; estas como cada una de las
formas diferenciadas, fueron observadas durante su
desarrollo en los medios liquido y solido, en el
liquido el origen de diferentes formas vy
agrupaciones y en el solido el desarrollo de
colonias, originandose:
amastigotes, epimastigotes, trypomastigotes y
agrupaciones. Reaislando cada una de estas formas
del parasito, hemos probado la infectividad de cada
una de ellas en el vertebrado (raton).

Asi observamos infeccion, en raton, por cada
una de las formas generadas, en los medios LIT y
agar-LIT por el trypomastigote delgado y por el
grueso proveniente de sangre de ratdon, no
encontrando formas no infectantes.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico: Usamos una de las cepas
de T cruzi "Y" y "EP": ambas cepas de parasitos
mantenidas por pases sucesivos en ratones albinos.

Animales experimentales: Utilizamos ratones
albinos de 4 semanas de edad para el
mantenimiento de las cepas; y de 2 semanas, para
pruebas de infectividad.

Medios de cultivo: Medio LIT (600m0s)
(Camargo 1964, modificado por Boiso y Goitia
1982). Medio agar-LIT blando (Wittner 1982), en
este medio se sumergen los pardasitos para el
aislamiento, pudiendo también dejarlos crecer,
formandose asi colonias sumergidas.

Aislamiento y siembra de los parasitos: Se

extrajo sangre, mediante puncion cardiaca, de los
ratones con parasitemia de 8 y 18 dias, en este
tiempo se consiguid (en las cepas utilizadas) la
mayor densidad de trypomastigotes delgados y
gruesos respectivamente (fig. 1).

Para obtener los parasitos libres de células
sanguineas, se lavaron con medio LIT (600m0s.),
centrifugando a 400 rpm por 20 mm., se tomo el
sobrenadante con los parasitos y se realizaron
diluciones para obtener 500 a 700 parasitos por caja
de aislamiento.

La siembra en Agar blando se realizo
mezclando 0.1 ml de suspension de parasitos con
2.5 ml de medio agar-LIT en tubos de vidrio, se
agitd fuertemente (mecanicamente) para lograr una
mezcla homogénea y se vertid en las cajas de
aislamiento (frascos para cultivos de tejidos de
marca FALCON ® de un volumen de 25 cm?);
inmediatamente se colocaron a temperatura de 4°C
durante 10 mm. para lograr un rapido enfriamiento
del Agar y evitar algin dafio a los parasitos
inmersos en éste. Luego se observaron los parasitos
sembrados mediante un microscopio invertido
(NIKON dotado de un objetivo ZEISS de 40x, Ph2,
larga distancia de trabajo) por medio del cual
pudimos observar en toda la profundidad del Agar,
por debajo y por encima de donde se encontraba un
parasito y asi se tuvo certeza de su aislamiento. Se
identificaron por su forma como trypomastigotes
gruesos, delgados u otra forma generada por éstos,
entonces se procedid a marcar en ese sitio, un
circulo de diametro igual al campo del objetivo del
microscopio, esto se hizo usando un marcador
punta de diamante tipo objetivo de microscopio,
marca Zeiss. Eso parasitos aislados o colonias,
segun el caso, se extrajeron mediante la succion
con una pipeta Pasteur con la punta en angulo
recto, posteriormente se colocd el Agar contenido
en la pipeta Pasteur en 0.1 ml de medio LIT y se
agito fuertemente con la finalidad de separar el agar
de los parasitos aislados (inoculando ratones con
éstos) o las diferentes formas de los parasitos entre
si para reaislar cada una de las diferentes formas de
los parasitos aislados, se extrajeron y se colocaron
en 0.1 ml de medio LIT para ser inoculados en
ratones albinos de 2 semanas de edad, por via
subcutanea o intraperitoneal y probar asi la
infectividad.

Medida de la infectividad en el vertebrado:

Infectividad: La infectividad de todas las
formas diferenciadas (agrupaciones,
esferomastigotes, epimastigotes y trypomastigotes)
e inoculadas en ratones, se determindé por la
presencia de parasitos en la sangre y en los drganos
(corazén, musculo esquelético).

Med-ULA, Revista de la Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes. Vol.5 N°1-4. 1996 (publicado 1999). Mérida. Venezuela 45



o B rrm o PR T
e 3 - s
R R T 2 (T o =
o
r.-'.f - i
" i o]
Y ok - i
. ek L ¥ ;..." i
..... { )
- i -
-'_'.
/
T
b S - P ¢
F -‘_ g T 7] 1
. ; - .
!
p - e e mas mm
I-.'I r LI o
TN L S

Fig. 1. Parasistema en Ratones de las cepas “Y” y
“EP” de Trypanosoma cruzi.

RESULTADOS

Las formas sanguicolas tanto grueso como delgado,
al ser sembradas en el agar-LIT, desarrollaron
formas semejantes (fig. 2). El trypomastigote sufre
transformacion y pasa a tener una forma
redondeada con flagelo (pa) que posee movimiento,
el cual transmite al cuerpo. Posteriormente se
observa completamente esferoide (es) y sin
movimiento. Mas tarde alrededor de éste, se
observan varios esferoides de menor tamafio, los
cuales se encuentran separados los uno de los otros,
pero presentado puentes citoplasmaticos entre si
(agrupacion A). Uno de estos esferoides de menor
tamafio, luego de 7 a 15 dias, dependiendo de la
forma y cepa usada, aumenta de tamafno Yy
comienza a dividirse formando una nueva colonia o
agrupacion, caracterizada por presentar esferoides
del mismo tamafo y unidos entre si (no presentan
puentes citoplasmaticos, a esta agrupacion la
denominamos Al). Aquellas Al alrededor de las
cuales se observaron  parasitos con formas
epimastigote, las denominamos agrupacion A2.
Finalmente observamos parésitos con formas
trypomastigotes  los  cuales poseian  gran
movimiento, a esta agrupacion la nombramos A3.

El desarrollo de formas a partir de los
trypomastigotes gruesos y delgados, de las cepas
usadas, fue semejante en cuanto a la morfologia
presentada. Solo observamos diferencia en el
tiempo de transicion de una forma a otra (fig. 2).

Cuando realizamos las pruebas de infectividad
en ratones , de las formas desarrolladas en cultivo y
que provenian de los trypomastigote delgado y
grueso, encontramos que todas (esferoides,
agrupaciones A, Al epimastigotes y
trypomastigotes) produjeron infeccion en el raton
tanto en sangre como en tejido (Tablas 1 y 2), al
igual que los trypomastigotes delgados y gruesos

de ambas cepas.
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Fig. 2. Tiempo de Evolucion morfologica del
Trypomastigote sanguicola delgado y grueso de las
cepas “Y” y “EP” de Trypanosoma cruzi en medio
agar-LIT

En la figura 2 se puede observar que el
desarrollo de las diferentes agrupaciones ocurre en
lapsos de tiempo iguales en el caso de la cepa "EP"
tanto para la forma delgada (d) como para la gruesa
(g). En el caso de la cepa “Y” los lapsos de tiempo
fueron diferentes durante el desarrollo de las
diferentes agrupaciones, pero el de la agrupacion
A3, donde se desarrollan los trypomastigotes es
semejante en todos los casos, siendo entre 23 y 26
dias.

Se observo también (fig. 2) una segunda linea
de desarrollo de algunos trypomastigotes (2%) al
alcanzar la forma esferoide (es) que dan origen a
otros del mismo tamafio (agrupacion B) semejantes
a la Al, luego estos esferoides se separan y se
mantienen, asi, durante un tiempo, dependiendo de
la cepa, a esta forma la Illamamos (Bt) B
transitoria.. Luego los esferoides desarrollan
flagelos con movimiento. Esta agrupacion, que
hemos llamado BI , no desarrolld6 la forma
trypomastigote delgado de la cepa "EP".

La forma delgada de la cepa "Y" desarroll6 las
diferentes agrupaciones mas rapidamente que las
otras, aun cuando el desarrollo de los
trypomastigotes fue a tiempos semejantes a los de
las otras agrupaciones, 23 dias como media.

DISCUSION

Algunos autores, entre ellos Pereira Da Silva
(1959) y Brener (1971), refieren que los
trypanosomas delgados, provenientes de sangre de
vertebrados, son destruidos en el tracto digestivo
del insecto y que los trypanosomas gruesos son los
que se transforman a lo largo del mismo.
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Tabla 1. Infectividad de las formas desarrolladas
por T. Cruzi “y” sanguinola en agar-lit.

Formas Aisaladas Delgado Grueso
En Agar-Lit Ratones Positivos en

Sangre corazon musculo sangre corazéon musculo
Trypomastigoste
Delgado 3/3 3/3 3/3 - - -
Trypomastigoste
Grueso - - - 1/3 1/3 1/3
Esferoides 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3
Agrupacion A 3/3 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3
Agrupacion Al 3/3 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3
Agrupacion A2 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3
Esferoides A2 173 1/3 1/3 2/3 2/3 2/3
Epimastigote A2 2/3 2/3 2/3 1/3 - -
Trypomastigoste 2/3 2/3 2/3 3/3 3/3 3/3
Agrupacion B 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3
Epimastigostes Bl  1/3 1/3 1/3 1/3 1/3 1/3

Tabla 2. Infectividad de las formas desarrolladas
por T. Cruzi “Ep” sanguinola en agar-lit.

Formas Aisaladas Delgado Grueso
En Agar-Lit Ratones Positivos en

Sangre corazon musculo sangre corazén musculo
Trypomastigoste

Delgado 3/3 3/3 3/3 - - -
Trypomastigoste

Grueso - - - 173 1/3 173
Esferoides 3/3 3/3 3/3 2/3 2/3 2/3
Agrupacion A 2/3 2/3 2/3 173 3/3 2/3
Agrupacion Al 2/3 2/3 2/3 173 1/3 1/3
Agrupacion A2 1/3 173 1/3 2/3 2/3 2/3
Esferoides A2 2/3 2/3 2/3 173 1/3 1/3
Epimastigote A2 2/3 2/3 2/3 1/3 - -
Trypomastigoste 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
Agrupacion B - - - 2/3 2/3 2/3
Epimastigostes Bl - - - 1/3 1/3 1/3

Por otra parte Vickerman (1965) y Brener
(1973) sefialan que el comportamiento del
trypomastigote de sangre al entrar en el
invertebrado es paralelo con su comportamiento
cuando es sembrado en un medio de cultivo
apropiado. Soares y De Souza (1991), dan
evidencias sobre una organela, a la cual denominan
"reservosoma" que estd presente en las formas
epimastigotes, proliferativos, en medio ricos en
lipidos y proteinas, pero al ir agotandose estos
compuestos aparecen los trypomastigotes que no
proliferan y a los cuales no se les observa el
reservosoma.

Nuestros resultados sefialan que tanto el
trypomastigote grueso como el delgado sufren
transformaciones morfologicas semejantes cuando
son sembrados en un medio de cultivo como el
agar-LIT (esferomastigote, epimastigote,
trypomastigote y agrupaciones A y B) y todas
fueron capaces de infectar, inclusive la forma
delgada y gruesa de los trypomastigote sanguicola.
Esto indica que no hubo, en nuestra experiencia,
evolucion hacia formas no infectantes. En las
agrupaciones B se desarrollaron formas tipo
epimastigotes (B1) que no generan
trypomastigotes, semejantes a las seflaladas por
Lopez (1985) y a las cuales denomind Trypo
negativo (trypo’) para indicar que no generaban
trypomastigotes. Estas formas deberian ser

estudiadas mas profundamente, buscando su
significado en ciclo de vida de este parasito.

La siembra de parasitos encajas de agar-LIT
nos ha permitido analizar el desarrollo de un solo
parasito y probar la infectividad de cada una de las
formas generadas por el parasito (trypomastigote
grueso y delgado) in vitro. Esto estudio nos dara
evidencias para proponer una mejor manera de
entender el ciclo de vida Trypanosoma cruzi.

Financiamiento:  Consejo de  Desarrollo
Cientifico y Humanistico de la Universidad de Los
Andes. Mérida. Venezuela. Proyecto: C-234-84.
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