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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

INTRODUCCION.

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi es un protozoo flagelado,
perteneciente al grupo de los kinetoplastidos, que se caracteriza por presentar
un marcado polimorfismo -propio de! género dentro de la familia
Trypanosomatidae- de modo que practicamente presenta un tipo morfologico
distinto en cada una de las fases de su ciclo bioldgico. Pero ademas de esta
variacion morfolégica y funcional del propic microorganismo, presenta unas
variaciones de comportamiento a nivel poblacional que afectan de una manera
muy directa al efecto que, como parasito, puede ejercer sobre sus
hospedadores, incluyéndose entre éstos el hombre.

Diferencias en el comportamiento de estas poblaciones del parasito -ya
sean aislamientos, cepas o clones- son publicadas constantemente; unas
veces referidas a la distinta patogenicidad, otras a distintas capacidades de
infeccién, a diferentes comportamientos en el laboratorio o a distinta respuesta
a farmacos y tratamientos. Esta variabilidad puede resuitar determinante tanto
en el desarrollo de trabajos experimentales como en la busqueda de nuevos
productos activos frente al pardsito o incluso en el curso y el tratamiento
directo de la enfermedad.

La tripanosomiasis americana -Enfermedad de Chagas- es una de las
parasitosis mas importantes en el hombre, tanto por su prevalencia como por
la gravedad de su cuadro clinico. Se extiende por Centro y Sudamérica,
concretamente entre las latitudes 41°N y 46°S, que corresponde al area de
distribucion de los vectores triatominos de habitos antropofilicos; habiéndose
citado casos aislados en el sur de los Estados Unidos y algunos adquiridos
mediante transmisién transfusional en el norte de Estados Unidos y Canada.

Se estima que existen entre 15 y 18 millones de personas infectadas en
Sudamérica, asi como 90 millones de individuos expuestos, con mas de 50.000
defunciones anuales. Al margen de estas cifras, no hay que olvidar la
repercusién social que acompana a las enfermedades de caracter crénico. Las
alteraciones cardiacas y/o digestivas que sufren de por vida los individuos
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afectados interfieren considerablemente con su capacidad laboral; ademas, el
coste médico derivado y el absentismo laboral consecuente suponen pérdidas
de miles de millones de dédlares en muchos paises centro y sudamericanos, ya
de por si deficitarios. '

A pesar de lo alarmante de la situacion, las posibilidades de control son
escasas. Como es general entre las enfermedades parasitarias, las .
perspectivas de disponer de una vacuna son muy remotas, estando
actualmente la quimioterapia lejos de paliar las consecuencias de la carencia
de una inmunoprofilaxis eficaz. En este sentido, los unicos farmacos
disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son los
nitroheterociclos nifurtimox y benzonidazol, ambos de eficacia cuestionable y
toxicidad manifiesta. Ademas de producir indices muy variables de curacion -
no son eficaces contra todos los estados de la enfermedad ni contra todas las
cepas patégenas-, requieren ser administrados durante periodos prolongados,
con la consiguiente aparicién de efectos colaterales adversos, que obligan en
muchos casos a interrumpir el tratamiento.

De otra parte, la mayoria de los afectados pertenecen a areas
endémicas rurales, donde el tratamiento sintomatico con digitales y diuréticos,
la implantacidén de marcapasos en enfermos cardiacos y cirugia para pacientes
con megaformaciones intestinales son procedimientos en la mayoria de los
casos impracticables, en virtud de su eievado coste. Todo ello hace que siga
siendo necesaria la busqueda de nuevos farmacos activos frente al parasito.

Al margen de la transmision por via vectorial, el segundo mecanismo en
importancia es la transfusidn de sangre infectada. Por el momento, el unico
compuesto que resulta eficaz como quimioprofilactico es el violeta de
genciana, de conocido efecto tdxico, y con propiedades colorantes que
motivan el rechazo por parte de los pacientes que van a ser transfundidos. En
este hecho radica la importancia del desarrollo de moléculas que, aunque no
curen la enfermedad, si tengan efecto tripanocida in vitro.

El complejo ciclo bicldgico de Trypanosoma cruzi es un factor de gran
trascendencia que debe influir en su susceptibilidad a {a accién de los
medicamentos. En el hospedador vertebrado se alterna la presencia de formas
amastigote intracelulares y formas tripomastigote circulantes. Ademas, existe
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gran similitud bioquimica y fisioldgica entre los tripanosomas y las células del
hospedador, con un numero relativamente bajo de estructuras y procesos
metabdlicos exclusivos del parasito. Estos ultimos deben ser precisamente las
dianas para el desarrcollo de sustancias de toxicidad selectiva y de nuevos
procedimientos quimioterapeuticos, en este campo, los aspectos mas
estudiados actualmente son el ADN del kinetoplasto, los glicosomas, el
metabolismo del oxigeno, de las bases puricas y pirimidinicas y del acido
félico, asi como la formacién de microtubulos y las estructuras de membrana.

Desde el punto de vista puramente técnico o de desarrollo practico,
existen dificultades anadidas para el disefio de pruebas idéneas de cribado
farmacolégico. Circunstancias como el polimorfismo del parasito y 1a diversa
susceptibilidad de las cepas, [a finalidad terapedtica o quimioprofilactica de los
ensayos, adecuaciones practicas, econémicas, higiénicas, de seguridad en la
maniputacion y las siempre presentes consideraciones éticas, hacen que el
cribado farmacolégico sobre T. cruzi precise de una constante revisién que
permita atender al control de todas estas variables.

Por todo lo anterior y a pesar de ser una de las lineas prioritarias de
investigacion tanto en paises endémicos como fuera de sus fronteras, la
enfermedad de Chagas se destaca ain hoy dia por mantener grandes
cuestiones sin resolver y sobre todo por una falta alarmante de soluciones
practicas. Existe una enfermedad crénica dificilmente interpretable, existen
zonas con fauna vectora y parasito pero sin casos de enfermedad, se han
realizado multitud de aislamientos detectandose cepas con comportamientos
dispares, unas muy infectivas y otras menos, unas muy patégenas y otras
apenas, unas mas sensibles que otras a ciertos productos y tratamientos. Pero
sobre todo, no existe una terapia eficaz, y los escasos logros en el terreno de
la profilaxis hacen que la enfermedad de Chagas se encuentre aun lejos no
solo de ser erradicada, sino de poder ser eficazmente controlada.

OBJETIVOS.
El equipo de investigacién en el que se ha desarrollado el presente
trabajo se encuentra dedicado fundamentalmente a estudios de tipo

farmacolégico. El cribado de nuevas moléculas de sintesis o de extractos
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vegetales, asi como el desarrollo y perfeccionamiento de modelos nuevos o ya
en uso para efectuar estos cribados han sido siempre la base de nuestro
trabajo. Siguiendo esta linea ya establecida, la intencién de esta Tesis es
contribuir a la actualizacion de este campo, teniendo en cuenta factores de
tanto interés hoy dia, como es el tema de la variabilidad intraespecifica del
parasito. Habiendo cepas de comportamiento tan dispar como se ha citado, no
es factible centrarse dnicamente en el método despreocupandonos del
aislamiento con el gque trabajamos, pues no obtendremos los mismos
resultados aplicando la misma técnica sobre cualquier cepa elegida al azar.

Trabajar en esas condiciones seria cuando menos arriesgado y lo que
pretendemos como finalidad udltima de este trabajo es optimizar los
procedimientos para la busqueda (desde el punto de vista técnico pero
teniendo en cuenta las variables bioldgicas) de productos que permitan
combatir la enfermedad; a la vez intentamos un acercamiento y una pequerfia
aportacién al tema de la variabilidad intraespecifica de 7. cruzi, dando pie a la
apertura de una nueva linea dedicada a la caracterizacidn. Ello nos permitira
abordar la gran cuestion de si la diversidad bioquimica de T. cruzi se ajusta
del todo o en parte a la variabilidad biologica y médica del parasito, y esta
cuestion solo puede ser resuelta mediante el estudic de las caracteristicas
bioldgicas y médicas de una extensa y representativa muestra de poblaciones
naturales. Estudio al que pretendemos contribuir con la aportacion de este
trabajo realizado con cepas de distinta procedencia bioldgica y geografica.

En definitiva, los objetivos prioritarios de la investigacién planteada se
centran en: ‘

1. Aplicacién de pruebas biolégicas y bioquimicas a la caracterizacion
intraespecifica de T. cruzi.

2. Desarrollo y optimizacién de modelos de cribado farmacoldgico sobre
T. cruzi, con dos vertientes en su aplicabilidad:

A Seleccidn de nuevos compuestos activos que ofrezcan una
altemmativa a los farmacos y quimioprofilécticos existentes.
B. Determinacion de la susceptibilidad al tratamiento de

cepas de diversa naturaleza como parametro de estudio
de la variabilidad intraespecifica.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. ENCUADRE TAXONOMICO.

Segun la revisidn taxonémica de los protozoos realizada por Levine y
colaboradores en 1980, T. cruzi queda encuadradc del siguiente modo:

Subreino Protozoa (Goldfus, 1818) von Siebold, 1845
Tipo Sarcomastigophora Honigberg y Balamuth, 1963

Protazoos con nucieo de un solo tipo; reproduccion sexual, cuando existe, esencialmente singdmica; poseen flagelos,
pseudépodos ¢ ambos tipos de érganos locomotores.

Subtipo Mastigophora Diesing, 1866

Trofazoitos que poseen tipicamente uno o mas flagelos, reproduccién asexual basicamente por fisién binaria
longitudinal; en algunos grupos, reproduccién sexual.

Clase Zoomastigophorea Calkins, 1909

Sin cloroplasto; de uno a varios flagelos; formas ameboides con o sin flagelos en algunos grupos.

Orden Kinetoplastida (Honigberg, 1963) Vickerman, 1976

Con uno o des flagelos que se originan en una depresién, tipicamente con un bastén paraaxiat, ademds

del axonema; mitocondria (inica que ocupa toda la longitud del cuerpo, que suele contener un kinetoptsto
Feulgen-positivo situade cerca de la base del flagelo; ¢l aparato de Golgi se situa por lo general en
|a regién de !a depresién flagelar, sin conexién con e flagelo.

Suborden Trypanosomatina Kent, 1880

Flagedo Unico, libre o unido al cuerpo por una membrana onduiante; kinetoplasto pequefio y compacto.

Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901) Grobbein, 1805
Pueden existir en dos o mas de cuatro formas o estades que se denominan amastigote,
promastigote, epimastigote y tripomastigote. Incluye a los protozoos que viven en la sangre
y los tejidos del hospedador humana,

Género Trypanosoma Gruby, 1843
Subgénero Schizotrypanum (Chagas, 1909) Néller, 1931
Especie T. (S.) cruzi Chagas, 1909

En base a caracteristicas relacionadas con la localizacién de tas formas
infectantes dentro del vector y por tanto a la forma de transmisién, el género
Trypanosoma se puede separar en dos grupos O secciones sin valor
taxonémico: seccidn Salivaria y seccién Stercoraria. La seccion Stercoraria
contiene tres subgéneros, uno de los cuales es Schyzotrypanum, creado
originariamente por Chagas (1909) como género para T. cruzi pero
posteriormente reducido a rango de subgénero por Néller (1931) y que incluye
la especie cruzi quedando su nombre cientifico por tanto como Trypanosoma
(Schizotrypanum) cruzi Chagas, 1909.
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Protista
Protozoa
I | l
Apicomplexa Sarcomastigophora Microspora Clllophora
| |
Opalinata Mastigophora Sarcodina
I
‘Phytomastigophorea Zoomastigophorea
Kinetoplastida
|
| |
Bodonina Trypanosomatina
Trypanosomatidae
[ .
I i | | | | } I |

Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Trypanosoma Phytomonas Leishmanla Endotrypanum Rhyncholdomonas

l
| 1

Stercoraria Sallvaria
| 1
l | 1 | | I I
Megatrypanum Herpetosoma Schizotrypanum Dutonella Nannomonas - Trypanozoon  Pycnomopas
T.(M.} thellerd  T.(H.) lewis] T.(5.) cruzl T.(D.) uniforme T.(N.) congolense T.(T.) brucel T.(P.) suls
T.(H.) musculi T.(D.) vivax T.(N.) slrn]gae T.(T.) b. brucel
T.(H.) rangell T.(T.) b. gambiense
T.{T.) b. rhodesiense
T.(T.) equiperdum
T.(T.) evansi
Fig |. Localizaciéon taxonomica de 7. cruzi entre las especies mas

representativas del género Trypanosoma (segun Molyneaux y Ashford, 1983).
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2. MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA.

T. cruzi se caracteriza por un marcado polimorfismo presentandose en
forma amastigote en las células del sistema reticuloendotelial y otros tejidos
del hospedador vertebrado, siendo ésta {a forma multiplicativa intraceiular; sin
embargo Andrews y col. (1987) afirman observar un 10% de amastigotes
circulantes en sangre, lo que iria en contra de |a idea generalizada de que son
formas exclusivamente intracelulares. Las formas epimastigote aparecen en
la fase logaritmica de crecimiento en cultivo axénico, en el intestino del vector
y al principio o final del ciclo intracelular en el hospedador vertebrado; son las
formas multiplicativas extracelulares. Finalmente, las formas tripomastigote
aparecen en células de tejidos y en la sangre del vertebrado, en e! intestino
posterior y deyecciones del invertebrado y en la fase estacionaria de
crecimiento en cultivos axénicos, asi como en la fase liquida de cultivos
celulares; estas formas no se dividen. La estructura y morfologia de las
distintas formas de esta especie responden al patron general de ia familia
Trypanosomatidae (figuras II, lll y IV).

La membrana plasmatica de 7. cruzi esta formada, como en cualquier
célula, por proteinas y lipidos, a los que se afade un glucocadliz compuesto por
carbohidratos. La carga negativa superficial va ligada a la presencia de restos
de acido sidlico. Segun Alcina y Fresno (1987), la estructura de la membrana
plasmatica es lo que determina el tipo de interaccién con el hospedador y su
sistema inmunitario.

Bajo la membrana plasmatica existé una capa de microtabulos
subpeliculares, cuyo numero varia segun e! estadio del ciclo y que estén
conectados entre si y a la membrana plasmatica por filamentos cortos de
naturaleza desconocida. La capa de microttbulos aparece interrumpida
unicamente a nivel de |la bolsa flagelar, una regién celular donde ocurren
procesos de exo y endocitosis.

El flagelo de T.cruzi presenta un axonema con la estructura microtubular
basica 9+2. Su longitud varia desde 1 ym que mide en amastigotes hasta
alcanzar los 20 pm al final del ciclo intracelular, probablemente por adicion de
tubulina en el extremo terminal. Lateraimente al eje mayor del axonema, existe
una estructura de microfilamentos gue constituyen el denominado eje paraaxial
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Fig. Il. Aspeclo de cultiva
axenico de epimastigotes
en medic LIT. x2500.
Giemsa.

Fig. lll. Aspecto de cultivo
axénico en medic Grace,
con predominio de formas
tripomastigote.  x2500.

Giemsa.

Fig. IV. Cultivo celular.
Farmas amastigote infec-
tando células Vero. x2500.

Giemsa,
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o eje paraflagelar, de funcion desconocida. En epimastigotes y tripomastigotes,
en los que el flagelo emerge lateralmente al cuerpo celular, existen uniones
tipo desmosoma, y la onda flagelar induce un movimiento aparente a la célula,
dando la impresién de una membrana ondulante. El movimiento flagelar esta
generado por fa accién ATPasa de los brazos de dineina microtubulares, en
un proceso dependiente de ATP. En la base flagelar se aprecian dos
corpusculos basales compuestos por nueve tripletes de microtubulos; el
corpuscule basal esta separado de la porcidn extracelular del flagelo por la
lamina axosomal.

En epimastigotes y tripomastigotes se han encontrado organulos a los
que se ha denominado glicosomas por contener enzimas glicoliticas, que
pueden representar los peroxisomas de muchas células eucariotas. Estos
organulos estan implicados en la oxidacion de aminoacidos y en el
metabolismo del agua oxigenada y al parecer también lo estarian en la beta
oxidacién de los acidos grasos y la biosintesis "de novo" de pirimidinas.

El reticulo endopldsmico se encuentra principaimente en las
proximidades del nucleo y bolsa flagelar, y esta en comunicacién directa con
el aparato de Golgi. Ambos organulos parecen ilevar a cabo la sintesis de
glicoproteinas que se localizan en la membrana plasmatica del parasito. Los
ribosomas, distribuidos por todo el citoplasma, estan compuestos por un 45%
de proteinas y un 55% de RNA. :

El nucleo es pequefo, de 2,5 um, con un nucleolo central o ligeramente
excéntrico y su membrana se continia con el reticulo endoplasmico. Esta
demostrada la presencia de nucleosomas, que son subunidades basicas de
cromatina compuestas por ADN-histonas, similares a las de otras células
eucaridticas. T. cruzi es un organismo diploide, y aunque es posible (Brener
en 1972 observd puentes citoplasmaticos entre estos flagelados), no se ha
comprobado aun gue exista un proceso de intercambio genético,

T. cruzi presenta una sola mitocondria. En ésta, y cerca del corpusculo
basal o cinetosoma, existe un complejo de fibras de ADN que constituye el
kinetoplasto. Este complejo estd constituido por minicirculos y maxicirculos
que forman una red gigante de ADN y que en epimastigotes representan el 20-
25% del contenido total de ADN. Hay 5 x 10°-10* minicirculos y 20-50
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maxicirculos por red. Los primeros tienen una longitud de 0,45 um, o que
corresponde a 1440 pares de bases y un peso molecular de 0.94 x 10°. Los
minicirculos varian muy rapidamente su secuencia debido a mutaciones
puntuales; en cada uno de ellos existe una zona de secuencia constante que
se repite cuatro veces por moiécula y cuatro regiones divergentes intercaladas
entre las primeras (estas son similares, no solo en todas las moléculas de un
mismo parasito, sino en aquellas de distintos aislamientos). Si bien no se
conoce con exactitud el papel de los minicirculos en 1a fisiologia de los
tripanosomas, parece que los maxicirculos contienen informacién genética y
pueden sintetizar ARN.

Actualmente, el estudio de la secuencia de los minicirculos tiene interés
por su relacion con la heterogenicidad existente entre poblaciones naturales
de T. cruzi, reflejada en su distinta capacidad de invasidn celular, virulencia y
morbilidad en modelos animales, susceptibilidad a sueros inmunes y a
farmacos, histotropismo, morfologia y composicion antigénica. Asi, ademas de
los patrones isoenzimaticos o zimodemas, para la identificacion de poblaciones
de T. cruzi se ha recurrido recientemente al estudio de los distintos patrones
por medio de endonucleasas de restriccion de los minicirculos de ADNk. Asi
Morei y colaboradores (1980) propusieron el término esquizodema para definir
subpoblaciones de T. cruzi que poseen similares perfiles de restriccién (=
secuencia) mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de los
minicirculos.

3. CICLO BIOLOGICO.

T. cruzi cumple un cicle biolégico indirecto mantenido originariamente
entre mamiferos silvestres pertenecientes a los ordenes Marsupialia,
Chiroptera, Rodentia, Lagomorpha, Edentata, Carnivora y Primates
(principalmente zariglieyas, armadillos, murciélagos, primates, mofetas,
ardillas, mapaches, etc.), e insectos hemipteros de la familia Reduviidae.

Cuando el hombre entra en contacto con sus focos naturales, alterando
el equilibrio ecoldgico y posibilitando la invasién domiciliaria de algunas
especies de triatominos, que transportan al agente etiolégico a ecotopos
artificiales, la enfermedad se transforma en antropozoonosis (fig. V).
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Fig V. Ciclo biolégico de T. cruzi (segun Despommier y Karapelou, 1987).
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Si bien hay descritas toda una serie de vias menores de transmisién
(transfusional, lactogénica, por ingestidn, mecdnica por otros insectos )
hematéfagos, accidental en laboratorio, por el coito y por trasplante de
arganos), en el 80% de los casos la tripanosomiasis se transmite cuando una
chinche infectada, al alimentarse deposita sus deyecciones con formas
metaciclicas en la piel de! hospedador. Los parasitos invaden el organismo @ -
través de la picadura o penetrando activamente las mucosas. Son fagocitados
por macréfagos y atravesando la membrana de la vacuola fagocitica se
disponen en la matriz citoplasmatica. En este sentido, Osuna y colaboradores
(1986) han comprobado que las formas infectantes evitan la fusion lisosomal,
que produciria la destruccion del parasito, incrementando el pH citoplasmatico
de la célula fagocitica mediante la liberacidon de amonio y poliaminas.

Los tripomastigotes tardan unas 3 horas en reorganizarse como
amastigotes, y entonces permanecen quiescentes por espacio de 35 horas
antes de empezar a dividirse. Ocurren unas 9 divisiones asincrénicas para
producir en tormo a 500 amastigotes, un 25% de los cuales degenera y el resto
se transforman en tripomastigotes, que abandonan la célula en unos minutos
y escapan a la sangre como formas no multiplicativas.

El proceso esté bajo control genético del parésito, de modo que la
diferenciacién amastigote-tripomastigote solo se iniciara después de un
namero preprogramado de divisiones intracelulares. El ciclo total de divisién
intracelular, segun hemos podido comprobar en nuestras experiencias, no
suele exceder "in vitro" de 96 horas. Los tripomastigotes resultantes son
polimoérficos: existen formas delgadas dotadas de mayor capacidad para
penetrar en las células del hospedador, que predominan en las etapas iniciales
para ir progresivamente desapareciendo, y formas gruesas mas infectantes
para el vector.

Los tripomastigotes sanguineos invaden células de tejidos,
principalmente muscular, teniendo especial predileccion por el musculo
cardiaco (cepas miotrépicas) o son de nuevo fagocitadas por macréfagos
(cepas reticulotrépicas o fagocitotropicas). Cualquiera que sea el tipo celular,
se repite en su interior el ciclo multiplicativo formandose pseudoquistes
reproductores. !
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El desarrollo en el hospedador invertebrado comienza con |a ingestion
de tripomastigotes de |a sangre del vertebrado, los cuales se transforman en
epimastigotes multiplicativos. Durante la evolucion inicial se han encontrado
asi mismo formas redondeadas (esferomastigotes y amastigotes) en el
estémago; estas pueden transformarse en epimastigotes cortos, que
empezarian a multiplicarse en el intestino, o en epimastigotes largos incapaces
de multiplicarse pero que alcanzan activamente el recto a los 3-4 dias de la
ingestién de sangre infectada.

Por microscopia electronica de barrido se ha comprobado que los
metaciclicos derivan de los epimastigotes cortos unidos a la cuticula rectal,
preferentemente a nivel de la glandula rectal. El trabajo de Homsy y
colaboradores (1989) demuestra que el proceso de diferenciacion se activa en
presencia de prolina o glutamato y de un 5% de CO,; sin embargo la
adherencia de los epimastigotes a un sustrato segun ellos no influye, en contra
de otros autores, en la diferenciacion. Por su parte Schaub y Boker (1986)
afirman que es en condiciones de ayuno del vector cuando existe preferencia
por parte de los tripanosomas por colonizar las papilas rectales.

Los metaciclicos se eliminan con Ias heces junto con epimastigotes no
transformados, siendo la duracion de este ciclo de 6-15 dias dependiendo del
estado del vector y de la temperatura.

Se han sefialado numerasos factores como posibles inductores de la
metaciclogénesis (transformacidn de epimastigote a tripomastigote metaciclico;
apartado 6.1.2.), pero cualquiera que sea el mecanismo desencadenante, los

metaciclicos eliminados en las deyecciones del triatomino determinan la
infeccion en el hospedador vertebrado.

4. VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA.

4.1. CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS. ZIMODEMAS Y ESQUIZODEMAS.

Es bien conocida la heterogenicidad existente entre las poblaciones
naturales de T. cruzi, reflejada en su distinta capacidad de invasidn celular,
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' virulencia y morbilidad en modelos animales, susceptibilidad a sueros inmunes
y a farmacos, histotropismo, morfologia y composicién antigénica. La
variabilidad enzimatica ha dado lugar a una de las clasificaciones mas
utilizadas mediante el encuadre de los distintos patrones isoenziméaticos en
diferentes zimodemas (poblaciones que difieren en dichos perfiles). Se habla
de tres zimodemas principales y varios subordinados (Miles y col.,1978 y
1980). El zimodema Z, y en menor grado el Z, pueden asociarse a casos
humanos, mamiferos y vectores de areas de transmision selvatica,
produciendo el primero patologia aguda y crénica y el segundo sélo aguda. El
zimodema Z, se ha encontrado en areas de transmisién doméstica y se asocia
a la forma aguda de la enfermedad.

En cuanto a la distribucién geogréfica de los zimodemas, ésta no parece
seguir un patrén' determinado; en el norte y noreste de Brasil pueden
encontrarse los tres zimodemas y en el centro del pais Z, y Z,. En Venezuela
y Colombia se encuentran Z, y Z,. En Chile se han detectado Z, y Z, y en Peru,
Ecuador, Honduras y el sur de los Estados Unidos aparece Z,. Segun
Tibayrenc y Desjeux (1984), Z, estaria relacionado con zonas de gran altura
y Z, con zonas de llanos y valles.

Ademas de los patrones isoenzimaticos o zimodemas, para la
identificacion de T. cruzi se ha recurrido también al estudio de los distintos
patrones por medio de endonucleasas de restriccion de los minicirculos de
ADNK. Asi Morel y col. (1880) propusieron el término esquizodema para definir
subpoblaciones de T. cruzi que poseen similares perfiles de restriccion. Mas
recientemente han sido incorporadas a los estudios de variabilidad en T. cruzi
nuevas técnicas como la hibridacidén con sondas de ADN, anticuerpos
monoclonales y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Welsh y
McClelland, 1990; Williams y col., 1990; Avila y col., 1891; Macedo y cot.,
1992; Steinde! y col., 1993) como nuevos métodos para la caracterizacion de
cepas y clones.

Pero la vieja cuestidon acerca de cual es el motor de esta variabilidad
sigue latente. Muchos autores han demostrado en el laboratorio que algunos
protozoos parasitos pueden sufrir recombinacion genética: T. brucei (Jenni y
col., 1986 y 1990; Stemberg y col., 1988; Walliker, 1989; Tait y Turner, 1980),
Plasmodium falciparum (Walliker y col., 1987), Toxoplasma (Pfefferkorn y col.,
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1980), Entamoeba histolytica {Sargeaunt y col,, 1988; Blanc y col., 1989) y
Leishmania (Lanotte y Rioux, 1990). Otros autores mantienen que la
recombinacién genética también se produce en poblaciones naturales de T.
brucei, P. falciparum y Leishmania pero no en poblaciones naturales de T.
cruzi. La variacién revelada en numerosos andlisis isoenzimaticos y de ADNK
a partir de muestras procedentes de variados origenes geograficos y diversos
hospedadores, junto a la existencia de patrones heterozigoéticos fijos, que se
mantienen generacion tras generacién, sugiere que 7. cruzi s un organismo
diploide, genéticamente muy polimorfo y que manifiesta una estructura clonal
que implicaria una ausente o muy restringida sexualidad (recombinacién).

Segun Tibayrenc y Ayala (1987) y de acuerdo con esta idea, las
entidades denominadas zimodemas serian simplemente clones naturales de!
pardsito que pueden ser identificados por medio de técnicas isoenzimaticas,
y de la misma manera, los esquizodemas serian clones naturales identificados
por analisis con endonucleasas de restriccion de las variaciones en el ADNK.

Los mismos autores, al tratar de relacionar 43 zimodemas de T. cruzi
con el fin de establecer relaciones filogenéticas, observan que resulta
imposible realizar agrupamientos coherentes. Parece ser que la evolucién
clonal de T. cruzi es antigua y que los numerosos clones se han desarrollado
independientemente durante mucho tiempo. Asi, la gran heterogenicidad
bioquimica del parasito seria consecuencia directa de una larga evolucién por
separado de |os clones naturaies.

La relevancia de |la cuestién acerca de la posible estructura clonal de
T. cruzi y Ia existencia ¢ no de recombinacion es grande, ya que tendria
importantes implicaciones médicas. Incluso si algun fendémeno de
recombinacion ocurriese durante la evolucion, los clones naturales retendrian
sus caracteristicas sobre grandes areas geogréficas y largos periodos de
tiempo. Steindel y col. (1993) encuentran similitudes en patrones de
amplificacién por AP PCR entre aislamientos de la misma procedencia
geogréfica y diferencias entre aislamientos de distinta localizacion.

Si los clones se han desarrollado a lo largo del tiempo como entidades
genéticas independientes, las caracteristicas médicas de cada cual deben ser
estudiadas por separado y la cuestion central es si la gran diversidad clonal
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se ajusta del todo o en parte a la variabilidad bioldgica y médicade T. cruzi. Y
esta cuestidn solo puede ser resuelta mediante el estudio de las
caracteristicas bioldgicas y médicas de una extensa y representativa muestra
de poblaciones naturales. '

4.2. SUSCEPTIBILIDAD DE LAS DISTINTAS CEPAS A LOS FARMACOS. -

Son conocidas las grandes variaciones que presentan las distintas
cepas de T. cruzi en cuanto a su sensibilidad a la accién de los farmacos. Se
ha demaostrado que el éxito del tratamiento de la infeccion experimental con
benzonidazol y nifurtimox depende de la cepa empleada (Andrade y col., 1975
y 1985) y no de otros factores como la fase clinica de la infeccién (Filardi y
Brener, 1990).

Neal (1988) compara "in vivo" cinco conocidas cepas de laboratorio
resultando dos de ellas no sensibles al tratamiento (Sonya y Colombiana)
mientras que el resto si lo son (Y, Tulahuen, y Peru). Las variaciones en la
sensibilidad de las cepas se observan también con otros medicamentos (Avila
y col., 1981). Las cepas Sonya y Colombiana por este motivc no son
adecuadas para el cribado farmacolégico.

Filardi (1990) encuentra el mismo grado de sensibilidad al benzonidazol
en las distintas fases clinicas de la infeccién de cada una de las seis cepas
experimentadas (usando como criterio de curacién el hemocultivo (Filardi y
col., 1987)). La sensibilidad seria, por tanto, una caracteristica de 1a cepa.

La resistencia de las cepas sin embargo, no es un fenéméno de "todo
0 nada". Comparando la sensibilidad a benzonidazol y nifurtimox en ratones
(100 mg/kg via oral) de 47 cepas de T. cruzi, Filardi (1987) encuentra todo el
gradiente entre el 0% y el 100% de susceptibilidad frente a estos
medicamentos. La resistencia a los farmacos ademds, se reduce en gran
medida cuando se incrementan experimentalmente tas dosis de medicamento,
aunque la aplicacion clinica de esta solucidn supondria alcanzar niveles
demasiado téxicos en pacientes humanos (Filardi y Brener, 1990).

La resistencia de la infeccion experimental al tratamiento con nifurtimox
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o benzonidazol se asocia, aunque de forma parcial, con la preferencia
miotrdpica de la cepa y con las formas sanguineas gruesas, mientras que las
cepas sensibles son reticulotropas o miotropas y predominan formas
sanguineas esbeitas (Neal y van Bueren, 1988; Andrade y col.,: 1985; Melo y
Brener, 1978). Esto podria ser atribuido a la diferente incorporacién de los
medicamentos por los diversos tejidos infectados o a la distinta intervencién
sinérgica del sistema inmunitario, variable con {a cepa del parasito (Muller y
col., 1986). La intervencion del sistema inmune en la actividad quimioterapica
ha sido demostrada por Toledo y col. {1990). :

5. QUIMIOTERAPIA.

5.1. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD.

Desgraciadamente no contamos, hoy dia, con ninguna droga totaimente
activa frente a la enfermedad de Chagas; los unicos farmacos disponibles para
su tratamiento son los nitroheterociclos Nifurtimox y Benzonidazol, ambos de
eficacia cuestionable y toxicidad manifiesta.

Nifurtimox (Lampit, Bayer 2502) es un nitrofurano que se administra via
oral a dosis diaria de 8-10 mg/kg distribuida en tres tomas.. El curso del
tratamiento es prolongado (60 dias) y suele extenderse hasta 120. Los nifos
(1-10 anos) toleran mejor el farmaco y pueden ser tratados con dosis de 15-20
mg/Kg/dia durante 90 dias. En casos congénitos se han administrado hasta 25
mg/Kg/dia junto con 5 mg/Kg/dia de fenobarbital para prevenir los efectos
neurolégicos laterales. El farmaco es rapidamente absorbido y detectado en
suero; los niveles empiezan a disminuir a las 3 horas y no es detectable
después de un dia; por ello es necesario mantener ininterrumpidamente altos
niveles del nitrofurano durante periodos prolongados.

Los porcentajes de curacion evaluados por xenodiagnostico o distintos
tests serolégicos oscilan, segun datos de diversos autores, desde e} 30-40%
al 86% (Cerisola y cal., 1977; Schenone y col., 1981). En pacientes crénicaos,
Nifurtimox es menos eficaz (Brener, 1979; Avila y col., 1983; Gutteridge, 1982
y 1985). Algunos resultados negativos obtenidos "in vitro" sugieren que debe
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ser metabolizado en el organismo o bien combinarse con componentes del
hospedador. '

Benzonidazol (Rochagan, Ro 7-1051, Rodinil) es un nitrc;imidazol que
se administra via oral a dosis de 5-7 mg/Kg/dia durante 30-120 dias.

Los metabolitos de ambos farmacos se excretan en c;rina. Ambos
pueden producir transtornos géstricos, pérdidas de peso, erupciones cutdneas,
neuritis periférica y depresién de la médula osea. Son carcinégénos a dosis
elevadas en animales de experimentacién, aunque no se ha de,‘scrito ningun
caso en pacientes. Todos los efectos secundarios son reve}sibles si se
suspende el tratamiento. Nifurtimox, como cualquier nitrofurano, causa ademés
anemia hemolitica en individuos deficientes en glucosa 6P deshidrogenasa.

Benzonidazol tiene un efecto inhibitorio sobre |a sintesis {protéica y de
acidos nucléicos. Los nitrofuranos son toxicos por su capacidad para formar
radicales libres que reducen el O, molecular, acumulandose anion superdxido
(O,-), perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo (OH-) (Docampo y Moreno,
1984). Los microsomas hepaticos de rata catabolizan la reduccién del
nifurtimox a anion nitro, que reacciona rapidamente con O, para regenerar el
nitro derivado y O,-. En todas las formas de 7. cruzi se ha demostrado la
formacién de este radical. Como el parasito no contiene glutation peroxidasa
o catalasa, ocurre la formacién espontanea de OH-. Este es el radical de 0,
mas téxico, ya que produce alteraciones en el ADN y peroxidacion de lipidos
y oxidacion de grupos tiol de las proteinas. De esta forma, [a sinteis protéica
y de acidos nucleicos son las principales dianas de! nifurtimox .Las células del
hospedador también parece que metabolizan los nitrofuranos, ¢omo lo hace
T. cruzi, aunque mas lentamente. Ello explica el grado de selectividad en la
accién; no obstante, los compuestos son considerablementé toxicos en
humanos; particularmente el cerebro y las génadas, que no producen catalasa,
son los tejidos méas sensibles a los efectos toxicos de nifurtimox;.

]

Si bien el mejor conocimiento del metabolismo del éarésito esta
abriendo camingos al desarrollo de nuevos farmacos, lo cierto es que, por el
momento, no existe tratamiento eficaz para la enfermedad de Chagas. Ei
problema se complica ademas en enfermos cronicos, en los que aunque a
veces se prescribe el tratamiento con Nifurtimox o Benzonidazol, éste no
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detiene el progreso de las alteraciones electrocardiograficas. En estos casos,
debido a los resultados parasitologicos cuestionables, el beneficio clinico
incierto y los efectos secundarios, muchos investigadores son cada vez mas
refractarios al tratamiento de pacientes crénicos. La unica alternativa es pues
el tratamiento sintomatico, pero desgraciadamente la distribucién de digitales,
diuréticos y marcapasos para enfermos cardiacos y la cirugia para -
megaformaciones intestinales son procedimientos caros y l6gicamente
impracticables en las areas endémicas rurales.

5.2. QUIMIOPROFILAXIS.

La situacién en cuanto a disponibilidad de productos quimioprofilacticos
que eviten la transmision transfusional, sequndo mecanismo en importancia,
no es muy distinta. Desde la década de los 50, en que Nussenzweig comprobé
que el violeta de genciana destruye las formas sanguineas de 7. cruzi in vitro,
ningunc de los compuestos propuestos como posibles sustitutos ha superado
su actividad. La anfotericina B parece que elimina los tripomastigotes de la
sangre almacenada a 4°C a concentraciones de 3 pg/ml, sin inducir hemolisis
durante un periodo de 21 dias, a través de la unién con esteroles de la
membrana del parasito (Cruz, Marr y Berens, 1980). No obstante, constituye
solo un ejemplo de los muchos compuestos y series quimicas (acridinas,
naftoquinonas, etc.) ensayados que no han logrado desplazar al cristal violeta.
Las propiedades colorantes del compuesto constituyen un serio inconveniente
para su aplicacion de rutina con propésitos quimioprofilacticos. De ahi se
deriva la importancia del desarrollo de moléculas, que aunque no curen la
enfermedad, sean tdxicas para T. cruzi "in vitro". |

5.3. OTROS PRODUCTOS ACTIVOS Y NUEVAS DIANAS.

Otros nitrofuranos, como el denominado SQ 18,506 (Sims y Gutteridge,
1978; Gugliotta y col., 1980) y la nitrofurazona (Schlemper y col., 1977), con
propiedades tripanocidas, no han superado los ensayos clinicos por su falta
de eficacia a las dosis toleradas por el hombre.

La actividad de los 7 y 8 aminoquinoleinas (primaquina) con un grupo
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metoxi en posicion 6 se conoce desde la década de los 50 (Goble, 1949 y
1952); aunque no presentan a dosis terapedticas los problemas de toxicidad
de otros antichagasicos, son toxicos exclusivamente para formas
extracelulares, lo que ha limitado su aplicabilidad en los ensayos clinicos. Sin
embargo, segun datos de McCabe (1988), la primaquina actia
preferentemente sobre formas intracelulares. :

El bromuro de stidio (derivado de |a fenantridina) cuando se compleja
con el ADN disminuye su toxicidad, aunque ésta sigue siendo considerable
para el hospedador. A [a vez adquiere propiedades lisosomotréficas (Trouet
y col., 1976). Incapaces de difundir a través de las membranas biocldgicas,
asos complejos deben ser interiorizados por las células mediante endocitosis,
teniendo asi acceso a las vacuolas lisosomales. Una vez en ia vacuola, el
compiejo es enziméaticamente digerido, liberando el bromuro de etidio. A pesar
de todo, en ensayos experimentales, el compuesto no consigue eliminar los
estados tisulares de T. cruzi, por lo que tiene escasa eficacia en fase cronica.

El antihiperuricémico Alopurinol es activo sobre las enzimas que
participan en el metabolismo de las purinas. 7. cruzi , que no sintetiza
proteinas '"de novo", utiliza la via de salvamento de bases puricas y
nucledsidos, transformando el Alopurinol (anélogo a la hipoxantina) en un
nucledtido (aminopirazolopirimidina, analogo de la adenina) gque es
incorporado al ARN con consecuencias letales para el parasito (Marr, Berens
y Nelson, 1978). Este mecanismo, unico en protozoos, explica ia baja toxicidad
en humanos. No obstante, sus efectos parecen depender de la cepa de T.
cruzi. Su eficacia estd ademas limitada por su vida media en plasma, que es
demasiado corta.

Oftra serie que muestra una potente actividad en el Chagas experimental
son los antifungicos imidazélicos. El mas activo, administrado por via oral,
ketoconazol, presenta una elevada toxicidad hepatica; sin embargo, no se ha
descartado, dado su actividad a dosis extraordinariamente bajas. "In vitro”, a
concentraciones de 5 ng/ml sobre cultivos tisulares de amastigotes, segun
datos de Goad y col. (19889), altera la biosintesis de esteroles de los
tripanosomas, sin afectar a la composicion de esteroides del tejido humano.

También se han ensayado en |os ultimos afos los antineoplasicos
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azaespiranos, como el espirogermanium, y los antidepresivos triciclicos
clomipramina e imipramina, asi como la rifampicina. El salicilato sédico,
. algunos tiazoles, derivados del tiofeno, tiosemicarbazonas, 5-nitroimidazoles,
etc, pero su falta de eficacia en algunos casos, ia toxicidad en otros e incluso
razones puramente comerciales, han impedido su desarrolio completo
{Ducanson y col., 1977; Neville y Verge, 1977). -

A la vista de esta situacion, resulta por tanto imprescindible orientar ia
investigacién hacia la busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. En este sentido, una de las principales dianas
contempladas para el desarrolio de farmacos en tripanosomas es el glicosoma.
La compartimentaciéon subcelular de la glicolisis en estos parasitos es
notablemente distinta a la situacion en el resto de los eucariotas, donde la
glicolisis ocurre en el citosol. La glicolisis es esenciai sobre todo para los
tripanosomas africanos, ya que son casi enteramente dependientes de la
conversién aerébica de la glucosa en piruvato. Aunque en 7. cruzi esta viano
es tan crucial, la existencia de enzimas glicosomales -hexoguinasa,
fosfofructoquinasa, gliceraldehide 3P deshidrogenasa y fosfogliceratoguinasa-
con caracteristicas peculiares, orienta el disefio de nuevos farmacos.

Otro sistema unico, potencialmente vulnerable a nuevos tripanocidas es
el metabolismo y las funciones celulares del glutation y las poliaminas, que
intervienen en procesos vitales para la célula. Aungue los tfipanosomas
carecen de glutation reductasa y glutation peroxidasa que les defiendan de los
efectos téxicos de las formas reactivas de oxigeno (H,0,, O,-, OH-), se ha
identificado recientemente un sistema enzimatico de regulacion de su balance
redox tiol-disulfuro intracelular. Ei compuesto es el N1,N8 bis {giutationil)
espermidina y ha sido denominado tripanotion, El descubrimiento del enzima
tripanotion reductasa, que mantiene el compuesto en su forma ditiot -
dihidrotripanotiona- hace posible el intercambio tiol-disulfuro con otros
disulfuros intracelutares, como es el glutation. E! tripanotion debe por tanto
reemplazar al sistema glutation en tripanosomatidos en la eliminacién de
peroxidos, responsables junto con otros radicales de oxigeno de la toxicidad
de muchos tripanocidas. La enzima tripanotion reductasa ya ha sido aislada
de T. cruzi y es un buen objetivo para el disefio de nuevos farmacos.

Entre los interferidores de esta via metabdlica estd la a
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difluorometilornitina (DFMQ), de eficacia manifiesta sobre tripanosomas
africanos (Bacchi, 1981, McCann y col., 1983), qué inhibe la
ornitindescarboxilasa (ODC) (Metcalf y col., 1978), enzimaj clave en la
biosintesis de poliaminas: ello produce también una disminucién del nivel de
dihidrotripanotion.

En la biosintesis de las poliaminas interviene también la metionina-
(Bacchi, 1981), que se transforma en S adenosin metionina (SAM), la cual se
decarboxila y transfiere un grupo propil amino para formar las poliaminas
espermidina y espermina; el producto de la reaccién es la metiltioadenosina
(MTA). Esta se recicla a metionina con la participacion de un enzima
metiltioribosa quinasa (MTR) que actua previa liberacion de la adenina, y que
es exclusivo de bacterias y protozoos, y por tanto un blanco ideal para agentes
quimioterapediticos; analogos a esta enzima actuardn como antipfotozoésicos,
al inhibir la recuperacién de la metionina, que ademas de!alimentar la
biosintesis de poliaminas interviene en otras funciones celulares como son la
sintesis de proteinas y las reacciones de transmetilacion. |

De otra parte, en cuanto a la capacidad de T. cruzi para detoxificar a los
agentes quimioterapicos, aungue no bien estudiada, si se sabe que el parasito
posee un sistema citocromo P-450 monooxigenasa que metaboliza numerosos
sustratos y que puede ayudar a reducir la concentracion de los farmacos por
debajo del nivel terapetitico. |

+
|
]
+

§.4. RESISTENCIA DE LAS CEPAS.

La resistencia natural de muchas cepas de T. cruzi a los nitroderivados
puede ser el factor responsable de (os resultados controvertidos en cuanto a
eficacia del tratamiento. Es bien conocida la variacion en cuanto a
susceptibilidad de distintas cepas que pueden ser predominantes en
determinadas areas geograficas (Filardi y Brener, 1984). También Filardi y
Brener (1987) han comprobado que |a eficacia de los farmacos oécila del O al
100% en funcién de la procedencia del aislamiento. Asi, se ha apreciado
resistencia en algunos obtenidos de reservorios o vectores silvestres, en los
que el contacto previo con los agentes puede ser excluido. En la bibliografia
se registran indices de curacion del 81% en pacientes en fase aguda
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F 29 (Pan, 1971), TMM (Avila y col., 1983), LIT + RPMI 1640 + 199
(Sadigursky y Brodskyn, 1986), etc. -

En algunos de estos medios se trata de prescindir de la utilizacidn de
sueros 0 de componentes de la sangre porque dificultan estudios de tipo
inmunolégico o bioquimico, pero en nuestro caso 10 que perseguimos es'fa-.
produccion de gran nimero de pardsitos disponiendo de un cierto control
sobre su crecimiento, es decir, disponiendo de unas curvas de crecimiento
estables que nos permitan prever el desarrolio del cultivo (fase de crecimiento
exponencial, picos, fase estacionaria, etc.).

Para este fin, el medio de cultivo mas apropiado a nuestro juicio es el
medio LIT {"liver infusion triptose"), medio monofasico descrito por Camargo
en 1964 y cuya composicion se detalla en el capitulo de Material y Métodos.

6.1.2. OBTENCION DE TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS.

El procedimiento mas habitual para la obtencidn de formas metaciclicas
de T. cruzi es el aislamiento del parasito a partir de sangre de animales de
jaboratorio con infecciones experimentales, pero también se aislan formas
tripomastigotes a partir de cultivos celulares infectados (Schmatz y Murrayl,
1982; Kanbara y Nakabayashi, 1983; Carvalho y Souza, 1983; Kloetzel y col.,
1984).

En ambos casos se hace necesaria la separacion de los parasitos y las
células que los acompafian, ya sean sanguineas o de cultivo, y para ello hay
descritas numerosas técnicas, desde la simple sedimentacidn de los eritrocitos
(Kierszenbaum y col., 1976; Ketti y Brener, 1978), o centrifugacion (de Souza
y col., 1977; Minter-Goedbloed, 1978), a la centrifugacion previa aglutinacién
de los eritrocitos con Con A (Chiari y col., 1978) o fitohemaglutinacion (Yaeger,
1960) o por lisis con NH,C! (Moft, 1974), centrifugacién con soiucién de Ficoll
(Budzko y Kierszenbauml, 1974), cromatografia de intercambio iénico (Lanham
y Godfrey, 1968; Gutteridge y Ledn, 1978), purificacién en columna DEAE
celulosa (Villalta y Ledn, 1979}, centrifugacion en gradiente de metrizamida
(Loures y col., 1980), centrifugacién en gradiente Percoll discontinuo
(Castanys, 1984), o bien centrifugacién en gradiente de densidad {Mortatti y
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Munk, 1985).

Pero todos estos procesos, ademas de resultar 1aboriosos, suministran
cantidades muy limitadas de parasitos y hoy dia es posible la obtencién de
grandes cantidades de formas metaciclicas in vitro a partir de cuitivos de
epimastigotes; de hecho, un porcentaje pequefio y variable (por debajo del -
25%) de epimastigotes se transforman en tripomastigotes durante la fase
estacionaria {Camargo,1964; Fernandez y Castellani, 1966). |

En base a ésto se han realizado numerosos estudios tratando de
determinar cuales son los factores que inducen la metaciclogénesis. Estos
estudios se suelen basar en modificaciones de medios comunmente utilizados
para el cultivo de epimastigotes, por ejemplo, se ha visto que aumentando la
concentracion de hemina en el medio LIT, la proporcidn de tripomastigotes
metaciclicos se ve incrementada alcanzando un pico del 80% tras 10 dias con
20 mg de heminallitro (Arévalo y col., 1985). También, formas epimastigotes
incubadas con orina artificial de triatomino se transforman en tripomastigotes
metaciclicos en 48 horas a 28°C cuando son afiadidos al medio 10 mM de L-
prolina o también de L-glutamato (Homsy y col., 1989). Ademas, en ausencia
de glucosa y fructosa en el medio, los porcentajes de formas metaciclicas y e!
crecimiento se incrementan significativamente; asi mismo, {a adicion de NaCi
al medio sin monosacaridos incrementa de forma considerable !a apancnén de
formas metaciclicas (Adroher y col., 1988).

Pero no soio |as variaciones en la composicion del medio influyen en la
metaciclogénesis; son muchos los factores que han sido citados como
estimuladores ¢ inhibidores de ésta. Entre elios estan la cepa o clon utilizado
(Carne y Dvorak, 1982), la duracidn del cultivo (Chiari, 1974), la presencia de
lecitinas en el intestino del insecto (Pereira y col., 1980 y 1981), |la adicion de
hemolinfa de insecto, extracto de redivido u homogeneizado intestinal de
triatomino al medio {Wood y Pipkin, 1969, Wood, 1976; Isola y col., 1981 y
1986), medio deficiente 0 agotamiento de ciertos componentes de ese mismo
medio durante el crecimiento de los parasitos (Camargo, 1964, Chiari y cot.,
1978; Lopetegui y Miratelio, 1982, Contreras y col., 1985), el uso de prolina
como unica fuente de carbono (Contreras y col., 1985), el pH inicial del medio,
edad del cultivo, tamafo del indcule, una preincubacién a 21°C durante 48
horas (Castellani y col., 1967), y cambios de pH (Osuna-Carrillo y col., 1979).
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A pesar de que no estan perfectamente definidos aun estos factores
inductores de la metaciclogénesis, se han desarrollado una serie de medios
para el cultivo especifico de formas tripomastigote metaciclicas con una alta
efectividad; entre ellos se encuentran el medio LMC (Dusanic, 1980), el medio
TAU ("artificial triatomine urine”; Contreras y col., 1985), o diversas
meodificaciones hechas sobre el "Grace's insect medium” (Grace, 1962). Una
de esas modificaciones del medio de Grace, la realizada por Osuna Cairrillo y
col., {1979) que consiste, una vez suplementado el Grace's insect medium sin
hemolinfa de insecto (Gibco) con un 10% de suero bovino fetal inactivado, en
bajar el pH hasta 1,5 afadiendo CIH 1N y seguidamente ajustar a 5,8 con
NaOH 1N, esterilizando finalmente por filtracién, es la que hemos ptilizado en
nuestras experiencias, ya que ofrece un alto rendimiento al obtenerse
porcentajes de hasta el 90% de formas metaciclicas en solo 9 dias a partir de
formas epimastigote procedentes de nuestros cultivos axénicos en medio LIT,
mediante un sencillo procedimiento.

6.2. FORMAS PRESENTES EN EL HOSPEDADOR VERTEBRADO.
CULTIVOS CELULARES. '

En el mamifero hospedador, T. cruzi se presenta en dos estados: la
forma amastigote intracelular {fig. VI a Xl) y la forma tripomastigote sanguinea.
Ya hemos visto como es posible la obtencién de formas tripomastigote a gran
escala a partir de medios de cultivo acelulares (libres de células), pero, aungue
hoy ya se han descrito medios de cultivo acelulares para el mantenimiento de
formas amastigote (Engel y Dvorak, 1988, Velasco y col, 1989), la
transformacion de las primeras a estas Ultimas se produce intracelularmente
por lo que se sigue precisando de cultivos celulares para la obtencién de
amastigotes. Ademas, para la realizacion de nuestro proyecto de cribado sobre
formas amastigote resulta beneficioso contar con estas formas en su ambiente
natural, que es el interior de la célula, ya que ésto nos permitira obtener
también datos relacionados con la capacidad de absorciéon de los productos
ensayados por parte de las células, asi como la citotoxicidad de los mismos.

Han sido varios los sistemas celulares utilizados como hospedadores
para obtener el desarrollo intracelular de T. ¢ruzi "in vitro”, entre elios se
incluyen cultivos celulares primarios de embrion de pollo (Meyer y Oliveira,
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1948, Bayles y col., 1966) y de musculo esquelético bovino embrionario
(Dvorak, 1976; Neva y Gam, 1977), asi como lineas celulares continuas, como
- células HelLa (Dvorak, 1976), células Vero (Brener, 1976; Bert'élli y Brener,
1980) y fibroblastos L-929 de raton (Tanowitz y col., 1975). También han sido
usados sistemas de cultivo con células miocardicas (Guttendge y col., 1969;
Bioul-Marchand y col., 1980). :

f
En la tabla 1b se resumen algunos de estos sistemas celulares, asi

como el medio de cuitivo utilizado para su mantenimiento. Para este fin existe
toda una diversidad de medios definidos que varian en complejidad desde el
Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM. Eagle, 1959), el cual contiene
aminoacidos esenciales, vitaminas y sales, hasta medios complejos como el
199 (Morgan y col.,, 1950), CMRL 1066 (Parker y col., 1957), RPMI 1640
(Moore y col., 1967) y el F 12 (Ham, 1965). Los medios complejbs contienen
un gran numero de diferentes aminoacidos y vitaminas, y estan suplementados
con otros metabolitos (p.ej. nucledsidos) y minerales. i

Las concentraciones de nutrientes asi como la complejidad \:/arian, como
hemos dicho, de unos medios a otros, asi, mientras |las primeras son bajas por
ejemplo en el F 12 y altas en el DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle's
MEM; Dulbecco y Freeman, 1959; Morton, 1970), este ultimo tiene menos
constituyentes. Esto da lugar a que se puedan usar simulta’neame:nte distintos
medios que se complementan mutuamente; asi Barnes y Sato (1980)
emplearon una mezcla 1:1 de DMEM y F 12 como base para su medio libre de
suero, con objeto de combinar la riqueza del F 12 y la alta concentracién de
nutrientes del DMEM. }

Pero la forma mas habitual de enriquecer un medio de cultivo es
suplementarlo con algun tipo de suero. Los sueros mas usados en cultivo
célular son el suero de ternera, suero bovino fetal, suero equino y suero
humano, siendo los dos primeros tipos los mas ampliamente utiIiZados sobre
todo para lineas continuas, que exigen una mayor suplementacmn al tener que
multiplicarse para mantenerse durante generaciones. :
b

En nuestro caso, como soporte para la obtencion de formas f}amastigote,
utilizamos una linea celular continua, concretamente células Véro, que son
mantenidas en cultivo con Medio EMEM suplementado con suero bovino fetal.
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Lo e o

Fig. VI. T. cruzi. Infeccidn
in vitro. Células Vero en el
2° dia p.i. con la cepa Y.
x1000. Giemsa.

Fig. VIl. T. cruzi (cepa
Bolivia). Cultive celular
(WVero) en el 3* dia pi
#1000. Giemsa.

Fig. VIll. T. cruzi (cepa
Bolivia). Cultive celular
(Vero) en el 4° dia p.i
x1000. Giemsa.
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Fig. IX. T. cruz/ (cepa Y).
Cuitivo celular (Vero) en el
57 dia p.i. x1000. Giemsa.

Fig. X. T cruzi (cepa
Bolivia). Cultive celular
(Vero) en el 6° dia p.i. Se
aprecia una celula ya rota
liberando formas tripomas-
tigote. x1000. Giemsa.

Fig. XI. T cruzi (cepa| *
Bolivia). Cullive ceiular|®
{Vero). Aspecto general en | a
el B® dia p.i. Las primeras
infecciones ya han roto las
células, liberando formas
tipomastigote que han
dado lugar a reinfecciones
(zona enmarcada). x500.
Giemsa.
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TABLA 1a. CULTIVOS DE FORMAS PRESENTES EN EL INSECTO VECTOR: DENSI-
DAD CELULAR FINAL Y TIPOS MORFOLOGICOS.
AUTOR ANO DENSIDAD TIPOS MORFOLOGICOS MEDIO
FINAL EN CULTIVO ‘
(células/ml)
CAMARGO 1964 1.5x10* <25% metaciclicos LT
>75% epimastigotes
CASTELLANI 1967 7x10" 40-70% metaciclicos HiLapH#8&.7
Resto epimastigotes
DIAMOND 1968 Epimastigotes DIAMOND
PAN 1971 4x 10" Epimastigotes F 29
PAN 1971 10" Amastigotes F 32
YOSHIDA 1975 10* Epimastigotes metacicli- MEDIO LIBRE DE
) cos segun cepa y com- MACROMOLECU-
posicién LAS
WOooD 1976 8x 10" <B85% metaciclicos GRACE + 0.25%
DE EXTRACTO DE
R. prolixug
ACEVEDO 1977 16x107 HX 25 MODIFICA-
Do
AVILA 1979 2x 107 Epimastigotes MEDIO DEFINIDO
OSUNA- 1979 5x10® <93% metaciclicos GRACE MODIFICA-
CARRILLO Do
DUSANIC 1980 8x10° >89% metaciclicos LMC
ISOLA 1981 3x10° 60-90% metaciclicos GRACE + EX-
TRACTODET,
infestans
SULLIVAN 1982 5x10° >80% metaciclicos GRACE
AVILA 1983 10’ Epimastigotes TMM. Medio mini-
imo definido
CONTRERAS 1985 Metaciclicos TAU-3AAG. Artifi-
cial Triatomine
Urine
SADIGURSKSY 1986 6-8x10" Epimastigotes LIT + RPMi 1640 + '
199. Sin suero ni
hemina
SANCHEZ 1990 95-100% epimastigotes DIAMOND + 3.5%

SBF
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TABLA 1b. CULTNVO DE FORMAS PRESENTES EN EL HOSPEDADOR VERTEBRADO:
DENSIDAD CELULAR FINAL Y TIPOS MORFOLOGICOS.
AUTOR ANO DENS./mI TIPOS CELULAS MEDIO
MORFOLOGICOS SOPORTE -
KRESS 1977 Amastigotes Cultivo prima- MEM
rio de macrd-
fagos
PAN 1978 3x 10" Amastigotes F-69
BIOUL- 1980 2x10" Tripomastigotes Linea celular DMEM
MARCHAND miocardica
SANDERSON 1980 3x 10" Tripomastigotes Wi 38, MR BME
5x 10" Amastigotes CS. Lineas
diploides
humanas .
OSUNA- 1980 Hela MEM
CARRILLO
BERTELLI 1980 Amastigotes v Vero M-199
Y BRENER Tripomastigotes
SCHMATZ 1981 2x10* Solo tripo dia 6. Células mio- DMEM +
Y MURRAY Ay tripo dla 11 blasticas 199
VILLALTAY 1982 35x 10" Amastigotes ML-15
KIERTSZEN- HA
BAUM
SCHMATZ 1982 10° Tripomastigotes Células rio- DMEM +
Y MURRAY blasticas 199
irradiadas
CARVALHO 1983 26x10° Tripomastigotes Fibroblastos MEM
Y SOUZA transformados
HUDSON 1984 1.7x10" Amasligotes y Linea celular DMEM
Tripomastigotes derivada de
musculo
CHAO 1984 Amastigotes Rodent mielo- DMEM
ma Y3-Ag
1,2,3. cells,
VELASCO 1089 3x10* Amastigotes Vero MEM
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7. CRIBADO FARMACOLOGICO SOBRE Trypanosoma cruzi.

Al igual que ocurre con las técnicas de cultivo y mantenimiento, los
métodos de cribado sobre T. cruzi son muy diversos. Tal diversidad es debida
a distintos factores entre los que cabria destacar el polimorfismo propio del
parasito, ia diversidad de hospedadores que infecta, la variedad de cepas y
resistencias naturales que presentan, sin olvidar las distintas circunstancias -
que acompanan a la realizacidon de ia técnica, como pueden ser el coste,
manejo del parasito, estudios bioquimicos, etc. :

7.1. MODELOS EXPERIMENTALES.

Es ya conocida ia débil correlacién existente entre la actividad
tripanocida "in vitrg" e “in vivo" de los farmacos, y entre las DISO (dosis
inhibitoria 50) de un mismo medicamento en cada uno de los modelos
experimentales, por lo que los resultados positivos en un modelo experimental
no implican igual resultado en el otro (Ribeiro-Rodrigues, 1990).

De cualquier manera, y a pesar de !a débil correlacion entre ellos,
existe toda una serie de modelos descritos en funcion de ias necesidades, del
grado de desarrollo de los productos a ensayar o de ia actividad ya
demostrada en modelos anteriores. Estas necesidades van desde el cribado
primario en masa de series completas de actividad desconocida, hasta las
pruebas “in vivo" previas a los ensayos clinicos. Un resumen de las
posibilidades existentes hoy dia para cada uno de los casos es lo que se
detalla a continuacién.

7.1.1. MODELOS "IN VITRO" EXTRACELULARES.

CRIBADO EN EPIMASTIGOTES. i

Esta modalidad es la mas ampliamente extendida y la que cuenta con
mayor numero de modelos dado que las formas epimastigotes son las de mas
facil mantenimiento en cultivo, lo que da lugar a una gran agilidad en el
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desarrollo de pruebas de cribado a gran escala.

Neal (1988) utiliza medio de cultivo de tejidos de insectos de
Schneider con 10% de SBF, incubando a 26°C y haciendo recuentos con
hemocitdmetro. Las pruebas se realizan por tripiicado o cuadruplicado en
placas microtitulacién con 400 pl de medio/pocillo, con epimastigotes a la
concentracion inicial de 1.000.000/ml, en presencia de distintas
concentraciones de medicamento. Las diluciones se realizan en las placas
seriadamente por transferencia secuencial con pipetas multicanal y el
crecimiento se controla por la tasa de incorporacion de timidina tritiada en
comparacion con los controles. Los dates se analizan por analisis de regresién
lineal mediante un computador.

Por su parte, Scott (1987) expone 5 ml de cultivo de 80.000-100.000
epimastigotes/ml a concentraciones de medicamento (50 pg/ml) diluido en
DMSO durante 24-72 horas. Se considera activo si el nimero de epimastigotes
decrece tras 24 horas de incubacién e inactivo si esta reduccion ocurre tras 72
horas. El medio es MEM + 5% de SBF.

Para el crecimiento de los epimastigotes, Doyle (1989) utiliza medic
LIT con hemina, antibidticos y 10% de SBF a 26°C, mientras que para .
mantenimiento usa medio RPMI con 10% de SBF. Los epimastigotes en
crecimiento exponencial se resuspenden a 1.000.000/m! en medio LIT. Los
medicamentos son disueltos en DMSO y las pruebas se hacen por duplicado’
con 5 dosis diferentes por cada sustancia, realizando los recuentos por
contador de células electrénico en tiempos prefijados. Finalmente se efectua
un analisis de la cinética de crecimiento con un programa de ordenador.

Avila (1987) utiliza el cribado "in vitro" con epimastigctés en medio
semidefinido, a 28°C, sembrando 500.000 parasitos/ml. Afiade el medicamento
(0-25 pl/ml) disuelto previamente en NaOH 1N en solucidn salina
asépticamente en el dia cero. A los 5-7 dias realiza recuento en
hemocitémetro, comparando resultados con los controles.

Por otro lado, Tanowitz (1987) lleva a cabo un cribado en colonias de
agar. Para ello incorpora el medicamento en el bacto agar 0.5% segian Witner
(1982) y extiende los epimastigotes sobre el agar en placas de 35 mm
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|
observando diariamente la formacién de colonias (eficiencia de recubrimiento
y diametro de colonias). Segun el propio Tanowitz, este método es mas

sensible que el LIT.

i

AMASTIGOTES EXTRACELULARES. '

Esta modalidad de cribado resulta bastante laboriosa y complicada
por la dificultad de obtencién de formas amastigotes libres. A pesar de todo,
De Castro (1987) realiza pruebas de medicamentos basadas en el efecto
directo sobre el parasito extracelular y su proliferacion, y en la interaccidén con
la célula de musculo cardiaco. L.os amastigotes se obtienen aislados a partir
de cultivos celulares de lineas de macréfagos por centrifugacién diferencial y
purificacion en gradiente de metrizamida. Estas experiencias: sirven para
estudiar la incorporacién de metabolitos y la accion de medicamentos,

CRIBADO EN TRIPOMASTIGOTES. |

Los tripomastigotes, at no ser formas replicativas, tampéco son muy
utilizados para la realizacion de cribados, relegandose mas su empleo a
pruebas de quimioprofilaxis en sangre tal y como describimos en el apartado
7.1.4. Sin embargo, Roval (1980) utiliza tripomastigotes aislados de un medio
bifasico, contra los que usa medicamentos diluidos en etanol y afadidos al
medio a la concentracién deseada. Se observantras 5, 15,30y 45 horas de
la adicién del medicamento. ‘

7.1.2. MODELOS "IN VITRO" INTRACELULARES. (AMASTIGOTES EN

CULTIVO CELULAR). ,
|

Infeccidn de cultivos celulares. |

1
La proporcién de células infectadas esta en relacidn directa con el
numero de células infectivas, aunque en células epiteliales de rifion de perro
también esta relacionada con la dispersion celular; se infectan mas las
dispersas que las confluyentes, mientras que la infeccion de fibroblastos no se
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altera con la densidad de! cultivo (Schenkman, 1988).

Los metaciclicos diferenciados “in vitro" infectan igual que los
obtenidos de insecto vector segun Teixeira (1987), aunque Villalta (1987)
encuentra diferencias entre metaciclicos de insecto y los procedentes de
cultivo envejecidos de la misma cepa, siendo mucho mas eficaces los -
primeros. La pérdida de virulencia en los cuitivados no seria causada por el
método de aislamiento.

L.os propios amastigotes "in vitro" infectan bien algunas células como
los monocitos humanos y fibroblastos (Ley y col., 1988) mientras no infectan
en absoluto otras como las epiteliales de rifién de perro (Schenkman y col.,
1988).

Para pruebas sobre amastigotes, Neal (1988) obtiene macréfagos
peritoneales de ratdn infectados con tripomastigotes sanguineos, procedentes
también de ratdn, aisiados por centrifugacidn diferencial y tripsinizados para
mejorar la infectividad (Piras y col., 1882). Tras 24 horas de la siembra de
175.000 macréfagos en cada pocillo {placas de cuitivo celular de 9 pocillos) se
infecta con tripanosomas tripsinizados en proporcién de 1:1 a 1:2, incubandose
otras 24 horas. Se renueva el medio con el medicamento incorporado a la
concentracion establecida por cuadruplicado. Se incuba 3-5 dias mas,
dependiendo de ia cepa, a 37°C con aire + 0.5% de CO,. Tras la incubacién
se fijan y se tifen con Giemsa para su examen microscopico, y se establece
la proporcion de células no infectadas contando 100 células en cada pocillo.

Con distintos clones de la cepa Y se registran diferencias
significativas en los porcentajes de infectividad sobre el mismo modelo celular
(células Vero), en la proporcion tripomastigote/amastigote obtenidos en el
mismo tiempo y en su susceptibilidad a la lisis mediada por el complemento
(Braga y col., 1990). Neal (1988) recomienda el uso de poblaciones clonadas,
homogéneas y genéticamente estables, para estudios bioquimicos e
inmunologicos.

En el modelo descrito por Roval {1990), las células Vero se despegan
y resuspenden hasta 160.000/mi y se disponen 3 mi en frascos de 25 cm?
durante 48 horas. Se infectan los frascos de similar aspecto con 1.000.000 de
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tripanosomas aislados de un medio bifasico, durante 24 horas a 37°C. Se lava
con medio RPMI para retirar los parasitos libres. Se sigue la infeccién en
microscopio invertido y finalmente se recuperan los tripomastigotes
producidos, que se utilizan para inocular nuevos cultivos. Se suspenden hasta
1.000.000/m! y se infectan otros frascos iguales con células Vero. Se .
mantienen 3 horas y se retiran y lavan dos veces los tripomastigotes que no
infectaron. Finalmente, se incuba durante 4 dias. Contra amastigotes, el
medicamento disuelto en etanol puro se filtra por 0.22 um y se diluye en medio
hasta 5, 10 y 50 uM. Utiliza cuatro frascos por dosis. En dos frascos se lava a
las dos horas. En todos se incuba durante 48 horas y se procesan las células
para su estudio ultraestructural.

Scott (1987) usa placas de cultivo de 8 camaras con 20.000 células
humanas embrionarias de pulmén por camara (Sanderson y col., 1980). EI
medio es EMEM con 2% de SBF inactivado + penicilina, gentamicina,
estreptomicina y fungizona. Se incuban a 36°C con 5% de CO, Los
medicamentos se disuelven en DMSO (conc. final maxima 1% v/v). Se inoculan
2.000 tripomastigotes por cadmara 24 horas después de sembrar las células,
se retira el medio con el exceso de tripomastigetes al dia siguiente y se aflade
el medio con medicamento a concentraciones de 10 pg/ml y sucesivas
diluciones 1/1000 hasta 10® mg/ml. Se incuba 4 dias y se fijan y tifien los
cubres con Wright modificado. Finalmente, se determina el numero de céiulas
infectadas por camara y se calcula la dosis eficaz 50% por andlisis de probits.

7.1.3. MODELOS "IN VIVO".

Dentro de las técnicas "in vivo" existen numerosos modelos descritos,
de los que vamos a citar, de forma resumida, los més significativos.

Segun el modelo de Scott (1987), se toman 10-20 ratones hembras
por grupo de 16-18 g de peso y se inyectan intraperitonealmente con 50.000
tripomastigotes. Los compuestos se diluyen en DMSO y en carboximetil
celulosa 5% en solucidn salina, se administran via oral diariamente durante 5
dias a partir de las 24 horas p.i. y se registra la mortalidad durante 43 dias. La
determinacién de la curacién de los animales tratados supervivientes se hace
por recrudescencia de la infeccién aguda mediante inmunosupresion con
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ciclofosfamida (50 mg/kg/dia via i.p. durante 20 dias) y examen de parasitemia
(microscopi¢ y subinoculacién en cultivo celular). También utiliza la
. subinoculacién intraperitoneal de homogenados de corazén y bazo de ratones
infectados en ratones sancs, examinando la parasitemia en éstos
semanalmente. ' o

Filardi y Brener (1982) describen un modelo para pruebas de terapia,
mas que de cribado propiamente. Utilizan la cepa Y inoculando 50.000
tripanosomas i.p. Se administran los medicamentos via oral a dosis de 25, 50
y 100 mag/kg/dia durante 20 dias comenzando a las 24 horas p.i. También
prueban una dosis unica de 500 mg/kg 24 horas después de |a inoculacién.
Los resultados se comprueban por examen directo desde 10-15 dias p.t.
durante 45-60 dias. Con los negativos durante 15 examenes se realiza
subinoculacion o hemocultive en LIT (Camargo, 1964). Los tubos se examinan
30 y 60 dias después. ‘

Malanga (1981) concede mucha mayor importancia a la infectividad
(presencia de parasitemia) que a la mortalidad, ya que la primera siempre es
del 100% mientras que no es asi en la segunda. El tratamiento via oral
comienza desde el 6° dia p.i. (con 50.000 tripanosomas) y se sigue durante los
5 dias sucesivos. Se examina la parasitemia observando sangre de la cola a
400x desde el dia 21, cuando comienzan a presentarse en sangre en gran
numero, una vez a la semana durante 8 semanas. Se consideran infectados
los que presentan al menos un tripanosoma en un examen. El resto era no
infectado siempre y cuando no presentara miocarditis o amastigotes en
secciones histolégicas de miocardio a los 90 dias. En otras pruebas el inicio
del tratamiento se retrasa a los 60 dias p.i., con la misma pauta y criterio de
curacién. i

En su trabajo de 1990, Lopes dispone de lotes de 5 animales de 18-20
gramos inoculados con 10.000 tripomastigotes sanguineos de la cepa Y. El
tratamiento comienza 24 horas p.i. por via oral durante 7 dias con dosis de 50
mg/kg/dia. Se realiza un sélo recuento de parasitemia a partir del séptimo dia
con 5 mm?® de sangre obtenida de la cola entre porta y cubre de 22x22 mm. Se
examinan 50 campos con lentes 10x (ocular) y 40x (objetivo), se calcula et
numero total de campos microscopicos y se obtiene el factor correspondiente
a 1/50 de ese numero total de campos. Este factor, multiplicado paor el numereo
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de tripomastigotes contados en cada porta, nos proporciona el numero de
tripanasomas por 5 mm? y finalmente se compara con las cifras de los animales
control. El resultado positivo es la ausencia de parasitemia.

Neal (1988) utiliza ratones de 17-20 g que son inoculados
subcutaneamente con 100.000 tripomastigotes sanguineos. El tratamiento con
30-120 mg/kg/dia de medicamento comienza el séptimo dia p.i. y dura 28-30
dias. La parasitemia se examina al microscopio (400x) dos veces, al principio
y al final del tratamiento y finalmente realiza hemocultivo en tres tubos de
medio Warren (Neal, 1977) por cada animal. Como criterio de eficacia, se
considera que los resultados negativos significan curacién de los animales.

Para experiencias "in vivo" en ratén, Filardi y Brener (1990) infectan
los animales con 10.000 tripomastigotes sanguineos y administran el
medicamento via oral desde el cuarto dia p.i. durante 20 dias consecutivos.
Efectuan el seguimiento de la parasitemia en el periodo de 10-30 dias tras e!
tratamiento, y finalmente realizan hemocultivo de 0.2-0.4 ml de sangre de los
animales en tubos con medio LIT (26-28°C) que se examinan entre 30-60 dias
para ver |a presencia de flagelados. En el tratamiento de la fase crénica se
sigue la misma pauta comenzando la administraciéon después de 160 dias de
la infeccién.

Por uitimo, Avila (1987) inocula 100.000 tripomastigotes
intraperitonealmente y administra el medicamento a los 4 dias p.i. durante 10
dias consecutivos (1-32 mg/kg/dia). Al final, calcula el tiempo medio de
supervivencia (registro diario de la supervivencia de los ratones).

7.1.4. QUIMIOPROFILAXIS EN SANGRE.

Casi todos los autores incuban 24 horas a 4°C y subinoculan en raton.
(Letelier y col., 1990; Celentano y Gonzalez Cappa, 1988; Hammond y col.,
1986).

Filardi (1984) propone un método rapide para 'probar la
susceptibilidad "in vivo" de diferentes cepas a los compuestos activos. Se basa
en el examen de las formas sanguineas de T. cruzi en el momento de maxima
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concentracidn hematica del medicamento, 1-2 horas tras la administracién orai.
Las cepas susceptibles disminuyen marcadamente su presencia en sangre en
poco tiempo, 4-6 horas, mientras que las no susceptibles conservan el nivel
que tenian previo al tratamiento. '

Schlemper (1578) recomienda una prueba rapida "in vitro" en placas
de hemaglutinacién para el cribado quimioprofilactico en pequenos volimenes,
recontando por el método de Brener (1962) los tripanosomas supervivientes
(procedentes de ratones en fase aguda) tras 24 horas de contacto a 4°C en
presencia del fArmaco probado. Descarta los que tengan tripanosomas vivos
y s6lo pasa a realizar inoculacién "in viva" de los que resulten negativos en el
recuento.

CRITERIOS DE CURACION.

Criterios parasitolégicos.

La comprobacion de parasitemia en los ratones por microhematocrito
es eficaz en un 93% mientras que el hemocultivo sélo detecta el 57% vy la
serologia un 63%. Sdlo 3 de 154 ratones comenzaron a ser positivos después
de 30 dias y 6 mas entre 25 y 30 dias (Celentano y Gonzalez Cappa, 1989).
Once de 182 ratones eran falsos negativos por microhematoc'rito, y fueron
detectados por uno o los dos métodos alternativos. El uso de la triple
metodologia sélo aumenta un 3,2% el diagndstico de la infeccién.

Criterios inmunolégicos.

La serologia convencional con inmunofluorescencia indirecta y fijacion
del complemento persiste como criterio firme para el seguimiento de la eficacia
de los tratamientos gquimioterdpicos en la mayor parte de los pacientes. Sin
embargo, la aseveracion de la curacion permanece aun controvertida. Glavao
(1990) afirma que la serologia convencional puede permanecer positiva en
pacientes considerados como curados por otras pruebas conjuntas como el
hemocultivo y la lisis mediada por el complemento. Sin embargo Boainain
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(1990) estima que la lisis mediada por el complemento es mucho menos
sensible que la inmunofluorescencia de membrana y que el xenodiagndstico,
y concluye que no es buen criterio para evaluacién de la quimioterapia.

También Andrade (1982) y autores de la OMS (WHO, 1984)
defienden las pruebas parasitolégicas como criterios mas aceptables, mientras
que Cancado (1985) defiende que sdlo la negativizacion de la serologia es
prueba evidente de curacion tras la quimioterapia.

7.2. ELECCION DE LA CEPA.

En general los caracteres de las cepas se conservan, incluso durante
muchos afios, realizando pases sucesivos en ratdn con pases periddicos por
insecto (Rubio, 1955; Brener y Chiari, 1963, 1982, Hauschka, 1948,
Packchanian y Sweetts, 1947; Postan y col., 1986), aunque se ha informado
que la cepa Y disminuye su virulencia en ratén tras unos 20 afios de cultivo,
de forma no recuperable mediante el pase por triatomino (Barbosa y col,,
1988).

Otras cepas incluso aumentan su virulencia con el cuitivo durante
afios (Kagan y col., 1966) y otras la modifican, segun el drgano afectado
(Kanbara y col., 1987), |a velocidad de crecimiento (Hermosura, 1985) y la
edad del cultivo sin pase por animal (Pizzi, 1957, Hermosura, 1985; Kanbara
y col., 1987). Se destaca la escasa virulencia de las cepas aisladas en Estados
Unidos (Kagan y col., 1966).

No todas las cepas de T. cruzi son aptas paré el cribado
farmacoldgico debido a las grandes variaciones que presentan en cuanto a su
sensibilidad a ia accion de los farmacos. Se ha demostrado que el éxito del
tratamiento de la infeccién experimental con benzonidazol y nifurtimox
depende de la cepa de T. cruzi empleada (Brener y Chiari, 1967; Brener y col.,
19786; Habekorn y Gonert, 1972; Andrade y col., 1975; Andrade y Figueira,
1977) mas que de otros factores como la fase clinica de la infeccién (Filardi y
Brener, 1990). Esto ocurre también con otros farmacos, como alopurinol y
derivados. En infecciones experimentales de raton, se encuentran destacadas
diferencias en la susceptibilidad de las cepas al alopurinol, atribuidas por Avila
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(1983) a una absorcién y metabolismo del medicamento mas lento por parte
de las formas sanguineas de algunas cepas concretas de T. cruzi (Avila, 1983,
Avilay col., 1981 y 1984; Berens y col., 1982).

Ya en 1949, Hauschka citaba diferencias en |a resistencia natural de

dos cepas de T. cruzi a un derivado bisquinaldina. Andrade (1984) encuentra - -

diferencias significativas entre cepas de Minas Gerais y de Bahia (Brasil) en
la resistencia a nifurtimox y a benzonidazol. Brener (1984) compara, con los
mismos farmacos, 30 cepas inoculadas en raton y encuentra 7 de ellas con
resistencia moderada y 4 con resistencia extrema, curiosamente con el mismo
grado para los dos medicamentos en todas las cepas, excepto en una. Filardi
y Brener (1987) también encuentran entre otras muchas cepas, grandes
diferencias en la susceptibilidad a estos medicamentos.

Neal (1988) compara "in vivo" cinco conocidas cepas de laboratorio,
resultandc dos de ellas no sensibles al tratamiento (Sonya y Colombiana),
mientras que el resto si lo son (Y, Tulahuen y Peru). Las variaciones en la
sensibilidad de las cepas se observan tambien con otros medicamentos {Avila
y col., 1981). Las cepas Sonya y Colombiana por este motivo no se consideran
adecuadas para el cribado farmacoldgico.

Andrade (1977) obtiene en ratones un 87% de cura en la cepa
Peruana frente a un 16.7% con la cepa Colombiana. Incluso observa un
aumento de la resistencia al medicamento en los parasitos tratados y no
eliminados por el medicamento,

La cepa Bolivia se muestra resistente a benzonidazol (18% de
curaciones) y a nifurtimox (0%) en ratones con infeccidon experimental,
mientras que la cepa Y parece mas sensible (57% y 35% respectivamente)
segun Ribeiro y col. (1988). El tratamiento comenzoé al 3° dia p.i. con dosis de
100 mg/kg durante 20 dias por via oral, controlando la parasitemia y
realizando, a los 40 dias, xenodiagndstico y hemocuitivo.

Filardi y Brener (1990), experimentando con seis cepas, encuentran
el mismo grado de sensibilidad a benzonidazol en las distintas fases clinicas
de la infeccién de cada una de ellas, usando como criterio de curacion el
hemocultivo. La sensibilidad por tanto seria una caracteristica de la cepa.
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Sin embargo la propia forma biolégica del parasito de una misma cepa
presenta distinta susceptibilidad: los amastigotes parecen mas resistentes que
los tripomastigotes en el tratamiento con nifurtimox, benzonida;oi y megazol |
{De Castro, 1986).

La resistencia de las cepas, no ocbstante, no parece un fenémeno de
"todo o nada". Al comparar |a sensibilidad a benzonidazol y nifurtimox de 47
cepas de T. cruzi en ratones (100 mg/kg via oral), Filardi y Brener(1987)
encuentran todo el gradiente, entre el 0% y el 100% de susceptil:éilidad, frente
a estos medicamentos. Ademas, la resistencia a los farmacos se reduce en
gran medida cuando se incrementan experimentalmente las dosis de
medicamento, aunque la aplicacién clinica de esta solucion supondria alcanzar
niveles demasiado téxicos en pacientes humanos (Filardi y Brener, 1990).

I
i

Por otro lado, aunque de forma parcial, se ha ‘asociado la
insensibilidad de la infeccién experimental al tratamiento con’ nifurtimox o
benzonidazol con la preferencia miotropica de la cepa de T. cruzi y con las
formas sanguineas anchas, mientras que !as cepas sensibles son
reticulotropas o miotropas y predominan formas sanguineas esbheltas (Neal y
van Bueren, 1988; Andrade y col., 1985; Melo y Brener, 1978). Esto podria ser
atribuido a la diferente incorporacion de los medicamentos en'los diversos
tejidos infectados, © a una distinta intervencion sinérgica :del sistema
inmunitario, variable con la cepa del parasito (Muller y col:, 1986). La
intervencion del sistema inmune en la actividad quimioteréﬁica ha sido
demostrada por Toledo (1990). Sin embargo, segun Bueren (1989), el analisis
del zimodema de cinco cepas no permite separar las sensibles de las
resistentes a los medicamentos. ‘

Existen ademas evidencias de la aparicion experimentél de clones
resistentes (Andrade, 1974). A pesar de las posibles diferencias en los
mecanismos de accién de nifurtimox y benzonidazol, "in vivo" se obtienen
resistencias cruzadas entre ambos en lineas artificiales de T. cruzi resistentes,
que habian sido seleccionadas por pases sucesivos "in vitro" en presencia de
uno de los medicamentos. Las lineas se hacen resistentes a los dos farmacos,
aunque se hayan seleccionado frente a uno solo (Abdo y col., 15?90).

Algunas resistencias a la quimioterapia pueden ser debidas a las

i
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diferentes sensibilidades de las células hospedadoras detl cultivo. La
efectividad de |a primaquina contra T. cruzi intracelular se obtiene con 0.5
Hg/ml en macréfagos mientras que se necesitan 5 ug/m! en células L929 (linea
celular de fibroblastos subcutaneos de ratén). Por este motivo, la eleccidon de
la célula hospedadora en el cultivo puede estar condicionada a la no aparicién
de resistencias a los farmacos debidas a la linea celular. En todo caso
conviene seleccionar lineas celulares del mismo origen que las células
invadidas por el parasito en la infeccién natural (células derivadas del
mesodermo).

Distintos clones obtenidos de la cepa Y difieren significativamente en
varios aspectos. en los porcentajes de infectividad en el mismo modelo celular
(células Vero), en la proporcidn tripomastigote/amastigote obtenidos en el
mismo tiempo y en su susceptibilidad a la lisis mediada por el complemento
(Braga y col., 1990). Se recomienda el uso de poblaciones de T. cruzi
clonadas, homogéneas y genéticamente estables, para estudios bioguimicos
e inmunolégicos (Neal y van Bueren, 1988).

En las tablas 2a y 2b se resumen algunos de los métodos mas
frecuentemente utilizados para el cribado farmacologico sobre T, cruzi.
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TABLA 2a. ALGUNOS METODOS DE CRIBADO TIN VITRO".

FI.

AUTOR ANO TIPO N* TRYP. ]. SOPORTE N* CELULAS MEDIO SOPORTE VEHICULO CONC. ™ RECUENTO Y “
MORFOL. CELULAR CULTIVO FISICO ACCION CRITERIOS

DE CASTRO 1987 Amast. | "
SCOTT 1987 Epi. 80-100 EMEM + 5% SBF DMSO 50 pg/mi 24-72 horas Act. 24 hinac. 72 h I,

10%mi
AVILA 1987 Epi. 5 x 10°m) Semidefinido NaOH 1N en 0-25 pg/ml | 5-7 dlas Hemocitometro, |]

sol.sal Comp. controles
Pl
TANOWITZ 1987 Epi. Bacto-agar Placas Diaria Formacién colonias ll
35 mm
NEAL 1988 Epi. 1x10%ml Tej. inseclo Piacas Tasa inc. Il
L Schneider Microtiter Timidina tritiada
DOYLE 1989 Epi. 1 x10%mi LT DMSO 60mM 5 Contador elec. An. "
RPMI dosis cinética.
|| ROVAL 1990 Tripo. 1x10* Bifasico Etanol S5y25uM 5-45 dias Microscop. "
invertido

SCOTT 1987 Amast. 2000/ Humanas 20.000/ MEM + 2% SBF Placas DMSO 10 pg/miy | 4dias Tincion Wrignt. Cel. -

camara embrionarias de camara cultivo dil 1100 inf./ cdmara

pulmén 8 cdmaras

NEAL 1988 Amast, 1:1 Macréfagos 175.000/ Placas 3-S dias Giemsa. % células

1:2 periton. pocillo cultivo infectadas

- - - ratén: - 9 pocillos
RAVAL 1990 Amast. 1108 Vero 160000/m) RPMI Frasc. Etanol 5,10 50 48 horas Estudio uttraestr.
3ml 25¢em? 1.7 ]




TABLA 2b. ALGUNOS METODOS DE CRIBADO "IN VIVO*".

AUTOR ANO N° TRYP. LUGAR DE VIA DOsIS INICIO DURA | SEGUIMIENTO | CRITERIOS DE CURACIONY
INCCULA- | INOCULACION ADMON. DEL TTO. | CION DETERMINAGION DE
DOS DEL TTO. TTO. RESULTADOS
|| MALANGA | 1981 50.000 Oral 6diasP.l | Sdias | Desde dia 21 Examen de parasitemia en sangre de
I cola a 400 x.
FILARDI Y | 1982 50,000 Intra- Oral 25, 50, 100 24h. Pl 20 Desde 10-154d. Subinoculacion o hemocultivo de
BRENER peritoneal mg/kg/dia dias PT Hasta 40-60 | negativos
] dias
SCOTT 1987 50.000 intra- Oral 24 h Pl Sdias | Durante 43 dias { Recrudescencia de la infeccién en
peritoneal supernvivientes por inmunosupresion.
Examen de parasitemia.
II AVILA 1987 100.000 intra- 1-32 mg/kg/dia | 4 diasP.Il. | 10 Tiempo medio de supervivencia. "
pertoneal dias
|| NEAL 1988 100.000 Subcutdnea 30-120 7diasPl. | 28-30 Examen de parasitemia a H
mg/kg/dia dias microscopio. Hemocuitivos.
|| LOPES 19380 10.000 Oral 50 mg/kg/dia 4 dias Pl. | 7 dias Recuento de parasitemia en sangfe "
. de cola.
n FILARDI Y | 1990 10.000 X Oral _ . 20 . 10-30 dias P.T. | Hemocultivo.
BRENER dias
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I. MATERIAL Y METODOS. .

1. MATERIAL BIOLOGICO.

1.1. Trypanosoma cruzi.

Se han utilizado en este trabajo seis cepas del parasito, algunas de
ellas de uso extendido en el campo de la investigacién, por lo que se dispone
de datos previos acerca de ellas ademas de |os resultados de nuestras propias
experiencias. Se trata de aislamientos de distinta procedencia biolégica y
geografica; uno aislado de un caso humano de Chagas (Y), tres procedentes
de vectores triatominos (Bolivia, RAL y Tulahuén) y dos aislados de hospeda-
dores vertebrados silvestres (GM y MC). En cuanto a la procedencia
geografica, cuatro son de origen brasilefio (Y, RAL, GM y MC), una boliviana
{Bolivia) y otra chilena (Tulahuen).

Todas las cepas fueron llevadas a cultivo en las mismas'condiciones:
muestras de sangre infectada de animales de experimentacién se lievaron a
hemocultivo en medio LIT de los que se obtuvieron cultives axénicos de cada
una de las cepas.

1.1.1. Cepa Bolivia.

Aislada, a partir de heces de Triatoma infestans infectados capturados
en viviendas de Vitichi (Bolivia), en el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina de Ribeirao Preto en 1971. Fué caracterizada por
Funayama y Prado Junior en 1974. En infeccion experimental en ratén
presenta una tasa de mortalidad del 83,4% con una parasitemia en sangre de
hasta 49.000 tripomastigotes/ml, apareciendo este pico el dia 15° post
infeccion.

1.1.2, Cepa RAL.

Procedente también de heces de Triatoma infestans capturado en un
domicilio rural de Sitio Aguas Claras, municipic de Santa Rosa de Viterbo, Sao
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Paulo (Brasil). Fué inoculada en ratdn y mantenida por pases intraperitoneales
sucesivos cada 12 dias. Caracterizada morfobicldgicamente por Ribeira y col.
en 1993. Presenta el pico de parasitemia el dia 12° post infeccion y provoca
la muerte del ratén a partir del dia 13° de la infeccidn experimental.

1.1.3. Cepa GM.

Originaria también de Brasil y aislada mediante xenodiagnéstico a partir
de Jaguar (Felis yagouaroundi yagouaroundi) procedente de Matto Grosso.
Mantenida en ratén por medio de subinoculaciones intraperitoneales cada 10
dias. Caracterizada morfobiolégicamente por Prado Junior y col. en 1992, En
infeccién experimental presenta una tasa de mortalidad del 100%, con un
periodo prepatente que varia de 2 a 4 dias y dando lugar a parasitemias en
sangre de hasta 39.000 tripomastigotes/ml con el pico situado el dia 10° post
infeccidn.

1.1.4. Cepa MC.

Tiene lamisma procedencia geografica que la anterior (Matto Grosso,
Brasil) pero fué obtenida (también mediante xenodiagndstico) a partir de lobo
guara {(Chrysocyon brachyurus). Caracterizada morfabioldgicamente por Prado
Junior y col. en 1992. Mantenida en ratén por subinoculaciones intraperitonea-
les cada 10 dias, presenta una tasa de mortalidad del 93,3%, con unas
parasitemias en sangre de hasta 28.000 tripanosomas/ml que tienen su pico

entre el 7° y el 16° dia post infeccion.
|

I
1

1.1.5.Cepa y.

Aislada por el profesor Pedreira de Freitas en 1950 de un caso humano
agudo procedente de Marilia (Sao Paulo, Brasil). Caracterizada morfobiolégi-
camente por Silva y Nussenzweig en 1953. En infeccion experimental presenta
una tasa de mortalidad del 100% con una parasitemia en sangre de hasta
10.000 tripanosomas/ml, que presenta su pico el dia 11° post infeccién.
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1.1.6. Cepa Tulahuen.

Aislada en |la década de los 50 en Chile a partir de triatominos de la
regién de Tulahuén, fué descrita por Pizzi y Prager. En infeccidon experimental
en ratén produce una mortalidad del 100% apareciendo el pico de parasitefnia
a los 14 dias de la infeccion.

Las cepas Y y Bolivia asi como RAL, GM y MC fueron donadas a
nuestro laboratorio por el profesor Dr. D. Miguel Belda Neto de la Universidad
de Araraquara (Brasil) en los afos 1985 y 1991 respectivamente.

La cepa Tulahuen fué cedida por el centro de Biologia Molecular
"Severo Ochoa" de Madrid en 1995.

Todas las cepas son mantenidas desde su aislamiento por pases
sucesivos en ratdn albino, Cada 4 afios se hace un pase por insecto (Rhodnius
prolixus) y se inocula nuevamente en raton.

También son conservadas y aimacenadas mediante criopreservacion
en nitrogeno liquido siguiendo el procedimiento que se describe a conti-
nuacian:

- Sangrado de los ratones infectados.

- Recogida en PBS (50/50) heparinizado (1000 U/I).

- Dilucién de la suspensién anterior 1/4 en buffer "Alsevers" con 10%
de glicerol. ‘

- Caonservacidn en nitrégeno liquido.

En el caso de los cultivos, el criopreservante utilizado es dimetil
sulféxido al 5% en el propio medio de cultivo.

1.2. Leishmania infantum. Cepa PB 75.

Como punto de referencia comparativo, sobre todo en lo concerniente
a las pruebas de tipo bioquimico, utilizamos un organismo perteneciente a la
misma familia pero a un género completamente distinto y que cumple un ciclo
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biolégico con ciertas homologias pero a su vez con grandes diferencias, como
es el caso de Leishmania infantum. La cepa PB 75 fué cedida a nuestro
laboratorio por el Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia
Sanitarias del Instituto Carlos Ill (Madrid). ‘ '

El material empleado por nosotros en tode momento fueron formas
promastigotes en cultive axénico, mantenidas en medio RPMI-LIT 50% con un
10% de suero bovino fetal en estufa a 28°C.

1.3. VECTOR. Rhodnius prolixus.

Los insectos utilizados, de la especie R. prolixus, proceden del Centro
Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias del Instituto
Carlos il (Madrid).

Han sido criados y mantenidos en nuestro laboratorio en frascos
doblemente cerrados con gasa y una tela de nylon para evitar el escape
accidental. Se mantienen en estufa a 24°C. Se alimentan cada 30 dias
mediante picadura durante 30-40 minutos a ratones sanos anestesiados
procurando que no les alcance fa {uz.

Los frascos de cria y mantenimiento tienen un pape! de filtro en el fondo
para absorber las deyecciones y un aspa de cartones en el centro para que los
insectos puedan trepar hasta la embocadura en el momento de la
alimentacion. !

1.4. CELULAS DE VERTEBRADO.

1.4.1. FIBROBLASTOS. Linea Vero.

Como soporte celular para la obtencion de formas amastigotes
intracelulares y para estudios de capacidad de infeccion celular hemos
empleado células Vero. La linea celular Vero fué establecida a partir de riidn
de mono verde africano (Cercopithecus aethiops) en 1962 por Yasumura y
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Kawakita, de la Universidad de Chiba, Japén.

Las utilizadas en nuestras experiencias proceden del Centro Nacional
de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias del Instituto Carlos |l
(Madrid).

Las células se mantienen indefinidamente en cultivos en monocapa por
pases sucesivos en medio MEM suplementado con suero bovine fetal (SBF)
inactivado e incubados en estufa de CO, regulada a 37°C y 5% de CO,. Cada
2-3 dias el medio consumido es sustituido por medio fresco y cada 7-8 dias se
procede a realizar subcultivos. Para despegar las células del sustrato con
objeto de realizar los subcuitivos se emplea una solucién de EDTA en PBS,
dejandola en contacto con elias durante 10 minutos con el fin de que, al actuar
sobre el calcio de las membranas, el EDTA las haga desprenderse.

1.4.2. MACROFAGOS. Linea J774.

También para los estudios de infeccidon celular y desarrollo de formas
amastigotes, fueros empleados macréfagos peritoneales de ratén pertenecien-
tes a la linea celular J774, Esta linea fué cedida a nuestro laboratorio por el
Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias del
Instituto Carlos Il de Madrid.

Al igual que la linea de fibroblastos, se mantienen indefinidamente en
cultivo por pases sucesivos, en este caso en medio RPMI suplementado con
suero bovino fetal en las mismas condiciones que la otra linea celular.

Ambas lineas celulares son también conservadas mediante criopreser-
vacién en nitrégeno liquido. La congelacién se lleva a cabo en viales
(criotubos con una capacidad de 1,8 ml) conteniendo 0,5 ml de MEM o RPMI
con 10% de SBF y 10% de DMSO (dimetilsulfoxido), a los que se anaden 0,5
ml de la suspension de células en MEM o RPMI. Mediante un congelador
gradual se hace descender la temperatura a razon de 0,6-1°C por minuto hasta
alcanzar los -70°C, momento en el que se sumergen los viales en el nitrégeno,

J
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1.5. HOSPEDADOR EXPERIMENTAL. Ratén albino NMRI.

Se emplean ratones Mus musculus de la cepa NMRI criados y manteni-
dos en el animalario del Departamento de Parasitologia en condiciones
controladas de temperatura, humedad, fotoperiodo, atmdsfera, alimentacién,
jaulas y cama. | o

Para el pase y mantenimiento de las cepas se utilizan ratoﬁes de ambos
sexos, no realizandose nunca mezclas en una misma jaula de animales adultos
procedentes de distintos grupos familiares para evitar la agresividad y los
dafios causados por los mas fuertes.

2. MEDIOS DE CULTIVO.

2.1. MEDIO LIT. (LIVER INFUSION TRYPTOSE).

La obtencion y cultivo de epimastigotes se realiza en una modalidad
(Wittner y col., 1982) del medio axénico LIT (Liver Infusion Tryptose; Camargo,
1964) ampliamente utilizado y perfeccionado para el cultivo de T. cruzi por
muchos autores.

a) CiNa ... 406 g
ClK .o 0.46 ;
POHNa, ... 8.06
Glucosa ..o 2.00
Triptosa (Difco) .......c.coeevevveeenns 5.00
Infusién de higado (Liver Infusion ‘
Broth, Difco) 5% .........c.c.cc....... 100 mi '
HyO o, csp 100C mi

Ajustar pH=7 .4
b) Solucién de hemina:

Hemina (Sigma) ..................... 25 mg
NaOHIN ..o, 1ml
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Mezclar las soluciones anteriores.
Esterilizar en autoclave, 12 minutos a 121°C.
Conservar en refrigeracién (4°C) y oscuridad.

¢} Extemporaneaments, antes de su uso, se completa con suero bovino
fetal (SBF) inactivado y estéril y una solucién de antibidticos (disueltos en
solucién salina) esterilizada por filtracion a través de filtro de 0.22 um de
diametro de poro.

SBF inactivado estéril ....... 10%
Penicilina .......cc..coovvveevenn.. 100 Ul/ml 4
Estreptomicina ................ .. 100 pg/mi

2.2. MEDIO GRACE (GRACE'S INSECT MEDIUM).

Los tripomastigotes metaciclicos se obtienen por transformacion de
epimastigotes en una modificacién (Osuna-Carrillo y col., 1979) del medio
Grace (Grace's Insect Medium; Grace, 1962).

- GRACE'S INSECT MEDIUM (Difco) ..... 90 mi
- Suero bovino fetal inactivado ................ 10 mi

Se mezclan y se hace descender el pH hasta 1.5 afadiendo CiH 1N.
Se ajusta nuevamente el pH hasta 5.8 con NaOH 1N.
Esterilizar por fiitracidn. Agitar antes de usar.

2.3. EMEM (MINIMUM ESENTIAL MEDIUM EARLE'S SALTS).

Para el cultivo de ia linea celular Vero utilizamos Medio Minimo Esencial
de Eagle con sales de Earle (EMEM) suplementado con un 20% de suero
bovino fetal inactivado. :

- EMEM 10x (Difco).............. 20 ml
- H,0 bidestilada ........ csp 200 ml
-COHNa ... 0.4 g (0.3 con HEPES)
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-HEPES ... 19

- Glutamina .......................... 0.296 g/l
- SBF inactivado ................. 50 ml
-Penicilina .......................... 14 mg

- Estreptomicina ................. 25mg

- Kanamicina .......... eveeeeeeens 12 mg

Ajustar pH=7.2
Esterilizar por filtracién
Conservar en refrigeracion (4°C) y oscuridad.

2.4. MEDIO RPMLI.
Para el cultivo de la linea de macréfagos se emplea medio RPMI
suplementado también con un 20% de suero bovino fetal inactivado.

- RPMI 10x (Difco) ................. 20m|

- H,0 bidestilada ..................... csp 200 mi

-COHNa ... 0.4 g (0.3 con HEPES)
-HEPES ... 19

- Glutamina ............ccoeeeee, 0.296 g/l

- 8BF inactivado ..................... 50 ml

- Penicilina ............................... 14 mg

- Estreptomicina .................... 25 mg

- Kanamicina ..............c.ccce..... 12mg

Ajustar pH=7.2
Esterilizar por filtracion
Conservar en refrigeracion (4°C y oscuridad).

Para el cuitivo de formas promastigote de Leishmania infanfum se utilizé
una mezcla al 50% de los medios LIT + RPMI descritos anteriormente y
suplementados en este caso con un 10% de suero bovino fetal,
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3. SOLUCIONES COLORANTES Y REACTIVOS.

Solucién Salina Fisioldgica:

CINa ..., 8.00g
POHK, ...coooevieee. 1219 |
POMHK ..cooovinnnn, 0.34g
Agua ... 1000 ml
pH: 7.3
PBS-EDTA:
CIiNa..........ccceeiennnins 849
CIK . 02g
POHNa, .................. 116 g
POHK ...ooovve 0.16g :
HyO e csp 1000 mi ,
EDTA (acido etilen diamino
tetracético) .............. .. 0.5g
pH: 7.2

Esterilizar por filtracion.

Sarkosil:

Sarkosil (Sigma) 1% en PBS
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Azul Tripan (colorante vital):

lodo metalico ................ 5g
lodure potasico ............ 10g
H,O destilada .............. 100 mi
Giemsa:
I
Giemsamadre............... 10% !

H,0 destilada pH=7.2 ....... 90%
Azul de Metileno (solucidn fijadora colorante):
Azul de metileno .............. 59 !
Etanol-Agua 50% viv ....... 1000 ml ' !
Eosina 5%:
Eosina acuosa ................... 5g

Etanol-agua 50% viv .......... 100 mi

Tampdn para extraccidn de proteinas:

58



MATERIAL ¥ METODOS

Geles acrilamida-bisacrilamida en gradiente (5-20%) para electroforesis
de proteinas: ‘ ‘

Separador 20 - Separador S - Almacenador

Acrilamida-bisacrilamida  1.330 ml 0.333 ml . 0.25 mi
Separador/aimacenador 0.25 ml : 0.25 ml 0.5 mi
SDS 10% 0.02 mi 0.02 mi 0.02 ml
Agua destilada 0.297 mi 1.297 mi 1.130 mi
Persulfato aménico 1.5% 0.1 ml 0.1 ml 0.1 mi
TEMED 21 i 21 .28

Azul Coomasie: |

Coomasie.................cocone. 26g ;
Etanol ......ccoooovevir 400 ml '
Ac. aceético ........................ 100 ml
Aguadest...............cco.. 500 mi

Solucidn para decoloracién de geles de proteinas:

MEYENO! oo 100 mi 5

AC. acetico........cooceveiieeenn... 50 ml |
Aguadest........................ csp 500 ml

TrisCIH ..o 50 mM
EDTA ... 50 mM
CINa ..o, 100 mM '
SDS .. 0.5%
pH=7.6
Proteinasak .................. 20 pgimi
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Tris-EDTA (TE):
TrisCIH .........cccoeee i, 10mM
EDTA ..o, 1mM
pH=8

Acrilamida-bisacrilamida ........ 2ml
TAE (5X) .evvvvvriviiiiiiiiiiieieeeee 3 ml
Aguadestilada ....................... 9,25 mi
Persulfato amoénico................. 750 pt **
TEMED ..., 7,54l

* Para dos geles ‘
*~* 0,05 g persulfato aménico + 3 ml agua destilada

Tampdén de muestra:

Bromofenol ..................... 0025¢9 ;
Sacarosa ..........ccccceeoee. 25¢g !
Glicerol .........cccovevevena, 3aml ‘-
Agua destilada ............... csp 10 mi |

TAE (Tris-acetate/EDTA):

50 x:  TriS DASE ovvoovoeeo 242 g i

Acido acético glacial ...... 57,1 ml |
EDTAOSM (pH 8) ......... 100 ml ‘

Agua destilada ............... csp1i
Fijador: ‘
J
Etanol ..........cocovvv 22,5 mi
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Acido acético glacial ....... 1,125 ml
Agua destilada ............... csp 225 mi

Nitrato de plata para tincion de geles:

AgNO, ... 0,3g

Fijador ........cccvvevieiiiinn 50 mi
Revelador:

NaOH ... 46g

Formaldehido ................. 1ml

Agua destilada . ............. 150 mt

4. PRODUCTOS ENSAYADOS.

4.1. PRODUCTQS DE SINTESIS.

Para validar los modelos propuestos frente a las técnicas aplicadas
habitualmente, seleccionamos tres series de productos de sintesis de distinta
naturaleza y variada toxicidad, sobre ios que fueron aplicadas ambas baterias
de pruebas segun se describe en el punto 6 de este apartado

4.1.1. Serie T.

Son 5 compuestos derivados del Violeta de Genciana, sintetizados en el
Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia por ia Dra.

Carmen Avendaio. Las estructuras se muestran en la figura VI,
i
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4.1.2. Serie JDA.

La serie JDA esta constituida por 8 derivados de tiadiazina cuya sintesis
fué realizada en el Instituto de Quimica Médica del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas bajo la direccion de la Dra. Carmen Ochoa. Sus
estructuras se muestran en fa figura VII.

4.1.3. Serie SM.

La serie SM consta de 9 moléculas sintetizadas en el Departamento de
Quimica QOrganica de la Universidad Nacional de Educacion a Distancia de
Madrid, bajo la direccion de la Dra. Rosa Claramunt. La serie deriva del
aldehido 5-nitrotiofen-2-carbaldehide con distintos sustntuyentes Sus
estructuras se muestran en la figura VIII.

4.2. PRODUCTOS DE REFERENCIA.

Ademas de las tres series de sintesis citadas, fueron ensayados con el
mismo fin tres productos de referencia. Como tales fueron empleados los dos
farmacos habituaimente utilizados para el tratamiento de la enfermedad,
nifurtimox y benzonidazol, asi como e! unico empleado con fines quimioprofi-
lacticos, violeta de genciana. Su descripcion y caracteristicas se encuentran
descritas en el apartado 5 de la revision bibliografica y sus estructuras
quimicas se muestran en la figura IX.
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FIGURA VI: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS PERTENECIENTES A LA

SERIE T.
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FIGURA VII: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS PERTENECIENTES A LA
SERIE JDA.
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FIGURA VIil: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS PERTENECIENTES A LA

SERIE SM.
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FIGURA IX: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS DE REFERENCIA.
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5. REPRODUCCION "IN VITRO" DEL CICLO BIOLOGICO DE; T. CRUZI.

Como apuntabamos en la revisién de los medios de cultivo, hoy dia es
posible la reproduccién completa "in vitro" del complejo ciclo biolégico de T.
cruzi, pudiendo ser cultivados todos los estados presentes tanto en el insecto
vector como en el hospedador vertebrado.

5.1. EPIMASTIGOTES EN CULTIVO AXENICO.

Para la primera obtencion de epimastigotes se parte de tripomastigotes
sanguineos obtenidos por puncién cardiaca de ratones infectados y anestesia-
dos. Se afiaden 0.5 ml de sangre infectada en tubos con 5 ml de medio LIT
(segun apartado 2.1) y se incuba a 28°C. Posteriormente se realizan
subcultivos en medio fresco de estos cultivos originales efectuandose al menos
dos pases en medio LIT antes de su utilizacion para realizar los ensayos.

El control de crecimiento y viabilidad se lleva a cabo con ayuda de una
camara de Neubauer. ' ‘

5.2. TRANSFORMACION A TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS.

Los tripomaétigotes metaciclicos se obtienen por transformaciéon de
epimastigotes en medio Grace (apartado 2.2.). Se parte de epimastigotes en
un cultivo axénico de 14 dias de antigiedad en medio LIT. Se deja reposar
para separar vivos de muertos durante 2 horas a 28°C. Se centrifuga durante
10 minutos a 450 g desechando el sobrenadante y se lava tres veces en medio
Grace+SBF o en medio MEM centrifugando cada vez. Tras contar en
hemocitémetro y ajustar la cantidad, se siembra finalmente en el medio Grace
y s incuba en estufa a 28°C.

1
A partir de los 9 dias pueden recuperarse las formas metaciclicas,
manteniéndose un nivel aprovechable de éstas hasta los 30 dias de cultivo.

Et control de crecimiento y transformacion se realiza mediante recuento
en hemocitometro del cultivo y determinacién de la proporcién de metaciclicos
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tras tincidn con Giemsa.

5.3. INFECCION DE CULTIVOS CELULARES; FORMAS AMASTIGOTES.

Se realizan los cultivos previos de células Vero bajo control microscopi-
co de células viables mediante tincidon con azul tripan. Posteriormente estos
cultivos son infectados con la adicion de las formas tripomastigotes obtenidas
“in vitro”, en proporcidn 10 tripomastigotes / 1 célula, en medio de cultivo MEM
sin suero bovino fetal. '

Pasadas 24 horas se retira el medic con los tripanosomas que no han
infectado y se repone medio fresco con suero. El tiempo de replicacion de
amastigotes es de unas 9 horas. La primera infeccion celular y aparicion de
nuevos tripomastigotes se compieta en 6-7 dias.

6. TECNICAS DE CRIBADO.
6.1. MODELOS EN USO.

6.1.1. RECUENTO MICROSCOPICO DE EPIMASTIGOTES EN MEDIO LIT.

La actividad "in vitro" contra la forma extracelular epimastigote es
ensayada sobre cultivos axénicos durante la fase de crecimiento exponencial
con anotacién de la inhibicién del crecimiento tras 2-6 dias de incubacion en
presencia del farmaco.

Obtencidén de epimastigotes en crecimiento:
El cultivo se realiza en medio LIT suplementado con 10% de SBF. El
indculo para cada ensayo se inicia con 500.000 epimastigotes/ml procedentes

de otro cultivo, incubando a 28°C.

t
Una vez comenzado el crecimiento exponencial, a los 3-6 dias, en los
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cultivos destinados al ensayo, se recuenta con hemocitémetro y se reparte a
continuacion en placas Nunclon de 24 pacillos a razdn de 2 mi/pocillo.

Adicion de los productos a ensayar: |

Cada farmaco se disuelve previamente en dimetilsulféxido puro (DMSO)
con lo que se consigue su esterilizacion. Las diluciones posteriores se realizan
en PBS estéril.

Mediante una micropipeta se dispensa en cada pocillo la cantidad
determinada de cada dilucion del producto, obteniendo siempre una concentra-
cion de DMSO igual o menor al 0.2% en el medio final.

Para cada concentracién de producto probada se realiza el ensayo en
tres pocillos diferentes e igualmente se hace con los controles.

Incubacién y examen de actividad:

Pasados 2-6 dias de incubacion a 28°C, se realizan recuentos de
epimastigotes por duplicado en cada pocilio con un hemocitémetro normaliza-
do diluyendo la muestra en tintura de yodo. Se anota el crecimiento en cada
pocillo de los productos, farmacos de referencia y controles.

Expresién de resultados:

Con los datos del recuento se calculan para cada producto y dosis:
Indice de crecimiento:

IC = (N° de parasitos al final / N° parasitos al inicid)

Expresa la multiplicacién de los epimatigotes en presencia de cada una
de las concentraciones ensayadas.

Porcentaje de crecimiento: :

SiICramaco < 1:%C =0
Si [Crarmaco > 1 1 %C = (ICtrmaco / 1Ccontrat) x 100
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Expresa el crecimiento con respecto a! control y su posible inhibicién.
Porcentaje de reduccién: (Cuando no hay crecimiento; ICrsrmoaco < 1)

%C =100 - (|Cfarmaco / |Ccontrol)x1 00

Expresa la reduccién del indculo por la accion del farmaco cuando,
ademas de inhibir el crecimiento, existe efecto tripanocida.

Actividad citostatica (% inhibicion del crecimiento):

Si ICumace < 1 : Act. citostatica = 100
Si ICrmaco > 1 : Act. citostética = 100 - (ICfarmaco / ICcont x 100)

Actividad citocida; cuando IC<1

Si ICumaco > 1 : Act. citocida =0
Si ICumaco < 1 ; Act. citocida = 100 - (ICramace x 100)

Eficacia = Porcentaje de reduccién con respecto al control (en cualquier caso).

6.1.2. RECUENTO MICROSCOPICO DE CELULAS INFECTADAS CON
AMASTIGOTES.

Se estudia la accién de los farmacos y productos de sintesis sobre células
infectadas "in vitro" con amastigotes intraceiulares en fase de replicacion.

Preparacién de los cultivos celulares infectados.

Los cultivos previos de células Vero en frascos de cultivo se lavan con
una solucién de EDTA en PBS para eliminar en lo posible las células muertas.

Se incuban de nuevo, con una cantidad suficiente de PBS-EDTA para
cubrir ia monocapa, durante 5-10 minutos a 37°C para despegar las células del
fondo y se resuspenden con medio MEM fresco. Se puede conseguir una mejor
dispersion se las células haciendo pasar la suspension a presion a través de
una jeringuilla de insulina con una aguja de 0,5 x 16 mm. i
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Se realiza control microscdpico de células viables mediante tincion.con
azul tripan y se ajusta su concentracian en el medio de cultivo.

Se mezclan fa suspension de células y parasitos en proporciones
adecuadas para sembrar 15.000 células viables junto con 150.000 triporhasti-
gotes en un volumen de 2 ml de medio sin suero bovino fetal, que se afadira
a cada pocillo. '

Para los ensayos de farmacos se utilizan piacas Nunclon de 24 pocilios
con un cubreobjetos de cristal circular de 12 mm de didmetro en el fondo de
cada pocillo. Se incuban células y tripanosomas en contacto durante 24 horas
a 37°C en atmdsfera con 5% de CO,. Las células Vero se adhieren al fondo y
se infectan durante este periodo. |

Pasadas 24 horas se retira el medio con los tripanosomas que no han
infectado y se repone medio fresco con suero. El tiempo de replicacion de
amastigotes es de unas 9 horas. La primera infeccién celular y aparicion de
nuevos tripomastigotes se completa en 6-7 dias.

Adicién de farmacos y andlisis de actividad.

Los productos se disuelven previamente en dimetilsulféxido puro
(DMSQ) con lo que se consigue su esterilizacién, efectuandose posteriores
diluciones en PBS estéril. A las 24 horas p.i. se afade cada farmaco a la
concentracion determinada para el ensayo en cada pocillo con una micropipeta
(por duplicado) resultando la concentracién final de DMSQ siempre inferior al
0,2%. De esta forma el medicamento actia sobre la replicacién de amastigotes
intracelulares.

Se incuba en las mismas condiciones 48 horas mas y se retira el medio
finalmente. El cubreobjetos de cada pocillo, con las células adheridas, se
procesa para tincion Giemsa y se realiza el recuento de células infectadas (se
cuentan al menos 200 células por pocillo).

Tincién Giemsa:
- Secar al aire
- Fijar con metanol 100% durante 10 minutos.
- Tedir con Giemsa diluido 10% durante 25-30 min.
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- Lavar, secar y montar con DPX.

Se calcula la proporcién de células infectadas en cada pocilio y se
compara con los controles tratados con el vehiculo solamente. Se anota el
indice de infeccion respecto a los controles {indice de infeccion del control sin
tratamiento = 1).

6.1.3. ENSAYO COLORIMETRICO DE CITOTOXICIDAD (MACROENSAYO).

Se utiliza un método colorimétrico para determinar el posible efecto
|
citotéxico de los farmacos sobre las células Vero.

Se disponen placas Nunclon de 24 pocillos. Se afnaden 50.000 células
viables en cada pocillo y se incuban 4-6 horas (tiempo necesario para su
adhesién al fondo) a 37°C en atmdosfera enriquecida con 5% de CO,.

Transcurrido este tiempo se afade con micropipeta un volumen de ia
disolucién de cada producto en DMSO obteniendo concentraciones finales de
100, 10y 1 ug/ml de cada farmaco junto con un 0.2% de DMSO que es inocuo
para las células. Se realiza cada ensayo por triplicado.

Se incuba en las mismas condiciones durante 24 horas y se retira el
medio (con pipeta) para procesar las células en cada pocillo:

- Fijar y tedir:
Afadir 1 mi/pocillo de solucion fijadora-colorante {azul de
metileno, 5g; etanol/agua 50% viv, 1 1.). |
Esperar 30 minutos a temperatura ambiente.

- Eliminar la solucién anterior. ' |

- Lavar 3-4 veces por inmersion de la placa en agua, con cuidado de
no despegar las células del fondo.

- Escurrir y secar al aire.

- Guardar secas hasta procesar para colorimetria.

Colorimetria:

- Solubilizar Ias células tefiidas de cada pocillo con sarkosil 1% en PBS
(1 mi/pocillo durante toda la noche). ‘
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- Leer la absorbancia en espectrofotdmetrc a 620 nm.

Los porcentajes de toxicidad se determinan de la siguiente manera:

1

Absorbancia del controt - Absorbancia de! problema x 100
Absorbancia del control :

La dosis citotéxica 50 (DC50) se define como la concentracién de
farmaco a la que decrece la absorbancia media de los tres pocillos un 50% con
respecto a los pocillos de control libres de medicamento. '

Consideraremos toxicas aquellas concentraciones superiores a la DC50.

6.2. MODELOS PROPUESTOS.

!

6.2.1. RECUENTO COLORIMETRICO DE EPIMASTIGOTES.

Con el fin de simplificar y agilizar el proceso de cribado primario sobre
formas epimastigotes en medic LIT, se procedid a modificar el método
fundamentalmente en cuanto a la forma de recuento se refiere. Los pasos
previos son similares a los del método ya descrito, pero el cambio del material
utilizado como soporte conlleva algunas variaciones. En este caso utilizamos
placas de microtitulacion de 96 pocillos para cultivo, en las que depositamos
200 ul del cultivo origen de la prueba, lo que ya de por si supone un considera-
ble ahorro econdmico.

Obtencion de epimastigotes en crecimiento.

El cultivo, al igual que en el caso anterior, se realiza en medio LIT
suplementado con un 10% de SBF y el indculo inicial para cada ensayo vuelve
a ser de 500.000 epimastigotes/m! procedente de otro cultivo, incubando a
28°C. |

Una vez comenzado el crecimiento exponencial (3-6 dias) se realiza un
recuento con hemocitémetro de este cultivo origen y se reparte a continuacion
en placas de 96 pocillos a razén de 200 pl/pocillo.
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Adicién de los productos a ensayar.

En este caso se hace obligatorio el cambio de vehiculo o disolvente
empleado ya qQue para evitar superar concentraciones téxicas de DMSO
deberiamos emplear volimenes impracticables, en algunas ocasiones, de este
reactivo (la concentracion maxima de DMSO tolerable en las experiencias es
del 0,2% en el medio final, lo que nos haria movernos en volumenes del orden
de los 0,4 pl).

Las altemativas empleadas fueron, en primer lugar, realizar una primera
disolucién controlada en DMSO y de aqui realizar posteriores diluciones en
PBS estéril hasta conseguir las concentraciones deseadas, y fen segundo
lugar, cuando la naturaleza de los compuestos lo permite, utilizar otro tipo de
vehiculos entre los cuales el mas versatil y practico resulta ser el etanol a
concentraciones inferiores al 2% en el medio final.

Para cada concentracidn de producte probada se realiza el ensayo en
seis pocillos diferentes e igualmente se hace con los controles.

Incubacion y analisis de actividad.

Pasados de 4 a 8 dias {en funcicn del crecimiento de los controles) se
procede a sedimentar los parasitos presentes en los pocillos empleando una
centrifuga con soporte para placas, centrifugando a 2.200 rpm durante 10
minutos. Se vacia cuidadosamente el sobrenadante de los pocillos y se deja
secar al aire la placa. Una vez secos, se fija con metanol y se tifie el contenido
de cada pocillo con eosina acuosa al 5% durante 30 minutos. Una vez
transcurrido este tiempo, se elimina el colorante y se lava la placa varias veces
por inmersion.

Una vez terido y seco, se solubiliza el contenido de cada pocillo
afiadiendo 200 ul de una solucién de hidréxido sédico 0,1N.

Finalmente, se realiza la lectura espectrofotométrica a 490 nm de las
absorbancias del contenido de cada pocillo. Se anotan las absorbancias
correspondientes a los pocillos con productos, farmacos de referencia y
controles.
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Expresién de resultados.

A partir de la lectura espectrofotométrica de las absorbancias de
problemas y controles se calculan los siguientes parametros para cada
producto y concentracion: .

{
Indice de crecimiento = Absorbacia problema / Absorbancia control

Porcentaje de reduccién = 100 - {(IC x 100).

(Equivalente a la Actividad Citocida del modelo anterior, por lo que sera desngnado de esta
manera en las tablas de resultados).

6.2.2. VALORACION INMUNOENZIMATICA (ELISA) DE CELULAS INFECTA-
DAS CON AMASTIGOTES. !
]
Basicamente se pretende reemplazar el recuento microscopico de
células infectadas por un método inmunoenzimatico que agilice el proceso.

Obtencién de sueros: ;

Con tal finalidad se inmunizaron conejos con antigeno de 7. cruzi para
la obtencién de suero que sera aplicado a la determinacién cuantitativa de los
parasitos que sobreviven al tratamiento in vitro con los productos objeto de
ensayo.

El antigeno empleado para esta inmunizacién procede de cultives
axenicos de epimastigotes en medio LIT, y para su obtencién sé centrifugan
estos cultivos a 2.200 rpm durante 10 minutos a 4°C y se lavan tres veces en
PBS. Una vez efectuados los lavados, se resuspende en PBS a la concentra-
cién de 10° epimastigotes/iml. A continuacién, mediante congelaciones y
descongelaciones sucesivas, se rompen los parasitos y se conserva finalmente
la suspensién en congelador a -20°C. '

La pauta de inmunizacion fué la siguiente:
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Se realizan tres inoculaciones intramusculares de un volumen de 1 ml
conteniendo 0,5 ml de antigeno + 0,5 ml de adyuvante de Freund de acuerdo
con el siguiente protocolo:

12 inyeccién: Antigeno + Adyuvante completo
2" inyeccidn: 30 dias después :
Antigeno + Adyuvante incompleto
3% inyeccién: 30 dias después
Antigeno + Adyuvante incompleto ;
Después del ultimo inéculo se espera una semana antes del sangrado
para la obtencion del suero, que posteriormente sera titulado mediante
inmunofluorescencia indirecta (iFl) y conservado a -20°C.

Protocolo de IFl con epimastigotes para titulacién de sueros.

La titulacion se realiza mediante IFI empleando como antigeno
epimastigotes procedentes de cuitivo, segun indica el siguiente proceso:

t

Preparacion de antigeno para IFI:

- Centrifugar cultivo de epimastigotes en LIT a 2.200 rpm durante 10" a 4°C.
- Centrifugar y lavar con PBS tres veces mas. :

- Resuspender en PBS a la proporcién 10° microorganismos / mi PBS.

- Conservacion; Afnadir a la suspension anterior un 1% de formol o bien
congelar directamente (-20°C) sin formolar.

Realizacion de |a prueba:

- Diluir la suspensidn de antigeno con PBS hasta que aparezcan pocas formas
parasitarias (aprox. 10) por campo microscépico (40x). (Si la muestra habia
sido formolada, es necesario centrifugar para eliminar el formol antes de
resuspender).

- Ailadir 10 pl del antigeno diluido en todos los pocillos del porta. (Los portas
con el antigeno afadido también pueden conservarse congelados a -20°C).
- Secar al aire.

- Adadir el suero problema partiendo de una diluciéon 1/10 y posteriores 1/2.
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- Incubar 30°- 1 hora, a 37°C en camara humeda.

- Lavar dos veces (5-10°) en PBS.

- Afladir 10 pl/pocillo de conjugado marcade con fluoresceina (diluido en PBS)
y con azul de Evans (50 ul / S ml).

- Incubar 30°- 1 hora, a 37°C en camara humeda.

- Lavar dos veces en (5-10°) en PBS.

- Enjuagar con agua destilada.

- Secar, montar con Fluoprep (glicerina) y titular en microscopio con luz
ultravioleta. '

Preparacién de los cultivos celulares infectados.

El desarrolle del cribado en sus primeras etapas es similar al descrito
previamente sustituyendo las placas de 24 pocillos con cubreobjetos redondos,
por placas de microensayo para cuitivo con 96 pocillos.

Los cultivos previos de células Vero son despegados con PBS-EDTA
segun se describe en el apartado 6.1.2. Se realiza control de células viables
mediante tincidén con azul tripan y se ajusta su concentracion en el medio de
cuitivo. Al mismo tiempo, se realiza el recuento de formas tripomastigote
metaciclicas en el cultivo de tripanosomas, y se mezcla la suspensién de
células y parasitos en proporciones adecuadas para sembrar entre 2000 y
5000 células viables junto con formas tripomastigotes en la proporcién 1:10,
en un volumen de 200 ul de medio sin suero bovino fetal, volumen que se
afiadira a cada pocillo. |

Se incuban células y tripanosomas en contacto durante 24 horas a 37°C
en atmésfera con un 5% de CO,, periodo durante el cual las células Vero se
adhieren al fondo y son invadidas. Transcurridas estas 24 horas, se retira el
medio con los tripanosomas que no han infectado y se repone medio fresco
con suero.

Como ya ha sido indicado, el tiempo medio de replicacién de amastigo-
tes es de unas nueve horas. La primera infeccién celular y aparicion de nuevos
tripomastigotes se completa en 6-7 dias. Las determinaciones inmunoenzima-
ticas sobre células infectadas presentan evidentes diferencias a las 48 horas
post infeccion con respecto a las no infectadas.
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Adicién de farmacos:

En este caso no es posible el empleo de dimetil sulféxido por ias
mismas razones que indicamos en el apartado 6.2.1. Por ello, los productos se
disolvieron previamente en pequerios volumenes de DMSO (con lo que se
obtiene su esterilizacién) y posteriores dituciones se realizaron con PBS
estéril. En caso de aparecer problemas de solubilidad o preéipitacién, se
empleara como vehiculo alguno aitemativo de menor toxicidad como puede ser
el etanol. '

A las 24 horas post infeccién se afade cada farmaco a la concentracion
determinada para el ensayo en cada pocillo con una micr'opipeta (por
sextuplicado), obteniendo siempre menos del 0,2% de DMSO en el medio. De
esta forma, el medicamento actia sobre Ia replicacién de los amastigotes
intracelulares.

Revelado, analisis de actividad y expresion de resultados.

Se incuba en las mismas condiciones 48-72 horas mds, se retira
definitivamente el medio y se procede a la realizacién del ELISA cumpliendo
el siguiente protocolo:

1. Retirar el medio de las placas y iavar tres veces con PBS (pH 7,2 )- Tween
20 (0,05%). |
2. Fijar con 250 pl/pocillo de metanol. Lavar tres veces.
3. Postapizado de las placas: |
- Afdadir 250 pl/pocillo de BSA (solucién albumina boviné) al 0,1% en
PBS. .
- Incubar 1 hora a 37°C. !
- Lavar tres veces.
4. Afadir 100 yl de suero (dilucién segun titulo) a todos los pocillos.
- Incubar 2 horas a 37°C.
- Lavar tres veces. _
5. Afladir 100 pl de conjugado (1/1500-1/3000) a cada pocilio.
- Incubar 1 hora a 37°C. |
- Lavar tres veces.
6. Aiadir 100 pl del sustrato.
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- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
7. Afadir 50 ul de la solucion de frenado.
8. Leer en espectrofotémetro a 490 nm.

Reactivos:

- Suero: Titulado mediante IF| y diluido segun titulo en PBS (pH 72)+01%
BSA + 0,05% Tween 20.
- Conjugado: Anticuerpo anticonejo marcado con peroxidasa diluido en PBS
(pH7,2) + 0,1% BSA + 0,05% Tween 20.
- Sustrato enzimatico (solucién reveladora):
10 ul tampon citrato-fosfato pH 5
4,8 ug ortofenil diamina (OPD)
4,8 pl H,0,
Esta solucién se prepara en el momento y en ausencia de luz.
- Solucién de frenado: Acido sulfarico 3N.

Se realiza lectura de absorbancias en espectrofotometro a 490 nmy se
anotan las medias de los valores de los pocillos con producto farmacos de
referencia y controles.

Se determinan los indices de infeccién respecto a los controles (indice
de infeccién dei control = 1).

Indice de infeccién = (Abs problema) / (Abs cont+)

|

6.2.3. ENSAYO COLORIMETRICO DE CITOTOXICIDAD {MICROENSAYOQ).

El establecimiento de la toxicidad de las moléculas que superan el
cribado se realiza a través de una modificaciéon del método descrito en el
apartado 6.1.3. Consiste en el empleo de placas de microensayo de 96 pocilios
y la sustitucién dei colorante azul de metileno por eosina, utilizando el mismo
espectrofotdmetro y filtro que en la prueba de actividad scbre epimastigotes.

En las placas de microensayo de 96 pocillos se siembran las células
(despegadas y controlada su viabilidad segun se indica en el agartado 6.1.2)
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a razén de 30.000-50.000 células/pocillo, incubando posteriormente a 37°C en
atmoésfera con 5% de CO, durante 4-6 horas, que es el tiempo necesario para
su adhesidn al fondo.

Transcurrido este tiempo, se aflade con micropipeta el producto a
ensayar en las mismas diluciones y condiciones empleadas en el apartado
6.2.2. Se realiza el ensayo por sextuplicado.

Se vuelve a incubar en las mismas condiciones durante 24 horas,
transcurridas las cuales se retira el medio para procesar las placas aplicando
el siguiente protocoio:

- Secar al aire. \

- Fijar con 200 pl/pocillo de metanol durante 5 minutos.

- Tefiir con eosina acuosa ai 5% durante 30 minutos.

- Lavar varias veces por inmersidn de la placa en agua destilada.
- Escurrir y secar al aire.

- Guardar secas hasta procesar para colorimetria.

Colorimetria:
- Solubilizar las células tefiidas de cada pocillo con hidréxido sédico
0,1N (200 pl/pocillo).
- Leer absorbancias en espectrofotémetro a 490 nm.
Los porcentajes de citotoxicidad se determinan de la siguiente manera:

Absorbancia control - Absorbancia problema
X 100

Absorbancia control

Asi mismo, igual que en el apartado 6.1.3, se definenla DC S0y las
concentraciones citotéxicas.
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7. OTRAS TECNICAS.

7.1. EXTRACCION Y VALORACION DE PROTEINAS.

Con el fin de detectar posibles diferencias a nivel de patrones de -
bandas correspondientes a proteinas totales en las distintas cepas, fueron
obtenidos extractos a partir de cultivos en masa de epimastigotes en medio LIT
del modo que se indica a continuacioén.

Se hicieron crecer cultivos de epimastigotes en frascos de 80 ml segun
se describe en el apartado 5.1, y en el momento de maximo crecimiento (aprox.
2x107/ml) se procedid a su recoleccion centrifugando a 2.200 rpm durante 10
minutos a 4°C realizando una serie de lavados sucesivos con PBS y resuspen-
diendo el botdn en un volumen final de 1 ml de un tampén constituido de ia
siguiente manera; |

Una vez resuspendida la muestra en este tampdn, se ayuda a la rotura
de membranas y a la dispersidn del material, mediante una serie de congela-
ciones y descongelaciones sucesivas.

Finalmente, ia muestra es sometida a centrifugacion durante 15 minutos
a 4°C y 13.000 rpm, y una vez transcurrida ésta se procede a recuperar el
sobrenadante, que sera sometido a valoracién y congelado inmediatamente a
-20°C para su conservacion hasta el momento de su uso.

Valoracién de proteinas. "

La valoracion de la cantidad de proteina obtenida tras el proceso de
extraccion se realiza mediante la técnica de Bradford (1976). Para ello es
necesaria la elaboracién de una curva de calibrado reailizada con concentra-
ciones controladas y crecientes de albumina, diluidas en PBS mas acido
fosférico y metanol y leidas en espectrofotometro a 595 nm.
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La muestra problema se diluye de la misma manera en las concentra-
ciones adecuadas y los valores que resuiten de su lectura espectrofotométrica
seran confrontados con la curva patrén, obteniéndose la concentracién en
Hg/ul de proteina obtenida en cada caso. '

7.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE PROTEINAS TOTALES.
i
Las muestras resultantes de la extraccién de proteinas son sometidas
a electroforésis en geles de acrilamida-bisacrilamida en gradiente 5-20% cuya
composicién se detalla en el apartado 3.

Para realizar la separacién por electroforesis, una cantidad de 20 pg de
muestra, disuelta en tampén con azul bromofenol, es reducida mediante
calentamiento durante 5-10 minutos en bano de agua hirviendo, en presencia
de B mercaptoetanol. :

Un vez realizada la separacion, los geles son tefiidos con azul
Coomasie pudiendo ser posteriormente eliminado el exceso de colorante con
una mezcla de metanol y acético en agua destilada, segun se indica en el
apartado 3. Los geles, una vez teflidos, son secados (en un secador de geles
Gel Dryer 583, BIO-RAD) para su conservacién indefinida. |

7.3. EXTRACCION Y VALORACION DE ADN.

Para la extraccidn de ADN, todas las cepas fueron cultivadas en medio
LIT durante 7-8 dias (hasta la mitad de la fase de crecimiento logaritmico) en
frascos de 80 mi a 28°C. Los cultivos fueron centrifugados a 2.200 rpm durante
10 minutos a 4°C y lavados tres veces en PBS a pH 7.4 por sucesivas
centrifugaciones. El botdn resultante es resuspendido en cinco volumenes de
un tampdn de extraccion constituido de ia siguiente manera:

Tris-CiH.............ccc L 50 mM

EDTA ..., 50 mM

CINa......coireeieeee e, 100 mM

SOS... 05%
pH 7.6
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Cada muestra se incuba junto con 20 ig/ml de Proteinasa K durante dos
haras a 55°C. A continuacidn se realizan dos extracciones con la mezcla
fenol:cloroformo:isoamil-alcohol en las proporciones 25:24.1 centrifugando a
3.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Tras concluir las extracciones se procede
a precipitar los acidos nucleicos afadiendo a cada muestra 0,1 volumenes de
acetato sddico 3M y 2 volumenes de etanol absoluto a -20°C.

Una vez precipitado el ADN se centrifuga durante 15 minutos a 13.000
rpm y se recupera el botdn, que vuelve a ser resuspendido en etanol al 70%
a -20°C. Se vuelve a centrifugar, eliminando el sobrenadante y dejando secar
al aire los restos de etanol para finalmente suspender el ADN obtenido en 100
Kl de TE (Tris-EDTA, apartado 3). :

Valoracion de ADN.

La concentracion de ADN en solucién se estima en espectrofotémetro
a 260 nm, sabiendo que 1 unidad de densidad éptica de ADN de doble cadena
equivale a 50 pg/ml.
|
Para valorar se disuelven 5 ul de ADN con 995 ul de TE y se efectua la
lectura espectrofotométrica a 260 y 280 nm. La relacidn de pureza se obtiene
mediante el cociente de las lecturas a 260 y a 280 nm. Dicha relacién debe ser
mayor de 1,8 (A / Asg > 1,8). En caso contrario, sera necesario repetir la
extraccién protéica con fenol-cloroformo. |

El ADN resultante es almacenado a -20°C hasta su utilizacion.

7.4. AMPLIFICACION AP-PCR. !

Con el fin de detectar posibles diferencias en las secuencias de ADN de
las distintas cepas, se procede a someter las muestras a una amplificacion
mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando
“primers" o iniciadores elegidos arbitrariamente, al azar (AP-PCR).

Cada reaccion de amplificacién se hace en un volumen final de 10 pt
conteniendo 0,5 unidades (0,1 ul de 5 u/ul) de Replitherm DNA Polimerasa
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(Epicentre Technologies); 1,7 pl de una solucién 2,5 mM de cada dNTP; 1,2
Hl de tampén Tris-CiH 200 mM (pH 8.3), CIK 1M, 0,1% Tween 20y 0,1% NP-40
" con 1,44 yl de Cl,Mg 25 mM en 3,23 ul de agua destilada, junto con 1,33 pl de
iniciador y 1 pl (0,01 pug) de ADN molde para cada una de las muestras con
cada uno de los iniciadores correspondientes. .

Los iniciadores, B1. CTTTCGCTCC,; B2: CTGCTGGGAC y Z3.CAG-
CACCGCA (de Operon Technologies), fueron seleccionados de forma
arbitraria.

La mezcla de reaccién es completada con 20 pl de aceite mineral y
sometida en un termociclador (Genetic Thermal Cycler GTC-2, Precision
Scientific) al siguiente protocolo de amplificacion: en primer lugar, una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5°, seguida de dos ciclos de 30°C
durante 2° para la hibridacién; 72°C durante 1° para elongacion y 95°C durante
30" para desnaturalizar, y a continuacion 33 ciclos iguales a los anteriores
salvo la primera fase (hibridacidon) que se hace a 40°C. En el ciclo final, la
elongacién es de 5° (Steindel y col., 1993).

7.5. ELECTROFORESIS DE ADN AMPLIFICADO.

Finalizada la amplificacion, a cada muestra resultante le fueron
afadidos 4 ul de tampén de muestra con azul de bromofenol, y volumenes de
5 ul de la mezcia fueron posteriormente sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 4%, cuya composicion se detalla en el apartado 3.

Una vez realizada la separacién por electroforesis, los geles fueron
fijiados con una solucién de etancl 10% y acido acético 0,5% durante un
minimo de 5 minutos y tefidos durante 10-20 minutos con nitrato de plata 0,2%
para, tras lavar dos veces durante 5 y 30 segundos respectivamente, revelar
finalmente con hidroxido sédico y formaldehido hasta ia apariciéon de bandas.

Los geles, una vez tefidos, se dejan secar a temperatura ambiente (24
horas) para su conservacion indefinida.
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8. TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Las pruebas estadisticas aplicadas en este trabajo estdn encaminadas
a la validacién de los estudios de variabilidad y a |a busqueda de posibles
relaciones y diferencias entre las cepas estudiadas. Con este fin, y para el
proceso y tratamiento de los datos obtenidos mediante dichas pruebas, se ha
utilizado ta versién 6.1 del programa informatico NTSYS (Applied Biostatistics
Inc., Setauket, NY). Este programa nos permitirda establecer posibles
agrupamientos entre cepas en funcidn de las similitudes y diferencias
observadas, o bien nos delatara comportamientos independientes que
desechen cualquier tipo de relacién.

Basicamente, se trata de la construccién de matrices de similitud-
disimilitud a partir de 1a asignacién de valores de 0 6 1 a los caracteres
derivados de los resultados obtenidos en las pruebas realizadas. El procesa-
miento de estas matrices se realiza aplicando el Coeficiente de Similitud
Simple SM (Simple Matching Coefficient; Sneath y Sokal, 1973) y posterior-
mente el Método Sencillo de Emparejamiento Utilizando Medias Aritméticas
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages; Sneath
y Sokal, 1973).

El fundamento de estos parametros y su desarrollo se comentara mas
detaliadamente, durante su aplicacion sobre los datos a procesar, en el
apartado 1.3 de “resultados”.
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RESULTADOS

IV. EXPERIENCIAS REALIZADAS Y RESULTADOS.
1. ESTUDIOS DE VARIABILIDAD ENTRE CEPAS.
1.1. PRUEBAS BIOLOGICAS.

1.1.1. CURVAS DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES EN LIT.

El comportamiento en cultivo de las formas epimastigotes de las
distintas cepas es evaluado mediante la realizacién de las correspondientes
curvas de crecimiento en medio LIT.

La procedencia del material bioldégico es en todos los casos la misma
y cumpliendo las mismas condiciones. Se parte de sangre obtenida por
puncion cardiaca de ratones infectados experimentalmente. Esta sangre
infectada con formas tripomastigotes es sembrada en tubos que contienen
medio LIT y que son incubados a 28°C. Una vez producida la transformacion
y crecimiento de epimastigotes en estos hemocultivos originales, se realizan
subcultivos en medio fresco dandose dos pases en medio LIT antes de la
siembra que dé comienzo al desarrollo de las curvas de crecimiento. Se parte
de 500.000 epimastigotes / mi en tubos con 5 ml de medio, formas
procedentes de los cultivos en las condiciones citadas anteriormente, cuando
ya se hallan en fase estacionaria.

Una vez realizada la siembra se procedera a hacer recuentos periddicos
(cada 2-3 dias) en camara de Neubauer, utilizando tintura de yodo para fijar
y dar contraste a los parasitos. Los recuentos se prolongan durante
aproximadamente un mes, realizandose el contaje de al menos tres tubos por
cepa para hacer la media entre los mismos.

Los resultados finales obtenidos para cada una de las cepas son los
gue se detallan a continuacion (tabla 3), y aparecen representados en las
graficas 1 a 6.
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Tabla 3. CURVAS DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES EN MEDIO LIT.

CEPAS
Dia Bolivia RAL GM
0 500.000 500.000 500.000
2 1.657.500 632.500 2.025.000
4 3.812.500 2.700.000 6.375.000
7 12.600.000 13.800.000 14.150.000
9 21.900.000 15.800.000 16.950.000
11 27.300.000 20.850.000 19.450.000
14 21.950.000 14.900.000 20.300.000
16 19.600.000 11.550.000 22.500.000
18 20.350.000 9.650.000 18.900.000
22 19.900.000 10.160.000 16.850.000
CEPAS
Dia MC Y Tulahuén
0 500.000 500.000 500.000
2 750.000 766.250 1.840.000
4 3.950.000 4.100.000 3.600.000
7 18.650.000 12.050.000 11.000.000
9 23.900.000 22.950.000 14.825.000
11 21.110.000 26.450.000 24.375.000
14 16.400.000 17.650.000 18.100.000
16 14.600.000 17.550.000 16.550.000
18 13.300.000 14.800.000 18.200.000
22 14.700.000 16.200.000 17.900.000

RESULTADOS

Se muestra el nimero de tripanosomas /ml a lo largo de los dias de
seguimiento del cultivo (hasta que este se estabiliza).
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Grafica 1. CURVA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES. CEPA Bolivia.

Grafica 2. CURVA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES. CEPA RAL.
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Grafica 3. CURVA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES. CEPA GM.

Grafica 4. CURVA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES. CEPA MC.
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Grafica 5. CURVA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES. CEPA Y.

Grafica 6. CURVA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES. CEPA Tulahuen



RESULTADOS

1.1.2. METACICLOGENESIS.

Para evaluar la capacidad de transformacion que presentan las distintas
cepas, se utilizd un medio de cultivo disefiado a partir de componentes
presentes en los insectos con el fin de producir formas tripomastigote
metaciclicas; se trata del medio Grace ya descrito en e! capitulo de Material y
Métodos.

Partimos de cultivos axénicos de epimastigotes en medio LIT ya en fase
estacionaria. Se recogen las formas vivas, suspendidas en el sobrenadante,
mediante centrifugacion y tras varios lavados se realiza recuento en
hemocitémetro y se siembran 9 x 10° epimastigotes/ml en tubos con 5 ml de
medio Grace, que pasan a incubarse en estufa a 28°C.

A continuacién, durante el siguiente mes y con una periodicidad de 2-3
dias, se determind el numero total de flagelados mediante recuento en
hemocitémetro y la proporcion de ias distintas formas presentes en el cultivo,
mediante analisis de muestras de éstos tefidas con Giemsa.

1.1.2.1. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION.

En este caso, consideramos el nimero total de formas tripomastigote
metaciclicas que aparecen en los cultivos a lo largo de los dias de seguimiento
de ia experiencia {(hasta que este numero se estabiliza y empieza a decrecer)
y su relacién con el numero total de flagelados que aparecen en los mismos.
Estos valores numéricos se muestran en las tablas 4, 5, 6, 7 y 8 y aparecen
representados en las gréficas 7, 8, 9, 10y 11.
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Tabla 4. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA BOLIVIA,

Dias N°¢ total flagelados N° total formas metaciclicas % metaciclicos

0 9.000.000 - -
2 11.575.000 463.000 4
4 20.550.000 2.157.750 10.5
7 18.900.000 5.197.500 27.5
9 17.900.000 5.907.000 33
11 16.500.000 4.661.250 28.25
14 14.500.000 3.915.000 27
16 13.700.000 3.801.750 2175

Tabla 5. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA RAL.

Dias N° total flageladas N° total formas metaciclicas % metaciclicos
0 9.000.000 - -
2 11.900.000 238.000 2
4 14.900.000 782.500 5.25
7 14.800.000 1.295.000 8.75
9 24.400.000 3.050.000 12.5
11 27.500.000 3.781.250 13.75
14 30.700.000 3.530.500 11.5
16 29.200.000 3.723.000 12.75
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Grafica 7. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA BOLIVIA.
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Tabla 6. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA GM.

Dias N°total flagelados N® total formas metaciclicas % metaciclicos

0 9.000.000 - -
2 12.950.000 2.298.625 17.75
4 25.550.000 5.940.375 23.25
7 33.750.000 11.812.500 35
9 26.300.000 10.520.000 40
11 29.500.000 13.717.500 46.5
14 32.900.000 12.008.500 36.5
16 22.900.000 11.049.250 48.25

Tabla 7. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA MC.

Dias N°total flagelados  N°total formas metaciclicas % metaciclicos

0 9.000.000 - -
2 11.400.000 199.000 1.75
4 17.300.000 432.000 2.5
7 34.000.000 1.190.000 3.5
9 29.700.000 1.856.000 6.25
11 29.500.000 1.770.000 6
14 31.400.000 2.590.000 8.25
16 26.800.000 2.010.000 7.5

94



RESULTADOS

Grafica 9. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA GM.
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Tabla 8. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA Y.

Dias N° total flagelados Ne total formas metaciclicas % metaciclicos

0 9.000.000 - -
2 9.200.000 : 322.000 3.5
4 17.900.000 850.000 4.75
7 20.000.000 1.250.000 6.25
9 24.400.000 3.416.000 14
11 29.800.000 3.427.000 11.5
14 24.600.000 2.583.000 10.5
16 31.900.000 3.509.000 11

Grafica 11. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPAY.
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1.1.2.2. ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE TIPOS MORFOLOGlCOS EN

MEDIO GRACE.

i

En este caso, utilizando los mismos cultivos de la experiencia anterior,
nES centramos unicamente en el porcentaje de los distintos tipos morfoldgicos
que aparecen en los cultivos de cada cepa a lo largo de los dias de
seguimiento de la experiencia, hasta que estas proporciones se estabilizan.
Los resultados obtenidos son los que se muestran en la tabla 8 y aparecen
representados en las graficas 12 a 16.

Tabla 9. PORCENTAJES DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.

Bolivia RAL
Dia EPI INT  MET EPI INT  MET
2 925 135 4 8725 1075 2
4 75 145 105 7925 155 875
7 55 175 275 7275 185 875
) 5375 1325 123 605 27 125
11 5775 14 2825 6725 19 1375
14 62 11 27 74 145 115
16 6025 12 2775 735 1375 1275
GM MC
Dfa EPl  INT  MET EPI  INT  MET
2 715 1075 17.75 88 1025 175
4 69.25 7.5 2325 89.75 775 25
7 515 135 35 85.75 10.75 35
9 4375 1625 40 755 1825 625
11 44 95 465 7725 1675 6
14 49 145 165 76 1575 825
16 4125 105 4825 8725 1275 75
Y

Dia EPl  INT MET

2 83 135 215

4 8425 11 4.75

7 78.75 15 6.25

9 635 225 14

11 6675 212 115

14 7625 1225 105

16 79 10t

EPI: Epimastigotes. INT: Formas intermedias. MET: Tripomastigotes metaciclicos.
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Grafica 12. PORCENTAJES DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.
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Grafica 13. PORCENTAJE DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.
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Gréfica 14. PORCENTAJES DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.
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Grafica 15. PORCENTAJE DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.
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Grafica 16. PORCENTAJES DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCIOI?I CELULAR.
CEPA BOLIVIA. - '

Tabla 10. FIBROBLASTOS. Linea Vero

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.. 29,7%

Numero de amastigotes por céluia

Dias p.i. <5 5<X<50 >50 X

1 100% - - : 15
2 96,5% 3,5% - | 18
3 75,7% 24,3% - 4,3
4 47,1% 47,1% 5,8% 11,8
5 8,8% 61,8% 294% | 43,3
6 38,9% 13,9% 47.2% - 82,5
Tabla 11. MACROFAGOS. Linea J774.

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.. 25,9%

Ndmero de amastigotes por célula |

Dias p.i. <5 5<X<50 >50 X
1 100% - - ' 1,3
2 79,5% 20,5% - 3,5
3 64,9% 35,1% - 52
4 35,3% 64,7% - : 9,8
5 29,4% 52,9% 17.7% 20,6
6 30% 55% 15% 15,4
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DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR IN VITRO. CEPA BOLIVIA.

Grafica 17. INFECCION SOBRE FIBROBLASTOS (LINEA VERO).
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.
CEPA RAL. ‘

Tabla 12. FIBROBLASTOS. Linea Vero
Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 16,4%

Numero de amastigotes por célula

Dias p.i. <5 5<X<50 >50 : X
1 100% - - 1,2
2 95,4% 4,5% - ‘ 2.1
3 75% 25% - 3,5
4 34,8% 65,2% - 7.1
5 13,8% 86,2% - 12,2
6 61.5% 7.7% 30,8% 60,8
Tabla 13. MACROFAGOS. Linea J774.

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 26.2%

Numero de amastigotes por célula

Diasp.i. <5 5<X<50 >50 X
1 100% - . 1.4
2 93,7% 6,3% - : 1,9
3 75% 25% - 3,5
4 68,7% 31,3% - 3.3
5 64,7% 35,3% - | 46
6 31,8% 54,5% 136% 15,9
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DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR IN VITRO. CEPA RAL

Grafica 19. INFECCION SOBRE FIBROBLASTOS (LINEA VERO).
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Grafica 20. INFECCION SOBRE MACROFAGOS (LINEA J774).
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.
CEPA GM.

Tabla 14. FIBROBLASTOS. Linea Vero
Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 28,6%

Numero de amastigotes por célula

Dias p.i. <5 5<X<50 >50 ; X
1 100% - - 1.3
2 97.1% 2,9% - , 1,6
3 77.1% 22,9% - 4,6
4 31,4% 62,9% 57% 11,7
5 12,5% 65,6% 219% 32,1
6 35,3% 17.6% 47.1% 70,1
Tabla 15. MACROFAGOS. Linea J774.

Porcentaje de celulas infectadas 24 horas p.i.: 44,1%

Numero de amastigotes por célula

Dias p.i. <5 5<X<50 »>50 X
1 83,5% 16,4% - 26
2 82,9% 171% - 3,5
3 51,4% 48,6% - 52
4 31,4% 68,6% - 7.9
5 10% 90% - 13,4
6

34,4% 54.5% 9,1% 12,7
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DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR /N VITRO. CEPA GM.

Grafica 21. INFECCION SOBRE FIBROBLASTOS (LINEA VERO).
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Grafica 22. INFECCION SOBRE MACROFAGOS (LINEA J774).
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.
CEPA MC. -

Tabla 16. FIBROBLASTOS. Linea Vero
Porcentaje de célutas infectadas 24 horas p:i.: 15%

Ndmero de amastigotes por célula

Dias p.i. <5 5<X<50 >50 X
1 100% - - 1,4
2 90,6% 9,4% - ‘ 1,9
3 34,4% 64.6% - . 6,6
4 23,3% 73,3% 3,4% 6,9
5 27.8% 55,5% 16,7% 25,1
6 52,9% 11,8% 35,3% 28,4
Tabla 17. MACROFAGOS. Linea J774.

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 12,5%

Numerc de amastigotes por célula

Dias p.i. <§ 5<X<50 >50 X
1 100% - - 1.4
2 100% - - ‘ 1,9
3 47,1% 52.9% - 6,6
4 40% 60% - , 6,9
5 25% 62,5% 12,5% 25,1
6 33,3% 53,4% 9,1% 284
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DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR /N VITRO. CEPA MC.

Grafica 23. INFECCION SOBRE FIBROBLASTOS (LINEA VERO).
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Gréfica 24. INFECCION SOBRE MACROFAGOS (LINEA J774).
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.

CEPAY.

Tabla 18.

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 16,7%

FIBROBLASTOS. Linea Vero

Numero de amastigotes por célula

Dias p.i <5 5<X<50 >50 X
1 100% - - 1,3
2 100% - - 1,7
3 71,4% 286% - : 42
4 40% 60% - ‘ 6,8
5 4,5% 77.3% 18,2% 25,3
6 55,6% 12,2% 32,2% 40
Tabla 19. MACROFAGOS. Linea J774.

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.; 14,7%

Numero de amastigotes por célula

Dias p.i. <5 5<X<50 >50 X
1 100% - - 1,2
2 100% - - | 1,7
3 73,1% 26,9% . ‘ 41
4 55,6% 44,4% - 49
5 34,5% 65,5% - 9
6 37,5% 54,2%

8,3% | 20,5

110



RESULTADOS

DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR /N VITRO. CEPAY.

Grafica 25. INFECCION SOBRE FIBROBLASTOS (LINEA VERO).
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Grafica 26. INFECCION SOBRE MACROFAGOS (LINEA J774).
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1.1.3.2. INFECCION DIFERENCIAL EN DISTINTOS TIPOS CELULARES
(FIBROBLASTOS Y MACROFAGOS) DE LAS DISTINTAS CEPAS.

En este caso, se representa el porcentaje de células parasitadas
(fibroblastos en grafica 27 y macréfagos en gréfica 28) al dia siguiente de la
infeccion para cada una de las cepas sometidas a estudio.

Grafica 27. FIBROBLASTOS. LINEA VERO.

Grafica 28. MACROFAGOS. LINEA J774.
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1.1.4. SENSIBILIDAD A LOS FARMACOS DE REFERENCIA DE LAS
DISTINTAS CEPAS. '

Para averiguar si existen diferencias en la sensibilidad que presentan
las cepas sometidas a estudio frente a os fArmacos utilizados como referencia,
se empled la técnica de cribade contra epimastigotes descrita en el apartado |
6.1.1 del capitulo de material y métodos.

Fueron ensayadas 5 concentraciones de cada producto; desde 100
ug/ml y posteriores diluciones 1/10 hasta 0,01 pg/ml. Los resultados se
expresan en forma de porcentaje de crecimiento y porcentaje de reduccion, ya
que lo que se pretende es detectar diferencias entre las cepas en su
crecimientc en presencia de los farmacos . '

Estos resultados aparecen reflejados, para cada cepa, en las tablas 20 a 37.

1.1.4.1. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX.

Tabla 20. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA BOLl\lIIA.

Conc. pg/m! Crec. x 1000 |Indice decrec. % Crecimiento . % Reduc.

Control 1950 2.74

100 37.5 0.05 0 : 98.18
10 175 0.25 0 | 90.88
1 1612.5 2.26 82.48 0

0.1 1825 2.56 93.43 0
0.01 1950 274 100 . 0

Tabla 21. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA RAL.

Conc_ua/ml Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento - % Reduc.

Control 5600 2.80

100 0 0 0 " 100
10 975 0.49 0 i 82.5
1 4600 2.30 82.14 0
0.1 5800 2.90 103.57 0
0.01 6650 3.32 118.57 . 0
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Tabla 22. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA GM.

Conc. yg/ml Crec. x 1000 indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 2100 2.56

100 41 0.05 0 98.05
10 220 0.27 0 | 89.45
1 1700 207 80.86 0

0.1 1925 235 91.79 0
0.01 2100 2.56 100 0

Tabla 23. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA MC.

Conc. ug/ml Crec. x 1000 |Indice decrec. % Crecimiento % Reduc.

Control 11875 5.65

100 100 0.0 0 . 99.12
10 1425 0.68 0 87.96
1 10352 4.93 87.26 0
0.1 10900 5.19 91.86 0
0.01 12275 5.84 103.36 0
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Tabla 24. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPAY.

Conc. pg/ml Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 4500 : 1.98

100 0 0 0 ‘ 100
10 325 0.14 0 | 92.93
1 2625 1.15 58.08 0
0.1 3700 1.63 82.32 0
0.01 4350 1.91 96.46 0

Tabla 25. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA TULAHUEN.

Conc. ug/ml Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento . %Reduc.

Control 2350 1.57

100 50 0.03 0 98.09
10 100 0.06 0 96.18
1 1750 1.17 74.52 0
0.1 2375 1.58 100.64 c

0.01 2200 1.47 93.63 t]
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1.1.4.2. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL.

- Tabla 26. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA BOLIVIA,

Conc. ug/mi Crec. x 1000 |Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 2050 288

100 312.5 0.44 0 | 84.72
10 1250 1.75 60.74 ': 0

1 1587.5 2.23 77.43 0

0.1 1725 2.42 84.03 N 0

0.01 1875 2.63 91.32 0

Tabla 27. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL. DE LA CEPA RAL.

Conc. yag/ml Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 6150 3.07

100 0 0 o 100
10 3875 1.94 63.19 ‘ 0
1 6225 N 101.30 0
0.1 7400 3.70 12052 0

0.01 6900 3.45 112.38 0
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Tabla 28. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA GM,

Control 2300 280

100 420 0.51 o 81.78
10 1500 183 65.36 0

1 1725 2.10 s 0

0.1 1975 2.40 8571 0
0.01 2200 2.68 95.71 0

Tabla 29. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA MC.

Conc. ug/ml Crec. x 1000 _ indice de crec. % Crecimiento ., % Reduc.

Control 11250 5.36

100 325 0.15 0 | 97.20
10 4750 2.26 42.16 0

1 7925 3.77 70.34 | 0
0.1 9675 4.61 80.01 0
0.01 10650 5.07 94.59 | 0
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Tabla 30. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LACEPAYY.

Conc. ug/ml Crec. x 1000

Control

100

10

0.1

0.01

4050

0

2100

3600

4950

4875

Indice de crec,

1.78

0

0.92

1.58

2.18

2.14

% Crecimiento

88.76

122.47

120.22

% Reduc.

100

48.31

Tabla 31. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA TULAHUEN.

Conc. pyg/m! Crec. x 1000

Control

100

10

0.1

0.01

2200

50

550

1625

2062.5

3050

Indice de crec.

% Crecimiento .

1.47

0.03

0.36

1.08

1.37

2.03

73.47

93.19

138.09

% Reduc.

97.96

75.51
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1.1.4.3. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA.

Tabla 32. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPA BOLIVIA.

Conc._ [g/m) Crec X 1000 [ndicedecrec. Y% Crecimiento . % Reduc.

Control 2225 ' 3.12

100 0 0 0 | 100

10 625 0.88 0 71.79
1 900 1.26 40.38 | -0

0.1 2162.5 3.04 97.44 0
0.01 2262.5 3.17 101.6 0

Tabla 33. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPA RAL.

Conc. yg/m! Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 7400 3.70

100 0 0 0 . 100
10 1825 0.91 0 | 75.41
1 2400 1.20 32.43 : 0
0.1 3975 1.89 53.78 0
0.01 6450 3.22 87.03 0

119



RESULTADOS

Tabla 34. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPA GM.

Conc. yg/ml Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 2450 2.99

100 0 0 o 100

10 810 0.98 o 67.22
1 980 1.19 3979 0
0.1 2260 2.76 92.30 0
0.01 2500 3.05 102.01 0

Tabla 35. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPA MC.

Conc. ya/ml Crec. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 9625 4.58

100 0 0 0 100
10 1125 0.54 0 . 88.21
1 3075 1.46 31.88 0
0.1 5450 2.60 5677 0

0.01 7825 3.73 81.44 0
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Tabla 36. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPAY.

Conc. pg/mi Crec. x 1000 Indice de crec. % Crec. % Reduccidn

Control 4150 1.82

100 0 | 0 0 100
10 725 0.32 o 82.42
1 1000 0.44 0o 75.82
0.1 2950 1.30 71.43 0
0.01 3600 1.58 86.81 0

Tabla 37. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPA
TULAHUEN. '

Conc. ug/ml Crec. x 1000 |Indice decrec. % Crecimiento % Reduc.

Control 2200 1.47

100 0 0 0 | 100
10 537.5 0.36 0 75.51
1 850 0.57 0 j 61.22
0.1 1525 1.02 69.39 0
0.01 2450 1.63 110.88 0
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1.2. PRUEBAS BIOQUIMICAS.

1.2.1. COMPARACION DE PATRONES PROTEICOS.

Para determinar posibles diferencias en los patrones de proteinas
totales de las distintas cepas, 1as muestras procedentes de la extraccién fueron
sometidas a electroforésis en gel de acrilamida-bisacrilamida en gradiente 5-
20%, tal y como se describe en los apartados 7.1 y 7.2 de Material y Métodos.

Ademds de las muestras de T. cruzi, se procesé otra de Leishmania
infantum en las mismas condiciones para tener constancia de las posibles
diferencias interespecificas.

Los resuitados obtenidos aparecen reflejados en la figura XVI y, mds
elaborados, en el apartado 1.3 dedicade al tratamiento estadistico.

1.2.2. ESTUDIOS DE ADN. COMPARACION DE PATRONES DE
AMPLIFICACION.

i
1
|

Con el fin de estudiar los patrones de amplificacion de las distintas
cepas, fueron realizadas las correspondientes reacciones empleando 3
iniciadores distintos elegidos de forma arbitraria.

Para disponer de algun patron de referencia, muestras de organismos
distintos aunque cercanos a Trypanosoma (Leishmania infantum), y sin
aparente proximidad (Trichinella spiralis), fueron sometidas a los mismos
ensayos siguiendo los protocolos descritos en los apartados 7.3, 7.4 y 7.5 de
Material y Métodos.

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en las figuras XVH, XVII

y XIX y, mas elaborados, en el apartado 1.3 dedicado al tratamiento
estadistico. '
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Fig. XVI. Gel de poliacrilamida en gradiente 5-20%, tefiido con azul de
Coomasie, de extractos de proteinas totales de las distintas cepas
sometidas a estudio.
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Carriles: 1- cepa Bolivia; 2- cepa RAL; 3- cepa GM;
4- cepa MC; 5- cepa Y; 6- cepa Tulahuen;
7- Leishmania infantum. :
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Fig. XVII. Gel de poliacrilamida tefiido con plata, de los productos de
amplificacion obtenidos empleando el iniciador Z3.
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Carriles: 1- cepa Bolivia; 2- cepa RAL; 3- cepa GM,;
4- cepa MC; 5- Leishmania infantum
6- Trichinella spiralis.
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Fig. XVIIl. Gel de poliacrilamida tefiido con plata, de los productos de
amplificaciéon obtenidos empleando el iniciador B10.
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Carriles: 1- cepa Bolivia; 2- cepa RAL; 3- cepa GM,;
4- cepa MC; 5- Leishmania infantum
6- Trichinella spiralis.
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Fig. XIX. Gel de poliacrilamida tefido con plata, de los productos de
amplificacién obtenidos empleando el iniciador B1.
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4- cepa MC; 5- Leishmania infantum
6- Trichinella spiralis.
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1.3. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LAS PRUEBAS DE VARIABILIDAD.

Los resultados de las pruebas de variabilidad, tanto biolégicas como
bioquimicas, fueron sometidos a un proceso de tratamiento de datos, para io
que se empled como herramienta el programa informatico NTSYS versién 1.6
(Applied Biostatistics Inc., Setauket, NY). La finalidad es determinar si las
similitudes y diferencias demostradas en las experiencias presentan una
correiacion que permita el establecimiento de agrupamientos entre cepas, o
bien si cada una responde a patrones independientes o también que las
diferencias se deban tnicamente a factores de naturaleza aleataria.

En primer lugar, es necesario interpretar los datos referentes a los
distintos caracteres con el fin de establecer los criterios oportunos para poder
asignarles valores de 0 6 1, con los que elaborar las correspondientes matrices
de similitud-disimilitud. ‘

Para el procesamiento de estas matrices se utilizd el Coeficiente de
Similitud Simple SM (Simple Matching Coefficient; Sneath y Sokal, 1973), que
es uno de los coeficientes mas sencillos y mas antiguos. Fué introducido en
ta taxonomia numérica por Sokal y Michener en 1958, y desde entonces se
viene utilizando con asiduidad. Responde a la férmula SM = m/m+u = m/n,
donde m representa los caracteres concordantes o concordancias, u los
caracteres discordantes o discordancias, y n el numero total de caracteres
considerados, siendo m+u = n. ‘

Una vez construidas las matrices diagonales intermedias, se procede
al tratamiento de agrupamiento segun el Método Sencillo de Emparejamiento
Utilizando Medias Aritméticas UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages; Sneath y Sokal, 1973). Probablemente se trata del
método de agrupamiento mas frecuentemente utilizado. Su desarrollo se debe
a Sokal y Michener (1958), pero fué empleado por primera vez por Rohlf en
1963 en una clasificacion de mosquitos. Segun este método, la similitud U,
entre dos grupos cualquiera j y k, puede ser calculada como (‘iltjt,,) Y U
siendo ¢ y t, unidades taxonémicas operativas (OTUs) o caracteres en estudio
pertenecientes a los grupos j y k. ’

Este procedimiento se utiliza hoy dia de foerma rutinaria en estudios de
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caracterizacién genética e isoenzimatica, aplicados a parasitos en generai
(Merenlender y col., 1987; Eckert y col., 1983) y a protozoos, flagelados y
tripanosomatidos mas concretamente (Pemin y col., 1985; Steindel y col., 1993
y 1994). '

Los agrupamientos resultantes de la aplicacion de este tratamiento a
nuestras experiencias aparecen representados en los arboles (dendrogramas)
que constituyen las figuras XXX, XXI y XXII.

PRUEBAS BIOLOGICAS

Tomando como referencia la tabla 65, que incluye un resumen de
resultados con algunas caracteristicas de las cepas sometidas a estudio,
realizamos una interpretacion de éstas con el fin de asignar valores de 0 6 1,
para construir la correspondiente matriz de similitud-disimilitud. Los criterios
seguidos fueron los siguientes:

1. Tasa de mortalidad: <100% -0
100% - 1

2. Pico de parasitemia:  Baja parasitemia (10%/ml) - 0
Alta parasitemia (> 2x10%) -~ 1

3. Momento de maxima parasitemia: 10, 11,12 dias - 0
> 12 dias -~ 1

4. Pico de crecimiento en medio LIT: <25x108 -0
> 25x10°8 - 1

5. Momento de maximo crecimiento en medio LIT: < 11 dias - 0
> 11 dias - 1

6. Porcentaje maximo de metaciclicos en Grace: < 2x8,3 ~ O (8,3=vaior minimo)
>2x8,3 - 1
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7. N° total de metaciclicos al aicanzar el pico: < 10x10° - 0
>10x10% - 1

8. Momento del registro del mayor n® de metaciclicos < 11 dias - 0
> 11 dias - 1

9. Capacidad de infeccién en fibroblastos: <17% -0 (<1/2%max.- 0)
(% células infectadas 24 horas p.i) >17% -1 {(>1/2%max. ~ 1)

10. Capacidad de infeccidon en macréfagos: < 17% -0 (<1/2%max.- 0)
(% células infectadas 24 horas p.i.)) >17% -1 (>1/2%max. - 1)

11. Duracién del ciclo intracelular en fibroblastos: <Bdias-0

> 6 dias - 1
12. Duracién del ciclo intracelular en macréfagos: 6 dias - Q
> 6 dias - 1
13. Sensibilidad a nifurtimox: <100% -0
(% reduccién a 100 pg/ml) 100% - 1
14. Sensibilidad a nifurtimox: < 10pg/mi - 0
(minima concentraccién con actividad citocida) > 10ug/ml -~ 1
15. Sensibilidad a benzonidazol: <100 - 0 .
(% reduccion a 100 ug/mi) 100 - 1
16. Sensibilidad a benzonidazol: < 10pg/ml -0 -
{minima concentraccién con actividad citocida) > 10pg/ml - 1
17. Sensibilidad a violeta de genciana: <100% - 0
(% reduccién a 100 pg/mi) 100% -~ 1
18. Sensibilidad a violeta de genciana: < 1ug/ml -0
(minima concentraccion con actividad citocida) > 1pg/ml - 1
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Siguiendo dichos criterios, la matriz de datos queda constituida de la

siguiente manera..

W oo N, HE WN -

- -k
- O

N N W G 'y
W~ h N

Bol RAL GM MC Y Tul
0 - 1 0 1 1
1 - 1 1 0 -
1 0 0 - 0 1
1 0 0 0 1 0
0 0 1 0 0 0
1 0 1 0 0 -
0 0 1 0 0 -
0 0 0 1 0 -
1 0 1 0 0 -
1 1 1 0 0 -
0 0 0 0 0 -
0 1 0 0 o -
0 1 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 1 0
1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 0 0

Utilizando el coeficiente SM, se obtiene la correspondiente matriz
diagonal intermedia: ;

Bol

GM
MC

Tul

Bol RAL GM MC Y Tul

1.000

0.556 1.000

0.722 0.500 1.000

0.667 0.667 0.611 1.000

0444 0.667 0.389 0.556 1.000
0.556 0.556 0.500 0.667 0.778 1.000
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A partir de esta matriz, empleando ei método UPGMA de agrupamiento,
se construye el arbol de distancias entre las distintas cepas (figura XX).

COMPARACION DE PATRONES PROTEICOS

El parametro considerado en este caso es la existencia de bandas
comunes y distintas en los geles obtenidos a partir de la electroforésis de las
muestras procesadas de cada cepa (figura XVI). A partir de estos geles, se
trasladan las bandas presentes a una plantilla desde la que se determina la
localizacidon concreta de unas bandas respecto a otras, aplicando, en funcion
de esta localizacién, el criterio:

Ausencia de banda - 0O
Presencia de banda - 1

Siguiendo este criterio, la matriz de datos queda constituida de la
siguiente manera:

Bol RAL GM MC Y Tul Leishmania

1 0 o 0 0 0 1 1
2 0 6 o0 o 0 1 1
3 1 1 1 1 1 0 1
4 1 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1
6 0 o o 0 0 1 1
7 - - - - - - 1
8 - - . . - - 1
9 - - - . . - 1
10 1 1 1 1 1 1 0
1 0 0 0 0 0 o 1
12 1 1 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1
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Utilizando el coeficiente SM, se obtiene la correspondiente matriz
diagonal intermedia.

Bol RAL GM MC Tul Y Leishmania

Bol 1.000 :
RAL 1.000 1.000 ‘
GM 1,000 1.000 1.000 |
MC 1.000 1.000 1.000 1.000 |
Tul 0.714 0.714 0.714 0.744 1.000

Y 1.000 1.000 1.000 1.000 0.714 1.000

Leishmania 0.429 0.429 0.429 0.429 0.571 0.429 1.000

A partir de esta matriz, empleando el métode UPGMA de agrupamiento,
se construye el arbol de distancias entre las distintas cepas (figura XXl).

COMPARACION DE PATRONES DE AMPLIFICACION.

Se procede de la misma manera que en el apartado anterior, esto es,
considerando la existencia de bandas comunes y distintas en los geles
obtenidos a partir de electroforésis de las muestras amplificadas con cada uno
de los iniciadores. Tras determinar la localizacion concreta de unas bandas
respecto a otras, se aplica el mismo criterio descrito anteriormente:

Ausencia de banda -~ 0
Presencia de banda - 1

Siguiendo este criterio, se construye una tnica matriz de datos a partir
de los tres geles obtenidos con los tres iniciadores, ya que en ios tres casos
(con cada iniciador) se procedié de la misma manera, con las mismas muestras
y obteniéndose resultados de la misma naturaleza. La matrlz unica queda
constituida del siguiente modo.
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BolRALGM MC L.i. T.s.

Bol RALGM MC L.i. T.s.

OO0~ vryr 00000 O rrOr 0O r e r00"TO OO0~ O D rrOO0OQCOO0OOQOO

OvY OO+~ DOOCOO0OO0O0DDO0O0O0OC » v 1 v + 1 4 1 VY ™ 4 0 0 0 ¢ 0 oy vt
11100001000010001....._............1.1..1.....
Ovr OO0 00" O Yy rODO0OO0"T0O0O "0 0O 0000000000000 O " r~r™“rrreOece0
00000000~ 000~ 00~ 000" rr OO QOO 00~ reCQ

OO0 O00""0O O rrOrrO™ 0O rr0D0O0O0O0CO0OCOO0O000CO OO0 ArrTT"rrrrO -0 r0O

w0~ 0 01 45 OO "NOTNON DO T NMOMTNOMNMNOONO - NOTNDONODN
LTV OLDOOVOOOVOWOOOOOMMMMAGNMNMMGAEGRNDER®0NNDN®D

-l
il

O T OO0 rr O -0 -0 OO O -0 0~ OO O -0 "0 00O O~ 00 T O " r OO0
OO r~rO0O "~ OO0~ 000 ~TO0O O 00000000 "T D000 O0DO0OOCOO0OTTO "D OO T~
Or O r-r0O00 "~ O "0 OO T "0~ OO~ 00000000 TT0D0O0O T DO T OO~ O OO
OO0~ O v OO Yy O 00O TOOYyTO OO T DOOOTYT OO COOOTTrOrrODrO«=00 ™ —
O " O vy OO " vr O "0 OO0 0O " rrrrOO0Ov-Yy0O0 00000 0CO YT O -~ 00O +vO=0O0~O

OO0~ 0O vy OO~ O "0 OO0 T OO Yy O OO rr~ 000000000 T O rrDr OO ™ v

O NN O~RNDONO"NMTNOMNONO"NOOTINHNONODONO 123““
NPT O ORDR T, rrErrrerrrrmrNNNANNNNNNNMMOOOODOOOOOTY MY D

133



RESULTADOS

Datos correspondientes al iniciador Z3.
Datos correspondientes al iniciador B10.
Datos correspondientes al iniciador B1. . ‘

ik

Utilizando el coeficiente SM se construye la correspondiente matriz
diagonal intermedia. : :

Bol RAL GM MC L.infantum T.spirm’is}

Bol 1,000 :.
RAL 0.652 1.000 |
GM 0.888 0.674 1.000 :
MC 0.697 0.843 0.719 1.000 ;

Linfantum  0.551 0.584 0.573 0.674 1.000

T.spiralis 0.427 0.303 0.427 0.438 0.449 1.000 T

A partir de esta matriz, empleando el método UPGMA de agrupamiento,
se construye el arbol de distancias entre |las distintas cepas (figtilra XXI1).

|
'
i
i
|
t
|
1

1
{
|
|

I
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Figura XX. Dendrograma, basado en el método UPGMA, construido a partir de
los resultados de las pruebas biolégicas realizadas sobre las distintas cepas
de T. cruzi sometidas a estudio. ‘

0..48 0.66 0,64 0,72 0,80

Bolivia

GM

RAL

MC

— Y

l—— Tulahuen

Figura XXI. Dendrograma, basado en el método UPGMA, construido a partir
de los patrones protéicos obtenidos de las distintas cepas de 7. cruzi
sometidas a estudio, y comparadas con una muestra de [ eishmania infantum
procesada en las mismas condiciones.

0.:40 O.EO D.B.O | _QO

—— Bolivia
|

L GM
RAL

— MC
— Y

Tulahuen

Leishmania

Figura XXll. Dendrograma, basado en el método UPGMA, construido a partir
de los patrones de ADN amplificado obtenidos de las distintas cepas de T.
cruzi sometidas a estudio, y comparados con una muestra de Leishmania
infantum y otra de Trichinella spiralis procesadas en condiciones similares.

0,32 O .48 0,64 0,80 (=81 |

—

— Bolivia

— GM
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2. DESARROLLO Y COMPARACION DE TECNICAS DE CRIBADO.
|

Como ya hemos citado previamente, nuestros objetivos sé centran en
la actualizacidn y mejora de técnicas que nos permitan avanzar en el terreno
del cribado farmacoldgico sobre T. cruzi. En este apartado vamos a exponer
una serie de modificaciones sobre métodos ya empleados y en algunos casos
la inclusion de técnicas que pueden aportar importantes mejoras en este
campo.

En primer lugar describiremos el proceso de puesta a punto de estas
nuevas técnicas y las ventajas que pueden reportar, para realizar a
continuacién un estudio comparado del rendimiento de estas frente a las que
se vienen utilizando de rutina.

En todos los casos se ha empleado la cepa Y, ya que demuestra cumplir
todos los requerimientos en cuanto a sensibilidad, comportamiento en culitivo,
transformacién e infeccidén celular, exigidos para el buen desarrollo de las

pruebas. |

2.2. DESARROLLO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES.

2.1.1. TECNICA DE CRIBADO SOBRE EPIMASTIGOTES.

Para poner a punto esta técnica, descrita en el apartado 6.2.1 de
"material y métodos", se procedid a la realizacién de un estudio de la relacion
entre la densidad de los cultivos de epimastigotes y las absorbancias que a
partir de ellos se registran en espectrofotometro a 495 nm tras ser tefiidos con
eosina. Utilizando el material ya descrito en el apartado citado, se sembraron
cantidades crecientes de tripanosomas para determinar cual es el numero
adecuado de estos que ofrece una lectura que permite después detectar
variaciones de absorbancia, que correspondan a variaciones en el numero de
parasitos. 1

Fueron sembradas 8 concentraciones crecientes, desde 0,5 hasta 25
x 10° epimastigotes/ml, que son aproximadamente, el nimero minimo y maximo
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dé microorganismos que aparecen en nuestras curvas de crecimiento en medio
LIT. Se siembran 8 pocillos por concentracion, y tras tincién con eosina 5%, se
efectua la media de los valores de las absorbancias de los ocho, habiéndose
obtenido los siguientes resultados (tabla 38 y grafica 29).

Tabla 38. RELACION ENTRE LA DENSIDAD DEL CULTIVO Y LA
ABSORBANCIA A 490 nm PARA RECUENTO COLORIMETRICO DE
EPIMASTIGOTES.

Epimastigotes / ml Absorbancia (490)
0 . . . . 0.045
500.000 . . . : 0.048
1.000.000 . ) . . 0.056
2.500.000 . ) . . 0.044
5.000.000 . : : . 0.065
10.000.000 . . . . 0.151
15.000.000 . i . . 0.170
20.000.000 . . . . 0.243
25.000.000 . . . . 0.257

Grafica 29. CURVA DE ABSORBANCIAS A 490 nm PARA RECUENTO
COLORIMETRICO DE EPIMASTIGOTES.

Abs 490 nm
a3

o /
/
om N /

———

o 0.8 1 23 5 10 1% 20 -]
N¢ Epimastigotes x 10/ m
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2.1.2. TECNICA DE CRIBADO SOBRE AMASTIGOTES.

Para desarrollar una técnica inmunoenzimatica de aplicacidn al cribado
que nos permita una valoracion de la infeccion celular es necesario conocer,
en primer lugar, en qué momento estas determinaciones inmunoenzimaticas
sobre células infectadas presentan diferencias evidentes con respecto a las no
infectadas, y en segundo lugar, si es posible discriminar entre distintos niveles
de infeccion. '

La bibliografia existente respecto al primer punto indica que a las 48
horas las diferencias ya son evidentes, pero en nuestras experiencias hemos
podido comprobar que ya es posible detectar esta variacion a las 24 horas
postinfeccian.

Considerando ésto, procedimos al desarrollo de una experiencia previa
que nos permitiese determinar el momento adecuado de siembra, infeccién,
adicién de farmacos y lectura de resultados. Esta experiencia consiste en |a
siembra e infeccidbn de dos cultivos iguales en la misma placa de
microtitulaciéon con un desfase de cuatro dias, que nos permita ver si hay
diferencias apreciables entre el dia 1 y el dia 4 postinfeccién. Si esto es asi,
significara que este método de valoracion discrimina entre distintos niveles de
infeccidn con distinta carga parasitaria.

Para ello procedimos a la siembra (en media placa) de 24 pocillos con
2.000 células Vero y 20.000 tripomastigotes / pocillo, 18 pocillos solo con
2.000 células Vero (sin tripanosomas) y 6 pocillos sin células ni tripanosomas.
A las 24 horas es retirado el medio y son lavados los pociilos infectados,
reponiendo medio fresco en todos ellos. A los tres dias de esta primera
infeccién y en la media placa reservada para ello, se realiza una siembra
idéntica a la descrita anteriormente; 24 pocillos con células Vero y
tripanosomas, 18 solo con células Vero y 6 sin células ni tripanosomas.

Transcurridas 24 horas de esta segunda siembra, se lava la placa y se
somete al proceso de lectura inmunoenzimatica (ELISA) descrito en el
apartado 6.2.2 de "material y métodos”. Los resultados nos indicaran si este
tipo de determinacion revela las diferencias en carga parasﬂana entre el dia
1 y 4 post-infeccion, y con las células sin infectar.
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Realizando la media de las absorbancias correspondientes a los
pocillos de cada apartado de la experiencia, los resultados obtenidos son los
-que se muestran a continuacion (tabla 39).

Tabla 39. RELACION ENTRE EL NIVEL DE INFECCION CELULAR Y LA
ABSORBANCIA A 490 nm PARA VALORACION INMUNOENZIMATICA DE
CULTIVOS DE CELULAS VERO INFECTADOS CON AMASTIGOTES.

Absorbancias
4 dias postinfeccion 1 diapostinfeccion
Blanco (control sin célutas Vero
ni tripanosomas) 0.271 © 0.286
Control - (solo células Vero) 0.394 ' 0.338
Control + (células + tripanosomas) 1.132 0611

A la vista de estos resultados y su tendencia a la discriminacién,
decidimos proceder a realizar directamente los ensayos con farmacos
elevando el namero de células sembradas y el numero de tripanosomas
infectantes a 5.000 y 50.000 respectivamente con el fin de aumentar la sefal
de lectura (apartado 2.2.2 de resultados).

2.1.3. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD.

Para realizar las modificaciones sefaladas en los ensayos de
citotoxicidad (apartado 6.2.3 de "material y métodos"), las pruebas
preparatorias fueron las mismas que en el caso de los epimastigotes.
Consistieron en la realizacion de una curva de absorbancias sobre cantidades
crecientes de células Vero cultivadas en pocillos de placas de microtitulacién
y ensayando distintas concentraciones de colorante, con el fin de determinar
el nimero adecuado de éstas y la concentracidn de colorante que permitan
una valoracién del efecto citotéxico que sobre los cultivos ejerzan los
productos a ensayar. 3
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Fueron sembradas diez cantidades crecientes de células, desde 1.000
hasta 100.000 células/pocillo, repitiendo 10 pocillos por concentracion. Al final
de la prueba, ia mitad de ellos fueron tefidos con eosina acuosa al 1% vy la
otra mitad con el mismo colorante al 5%. Efectuando la media de los valores
de las absorbancias correspondientes a cada apartado de la experiencia, los
resultados obtenidos fueron los siguientes (tabla 40 y grafica 30).

Tabla 40. RELACION DE LA DENSIDAD CELULAR CON LA ABSORBANCIA
A 490 nm PARA PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD.

Absorbancias
N° células sembradas Tincién eosina 1% Tincidbneosina 5%

0 . . ) . . i ) 0.019
1.000 i ) . . . : . 0.029
2.000 . ) . ) . : ) 0.039
5.000 . . . 0.028 . ) . 0.058
10.000 . . . 0.038 . . . 0.083
15.000 i . ) 0.056 . ) . 0.123
20.000 . ) . 0.066 . . ) 0.169
30.000 . ) . 0.082 . : . 0.210
50.000 . : ) 0.152 . . . 0274
75.000 . . . 0.187 . : ) 0.404
100.000 . . . 0.276 . : ) 0.509

Grafica 30. CURVA DE ABSORBANCIAS A 490 nm PARA PRUEBAS DE
CITOTOXICIDAD.
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2.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD Y COMPARACION DE RESULTADOS.

Con los resultados de las pruebas pfeparatorias sefialadas en el
apartado anterior, fueron disenadas las nuevas técnicas a evaiuar (descritas
ya en el apartado 6 de "material y métodos"), procediéndose a realizar el
ensayo comparativo de las mismas con las series de productos de sintesis y
de referencia también descritos anteriormente en el capitulo citado.

2.2.1. ACTIVIDAD SOBRE EPIMASTIGOTES.

Los resultados de |a actividad de las series T, JDA, SM, nifurtimox,
benzonidazol! y violeta de genciana sobre epimastigotes, por la técnica de
rutina (descrita en el apartado 6.1.1 de "material y métodos") y la modificada
(descrita en el apartado 6.2.1 del mismo capitulo) se indican en las tablas 41
a 48.
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2.2.1.1. ENSAYOS "IN VITRO" CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
LOS PRODUCTOS DE LA SERIET. ‘

Tabla 41. MODELO EN USO.

PRODUCT. | CONC.ug/mi LC. % CREC. | ACTIVIDAD | ACTIVIDAD EFICACIA
CITOSTAT. CITOCIDA
T7A 100 0.00 0.00 100 100 100
T7A 10 0.00 0.00 100 100 100
T7B 100 0.00 0.00 100 100 ' 100
T78B 10 0.00 0.00 100 100 100
T10B 100 0.00 0.00 100 100 100
T108B 10 0.00 0.00 100 100 100
T158 100 0.39 0.00 100 61 86.3
T15B 10 2.99 105.3 0 0 0
T288 100 0.00 0.00 100 100 - 100
T28B 10 0.00 0.00 100 100 100
1.C.control = 2.84
Tabla 42. MODELO EN PRUEBA. |
_PRODUCTO __CONCENTRAC.pg/mé | INDICE DE CREC. | AGTIVIDAD CITOCIDA _
T78B 100 0.28 72
T78B 10 0.54 i 46
T108 100 0.21 79
T108B 10 0.27 73
T15B 100 0.28 72
T158 10 0.89 1
T28B 100 0.46 54
T28B 10 0.50 50
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2.2.1.2. ENSAYOS "IN VITRO" CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE

PRODUCTOS DE LA SERIE JDA.

Tabla 43. MODELO EN USO.

|

" PRCODUCT. CONC.pyg/mi I.C. % CREC. ACTIVIDAD ACTIVIDAD EFICACIA
CITOSTAT. |_CITOCIDA '

JDA1 * 100 0.0 0.00 100 99 99.8
JDA1 * 10 1.71 37 63 0 0
JDA2 * 100 0.00 0.00 100 100 100
JDAZ * 10 5135 115.8 0 0 0
JDA3 * 100 1.09 236 76.4 Q 76.4
JDA3 * 10 473 102.4 0 0 0
JDA4 ** 100 0.09 0.00 100 91 957
JDA4 ** 10 1.80 85.3 14.7 0 14.7
JDAB ** 100 3.01 142.6 0 0 0
JDAB ** 10 3.08 146 0 0 0
JDA7a ™ 100 042 0.00 100 58 80.1
JDA7a*" 10 1.36 64.4 356 0 35.6
JDA7D ** 100 0.92 0.00 100 8 56.4
JDAT7D ** 10 1.19 56.4 436 0 436

*I.C.control = 4.62; **.C.control = 2.11

Tabla 44. MODELO EN PRUEBA. '
PRODUCTO CONCENTRAC. pgiml INDICE DE CREC. ACTIVIDAD CITOCIDA )
JDA1 100 0.28 71
JDA1 10 0.51 49

| JDA2 100 0.49 51
JDA2 10 0.71 29
JDA4 100 0.61 39
JDA4 10 0.84 16
JDAG 100 1.03 0
JDAS 10 0.99 1
JDATa 100 0.27 73
JDA7a 10 0.46 54
JDA7b 100 0.51 49
JDAT7D 10 0.77 23
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2.2.1.3. ENSAYOS "IN VITRO" CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
LOS PRODUCTOS DE LA SERIE SM

Tabla 45. MODELO EN USOQ.

f- PRODUCT. | CONC.ug/mi Ic. % CREC. ACTIVIDAD | ACTIVIDAD | EFICACIA
hl CITOSTAT. CITOCIDA
SM1 100 0.00 0.00 100 100 100
SM1 10 0.00 0.00 100 100 100
SN2 100 0.05 0.00 100 a5 ' 99.3
SM2 10 350 46 54 0 54
SM3 100 0.65 0.00 100 35 915
SM3 10 2.04 26.8 73.2 0 73.2
SM4 100 423 55.6 44 4 0 44 4
SM4 10 7.24 95.1 49 0 49
SM6 100 0.00 0.00 100 100 100
SMB 10 0.01 0.00 100 99 99.9
SM7 100 3.95 51.9 48.1 0’ 48.1
SM7 10 6.12 80.4 196 0 19.6
sMa 100 3.60 413 527 0 52.7
SM8 10 5.96 78.3 21.7 0 21.7
SM9 100 0.00 0.00 100 100 100
SM9 10 0.00 0.00 100 100 100
SM11 100 0.00 0.00 100 100 . 100
SM11 10 0.025 0.00 100 97.5 99.7

1.C.control = 7.61
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Tabla 46. MODELO EN PRUEBA.

it PRODUCTO CNCENTRAC. Eg{t__nl INDICE DE CREC. 1 _ACTIVIDAD CITOCIDA H
SM1 100 0.24 76
SM1 10 0.49 51
SM2 100 0.43 57
SM2 10 0.84 16
SM3 100 0.50 50
SM3 10 0.72 28
SM6 100 0.34 66
SM6 10 0.46 54
SM7 100 0.98 2

| smr7 10 1.08 0
SM8 100 0.93 7

| sms 10 0.96 4
SM9 100 0.44 56
SM9 10 | 0.48 52
SM11 100 027 73
SM11 10 0.55 45
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2.2.1.4. ENSAYOS "IN VITRO" CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
NIFURTIMOX, BENZONIDAZOL Y VIOLETA DE GENCIANA.

‘Tabla 47. MODELO EN USO.

|

PRODUCT. CONC .ug/mi 1L.C. % CREC. ACTIVIDAD ACTIVIDAD EFICACIA
CITOSTAT. CITOCIDA
NIFURT. 100 0.00 0.00 100 100 100

|_NIFURT. 10 0.00 0.00 100 100 100
BENZ. 100 0.002 0.00 100 99.8 999
BENZ. 10 0.76 0.00 100 24 73.2
V. GENC. 100 0.00 0.00 100 100 100
V. GENC. 10 0.13 0.00 100 87 954

I.C.contro! = 2.84

Tabla 48. MODELO EN PRUEBA.

[ PRODUCTO CONCENTRAC. ug/ml INDICE DE CREC. ACTIVIDAD CITOCIDA H
NIFURTIMOX 100 0.38 62
NIFURTIMOX 10 0.45 55
BENZONIDAZOL 100 0.41 59
BENZONIDAZOL 10 0.52 48
VIOL. GENCIANA 100 0.33 67
VIOL. GENCIANA 10 0.41 59
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2.2.2. ACTIVIDAD SOBRE AMASTIGOTES.

Fueron aplicadas sobre las series T, JDA y SM, nifurtimox, benzonidazol
y violeta de genciana, tanto la técnica en uso (descrita en el apartado 6.1.2 de
“material y métodos”) como la técnica propuesta (descrita en el apartado 6.2.2
del mismo capitulo) obteniendose los siguientes resultados (tablas 49 a 56).

2.2.2.1. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
LOS PRODUCTOS DE LA SERIE T.

Tabla 49. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (pug/mil)

100 10 1
T78B * * 0.57
T10B * * 0.47
T15B * 0.85 0.75
T28B . 0.83 1.08

Tabla 50. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (ug/ml)

100 10 1
178 * * 0.51
T10B * * 0.59
T15B * 0.73 0.78

1288 * 0.75 0.80

Se representan los indices de infaccién respecto a los controles. Control de crecimiento sin producto = 1.
* Dosis toxicas para las células Vero.
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2.2.2.2. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVID_AD DE

LOS PRODUCTOS DE LA SERIE JDA.

Tabla 51. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (ug/ml)
100 10 1

JDA1 * * 0.57
JDA2 0.57 0.53 0.75
JDA4 0.84 1.20 0.88
JDA6 1.65 0.96 0.93
JDA7a - 0.75 1.13
JDA7b 0.91 0.96 0.78

Tabla 52. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (pg/ml) ,

100 10 1
JDA1 * * 0.52
JDA2 0.52 0.59 0.62
JDA4 0.66 0.72 0.75
JDAG 0.80 0.83 0.82
JDA7a 0.71 0.84 0.85,
JDA7b 0.67 0.84 0.84

Se representan los indices de infeccion respecto a los controles. Control de crecimiento sin producto = 1.

* Dosis toxicas para las células Vero.
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2.2.2.3. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE

PRODUCTOS DE LA SERIE SM.

Tabla 53. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones {pg/mi)
100 10 1

SM1 * 0.44 0.61
SM2 - 0.35 0.57
SM3 0.60 0.72 0.84
SM6 0.31 0.38 0.69
SM7 0.96 1.12 0.97
SM8 0.73 0.67 0.77
SMS - - 0.92
SM11 0.64 0.77 0.85

Tabla 54. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (ug/mi)
100 10 1

SMA1 * 0.55 0.71
SMm2 0.44 0.56 0.74
SM3 0.71 0.75 0.83
SM6 0.58 0.68 0.78
SM7 0.75 0.83 0.84
SM8 0.73 0.78 0.76
SM9 0.75 0.78 0.83
SM11 0.71 0.73 0.83

Se representan los indices de infeccién respecto a los controles. Control de crecimiento sin producto = 1.

* Dosis téxicas para las células Vero.
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2.2.2.4. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
NIFURTIMOX, BENZONIDAZOL Y VIOLETA DE GENCIANA. -

Tabla §5. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (pg/ml)

100 10 1
Nifurtimox 0.08 0.24 0.48
Benzonidazol 0.40 0.50 0.65
V. Genciana " * 0.20

Tabla 5§6. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (pg/ml)

100 10 1
Nifurtimox 0.34 0.38 0.36
Benzonidazol 0.44 0.50 0.63
V. Genciana * * 0.42

Se representan los indices de infeccion respecto a los controles. Control de crecimiento sin producto = 1.
* Dosis tdxicas para las células Vero.
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ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES.
Representacion grafica de los resultados obtenidos con el segundo
procedimiento por los productos mas interesantes de cada serie.

Gréfica 31. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA SERIE T.
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Grafica 32. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA SERIE JDA.
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Se muestra el valor de la absorbancia de cada problema con respecto a los controles
positivos (con células infectadas sin tratar) y negativos (con células sin infectar).
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Grafica 33. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA SERIE SM.
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Grafica 34. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE REFERENCIA.

12 Absorbancia a 490 nm
! - | |
1
08 . = Nifurt
//; -« Benzonidazof
] [
= Control +
04 ) """ |aContra-
4 - -1
02}
4]
100 10 1
Concentracion (ug/mi)

Se muestra el valor de la absorbancia de cada problema respecto a los controles
positivos (con células infectadas sin tratar) y negativos (con células sin infectar).
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2.2.3. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD.

Fueron aplicadas sobre las series T, JDA y SM, nifurtimox, benzonidazot
y violeta de genciana, tanto la técnica en uso (descrita en el apartado 6.1.3 de
“material y métodos”) como la técnica propuesta (descrita en el apartado 6.2.3
del mismo capitulo) obteniendose los siguientes resultados (tablas 57 a 64).

2.2.3.1 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA
SERIET.

Tabla 57. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (ug/ml}
100 10 1
T78 65 65 22
T10B - 78 40
T15B 69 9 0
T28B 67 11 0

Tabla §8. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (ug/ml)

100 10 1
T78 90.3 76.7 27.5
T10B 88.8 87.1 6.1
T158 54.4 221 16
T28B 55.1 8.9 0

Se expresan los porcentajes de toxicidad.

163



RESULTADOS

2.2.3.2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA

SERIE JDA.

Tabla 59. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (ug/ml)

100 10 1
JDA1 66 55 9
JDA2 20 13.9 6.5
JDA4 44 1.9 0
JDAS 72 58.7 37
JDAB 32 11.2 6.3
JDA7a 32 7.9 11.7
JDA7Db 10.6 14.2 11.2

Tabla 60. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (pg/ml)
100 10 1

JDA1 529 51.8 32.1
JDA2 6.4 0.6 3.0
JDA4 49 43 99
JDAS 64 51 1.3
JDAB 7.2 6.2 1.4
JDA7a 8.8 3.3 3.4
JDA7Db 219 3.0 1.6

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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b

2.2.3.3. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA

SERIE SM.

Tabla 61. MODELO EN USO.

1
i

'
I
|
+

Producto Concentraciones (ug/ml)
100 10 1

SM1 576 405 10.3
SM2 56.4 326 0
SM3 29.2 16.7 0
SM4 13.7 8.4 47
SM6 36.2 37.7 12.9
SM7 18.3 19.2 17
SM8 11.1 8.8 0|
SM9 35.7 22.1 0
SM11

38.8 12.1 0!

Tabla 62. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (ug/ml)

100 10 1
SM1 80.2 23.8 5.4
SM2 52.2 171 2.4
SM3 12.9 7.3 0
SM4 16.7 9.6 9.7
SM6 12.6 5.8 o
SM7 197 22.5 15°
SM8 7.9 7 8.3
SM9 237 7 2
SM11

24.3 19.7 17

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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2.2.3.4. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE NIFURTIMOX, BENZONIDAZOL

Y VIOLETA DE GENCIANA.

Tabla 63. MODELO EN USO.

Pfoducto Concentraciones (ug/ml}

100 10 1
Nifurtimox 14 2 0 .
Benzonidazol 13 7 0
V. Genciana - a6 22

Tabla 64. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones {pg/mil)

100 10 1
Nifurtimox 10 36 0
Benzonidazol 1.9 1.6 0
V. Genciana 90.2 715 289

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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VI. DISCUSION.

1. SOBRE LA VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA.

Como se ha venido reflejando a lo largo de todo el trabajo, es bien
conocida la heterogenicidad existente entre |as poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi, una variabilidad que se manifiesta en aspectos como su
virulencia y morbilidad en modelos animales, susceptibilidad a sueros inmunes
y a farmacos, histotropismo, capacidad de invasion celular, morfologia o
composicion antigénica.

Los resultados obtenidos en los ensayos de comportamiento bioldgico
realizados sobre las cepas sometidas a estudio, han confirmado en buena
medida los precedentes existentes en cuanto a la variabilidad de respuesta
que presentan distintos aislamientos mantenidos en unas condiciones lo mas
similares posibles. Con el fin de obviar en lo posible variaciones inherentes a
fa manipulacién, se partié siempre de muestras conservadas en nitrégeno
liquido. Tras su descongelacidon e inoculacidon en ratdn, se realizaron
hemocultivos en medio LIT, efectuandose a continuacion dos resiembras. Los
tripanosomas asi obtenidos se destinaron a las experiencias. Estos pasos, asi
como todos los ensayos, fueron realizados simuitaneamente con todas las
cepas, por lo que los medios de cultivo, medios materiales y condiciones
externas fueron idénticos para todas ellas; con la excepcion de Tulahuen, que
nos fué proporcionada cuando las experiencias estaban muy avanzadas por
lo que no se realizaron con esta cepa algunas de las pruebas ya efectuadas
con el resto. Ademas, procedia de un mantenimiento en unas condiciones muy
diferentes, circunstancia a tener en consideracion durante |a interpretacion de
los resultados.

A fin de facilitar la discusion de los datos que aporta nuestro trabajo, se

reproduce en este capitulo el cuadro resumen de resultados elaborado a partir
de los valores obtenidos en las distintas pruebas de variabiiidad (Tabla 65).
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TABLA 65. ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS SOMETIDAS A ESTUDIO.

Bolivia RAL GM ' MC } Y Tulahuen

i

PROCEDENCIA Triatoma Triatoma Felis Chrysocion HUMANA Triatoma

8IOLOGICA infastans infastans yagouaroundi brachiurus

PROCEDENCIA Vitichi Sao Paulo Matto Grosso Matto Grosso Sao Paulo Tulahuén

GEGRAFICA (BOLIVIA} {BRASIL) (BRASIL) ~(BRASIL) (BRASIL) {CHILE)

TASA MORTALIDAD

EN RATON * 83,4% | 100% ] 93,3% 100% 100%
R

PICO DE 48.000 trip/ml 39.000 trip/ml 28.000 trip/mi 10.000 /m|

PARASITEMIA * .

MOMENTO MAXIMA dla 15 p.i. dia 12 p.i. dia 10 p.i. dia 7-16 p.i. dfa 11 p.i. dia 14 p.i.

PARASITEMIA * _ [ | ] :

PICO CRECIMIENTO 27.300.000 20.850.000 22.500.000 23.900.000 26.450.000 24.375.000

EN MEDIO LIT :

MOMENTO DE

MAXIMC CREC. EN dia 11 dia 11 dia 16 dia9 dia 11 dia 11

MEDIO LIT

% MAXIMO DE

METACICLICOS EN 3% 138% 46,5% 83% 14%

GRACE .

MOMENTO DELL %

MAX, METAC EN diad dia 11 dia 11 dia 14 dia9

GRACE_

CAPACIDAD DE

INFECCION EN 29.7% 16,4% 28,6% 15% 16,7%

FIBROBLASTOS

CAPACIDAD DE

INFECCION EN 25,9% 26,2% 441% 12,5% 14,7%

MACROFAGOS

DURACION CICLD

INTRACELULAR 6d 6d. G6d. 6d 6d

FIBROBLASTOS )

DURACION CICLO

INTRACELULAR 6d. >6d. 6d. - 6d. 6d.

MACROFAGOS

SENSIBILIDAD A

NIFURTIMOX. 98,18 100 98,5 99,12 100 98,09

% REDDUCCION A 90,88 825 89,45 87,96 82,93 96,18

100, 10, 1 pg/mi 0 0 0 0 0 0

SENSIBILIDAD A

BENZONIDAZOL 84,72 100 B1,78 97,2 100 97,96

% REDUCCION 0 0 0 o 48,31 75,51

A 109, 10, 1 pgim} D 0 ¥ D 0 0

SENSIBILIDAD A

VIOL. GENCIANA 100 100 100 100 100 100

*% REDUCCION 71,79 75,4 67,22 88,21 82,42 75,51

A 100, 10, 1 ug/ml 0 0 0 _ 0 75,82 61,22

* Datos previos de caracterizacion de las cepas.
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La dinamica de crecimiento en cultivo de formas epimastigote en medio

LIT es el apartado que cuenta con unos resultados mas homogéneos. Todas
las cepas alcanzan un pico de crecimiento que supera los 20 x 108 organismos
por mifilitro, situandose este maximo entre los dias 9 y 11 de cultivo, con la
excepcién de GM, que lo alcanza de forma tardia el dia 16. A continuacion se-
sucede una fase estacionaria en torno a los 15-20 x 10° tripaﬁosomas por
mililitro (salvo RAL, que apenas alcanza los 10 millones) que se mantiene
hasta mas de tres semanas después del inicio del cultivo.
‘

La capacidad de transformacién en cultivo muestra una mayor
dispersién de resultados. En un caso (GM) se superan las 10 x 10 formas
metaciclicas por mililitro; en otro caso (Bolivia) se alcanzan los 5 millones y el
resto apenas alcanza los 3 millones, con unos porcentajes maximos de formas
metaciclicas en cultivo que varian desde el 48,25% en GM, 33% en Bolivia,
14% en Y, 13,75 % en RAL, hasta el escaso 8,25% en MC. Aunque en todos
los casos la mayor proporcidn de formas metaciclicas se produce en el mismo
periodo temporal, desde el noveno dia en adelante, coincidiendo con las
apreciaciones de autores como Osuna-Carrilio (1979).

En cuanto a la infeccion de cultivos celulares, hay que aclarar que la
capacidad de metaciclogénesis no influye en los resultados, pdesto que las
experiencias se disefaron controlando especificamente el numero de formas
metaciclicas que se anadian a los cultivos, cumpliéndose en todos los casos
la citada proporcidn 10:1 (10 formas metaciclicas por cada célula a infectar).
A este respecto, la mayoria de los autores consideran que la proporcién de
células infectadas esta en relacidon directa con el numero de células infectivas
(Schenkman y col., 1988), por io que resulta necesario mantener un estricto
control sobre esta variable si [0 que pretendemos es determlnar la posible
existencia de distintos niveles de infeccidon en las pruebas .

También esta sobradamente contrastado (Ley y col., 1988; Schenkman
y col., 1988) que la naturaleza de la célula hospedadora afecta decisivamente
al nivel de parasitacion; hay tejidos y lineas celulares especialmente
susceptibles a la infeccién por T. cruzi frente a otros que raramente la sufren.
Por ello empleamos dos lineas celulares de distinta naturaleza para realizar
esta experiencia. Ademas, esta unanimemente reconocido que no todas las
cepas del parasito se van a comportar igual frente a cada tipo celular. De
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capacidad de infeccién celular “in vitro” no sera representativa de la
patogenicidad natural de la cepa, aspecto ya observado por nosotros en
anteriores trabajos realizados con las cepas Y y Bolivia (Martinez Diaz, 1992,
Atienza, 1994). ' '

Con respecto a la duracion del ciclo intracelular “in vitro”, se vienen a
confirmar todos los datos existentes (McCabe y col., 1984, Roval y col., 1990},
que sitban en 6 dias el tiempo necesario para que ocurran las primeras lisis
celulares con liberacidn de la segunda generacién de tripomastigotes
responsables de nuevas infecciones en células sanas. Solo la cepa RAL
requiere un periodo superior en macrofagos, a pesar de la preferencia
mostrada con anterioridad hacia este tipo celular.

Uno de los aspectos mas extensamente reflejados en la bibliografia es
el de la distinta susceptibilidad de las cepas de T. cruzi al tratamiento con
farmacos de referencia o compuestos de diversa indole en ensayos de cribado.
Se ha comprobado que en funcidn de la procedencia geogréafica de los
aislamientos, se dan fluctuaciones en |a eficacia de los farmacos que oscilan
del 0 al 100% (Filardi y Brener, 1984; Brener, 1987). Incluso hay autores que
han relacionado la resistencia de la infeccidon experimental a nifurtimox o
benzonidazol, con la preferencia miotrépica de la cepa y con el predominio de
formas sanguineas anchas, mientras que las cepas sensibles serian
reticulotropas o miotropas con abundancia, en cualquier caso, de formas
esbeltas (Melo y Brener, 1978, Andrade y col., 1985; Neal y van Bueren,
1988). Otros autores atribuyen tal variabilidad a la diferente incorporacién de
los medicamentos en [os tejidos infectados, o a una distinta intervencién
sinérgica del sistema inmunitario {Muller y col., 1986; Toledo y col., 1820).
Asimismo se han citado variaciones en la susceptibilidad a nifurtimox,
benzonidazol y megazol, en funcién del tipo morfoldgico, siendo los
tripomastigotes mas sensibles que los amastigotes (de Castro y de Meirelles,
1987).

Pero la mayoria de los autores coincide en sefialar que el éxito del
tratamiento de la infeccién experimental con benzonidazol y nifurtimox, o con
otros farmacos como el alopurinol, depende de la cepa empleada mas que de
otros factores, como la fase clinica de la infeccion (Brener y Chiari, 1967,
Habekom y Gonert, 1972; Andrade y col., 1975; Brener y col., 1976; Andrade
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y Figueira, 1977; Filardi y Brener, 1990), ya sea por variaciones en la
absorcién 'y metabolismo del medicamentc por parte del parasito, en la
incorporacion en los diversos tejidos infectados o en la participacién dei-
sistema inmunitario, variable con la cepa del parasito.

Por todo esto, para evitar posibles interferencias a nivel de hospedador,
decidimos realizar nuestros ensayos de sensibilidad a farmacos directamente
sobre el pardsito, “in vitro”, empleando cultivos axénicos de epimastigotes en
medio LIT.

Los resultados de nuestras experiencias reflejan esta variabilidad en
cuanto a la susceptibilidad a compuestos de eficacia reconocida. Sobre dos
cepas {Y y RAL), nifurtimox y benzonidazol a la concentracién de 100 ug/ml,
alcanzan el 100% de actividad citocida. En otras dos (Y y Tulahuen) se detecta
algun efecto tripanocida con benzonidazol a una concentracion mas baja, 10
ug/mi. Y estas dos ultimas resultan ser también las mas sensibles al violeta de
genciana, apareciendo actividad citocida incluso a la concentracion de 1 pg/mi.

A la vista de los resultados, ia cepa mas sensible, en general, de las
seis estudiadas es Y, o que |la convierte en una buena candidata para el
cribado primario. Esto coincide con datos aportados por parte de autores como
Ribeiro (1988), que en ensayos “in vivo" con nifurtimox y benzonidazol obtiene
un 35y 57% de curaciones para la cepa Y, frente al 0 y 18% respectivamente
con Bolivia.

Por otra parte, los perfiles electroforéticos realizados con extractos de
proteinas totales de cada una de las cepas, ng han aportado diferencias
significativas entre ellas, como cabia esperar de una prueba poco especifica.
Aunque esta experiencia si ha discriminado las muestras de distintas cepas de
T. cruzi frente a la de Leishmania infantum utilizada como patron de
comparacion. Si bien es cierto que la cepa Tulahuen presentd diferencias con
respecto al resto de los aislamientos de su misma especie, es necesario tratar
con precaucion este resultado aislado, debido al distinto origen y
mantenimiento a que ha sido sometida. El resto de las muestras de las
distintas cepas daban unos patrones de bandas practicamente idénticos.

Pruebas mas especificas, como los analisis iscenzimaticos o los
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estudios que utilizan endonucleasas de restriccion, han aportado en ios Uitimos
tiempos clasificaciones de aislamientos acordes con distintos factores como
la procedencia geogréfica o la patologia (Miles y col., 1978,1980; Tibayrenc
y Desjeux, 1984); mas recientemente han sido incorporadas a los estudios de
variabilidad en T. cruzi nuevas técnicas como la hibridacion con sondas de
ADN, anticuerpos manoclonales y la reaccién en cadena de la polimerasa
(Welsh y McClelland, 1990; Williams y col., 1990, Avila y col., 1991; Macedo
y col., 1992). Steindel (1993) encuentra similitudes en patrones de
amplificacion por AP-PCR entre aislamientos de la misma procedencia
geografica y diferencias entre aislamientos de distinta localizacién.

Los patrones de ADN amplificado obtenidos en nuestras experiencias
han aportado diferencias interesantes entre las distintas muestras, pese a que
dos de ellas no pudieron ser procesadas. Las otras cuatro muestras revelan
cuatro patrones, muy parecidos dos a dos, con cada uno de los iniciadores
empleados, mostrando ademas marcadas diferencias con las dos muestras
utilizadas como patrén de comparacion: un protozoo flagelado préximo como
Leishmania infanfum y un helminto sin ninguna relacién como Trichinella
spiralis.

En general, hemos podido comprobar que la variabilidad de
comportamiento demostrada por las distintas cepas en nuestras experiencias
no se correlaciona con factores conocidos previamente como la procedencia
geografica o biolégica, o la patogenicidad (aun teniendo en cuenta que el
pequefio numero de cepas estudiado no permitiria establecer una correlacion
significativa). Pero el resultado mas llamativo aparece cuando, al realizar el
tratamiento estadistico de los datos mediante la aplicacién de un método de
agrupamiento (UPGMA) sobre cada uno de los tres tipos de pruebas
realizadas, comprobamos que los agrupamientos obtenidos tras la bateria de
pruebas biolégicas coinciden con los procedentes de los distintos patrones de
amplificacion.

El procesamiento de los datos procedentes de los patrones proteicos
da lugar a un grupo que engloba cinco cepas (Bolivia, RAL, GM, MC e Y),
separando de éstas ia sexta cepa sometida a estudio (Tulahuen). En una
segunda rama independiente se situa Leishmania.
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1

E! arbol de clasificacién resultante de las pruebas biolégicés distingue
dos ramas principales, la primera reune a Bolivia y GM, y la segunda se divide
a su vez dando otras dos parejas, RAL y MC por un lado y Tu!aﬁuen eY por
otro.

[

t

i

En el dendrograma correspondiente a los pafrones de ADN ampilificado
hay que sefalar que no aparecen las dos Ultimas cepas citadas, pero si
contamos con dos muestras comparativas de otros organismos apuntados
anteriormente. En una primera divisién se establece una rama para Trichinella
y otra para Trypanosoma y Leishmania. Esta segunda rama se divide a su vez
en una para Leishmania y otra para las cepas de Trypanosoma, que tras una
tercera divisién quedan agrupadas en dos parejas: Bolivia y GM por un lado,
y RAL y MC por otro. | '

La tendencia inmediata seria relacionar las diferencias en el
comportamiento biolédgico con variaciones a nivel gendémico expresadas a
través de la amplificacion de los fragmentos de ADN procesados en idénticas
condiciones, pero para establecer esta conclusion seria necesaria la
realizacién de nuevas pruebas con técnicas mas sensibles o bien aumentar
considerablemente el nimero de cepas comparadas en un ensayo similar.

;

2. SOBRE LOS METODOS DE CRIBADO FARMACOLOGICO. '

Trypanosoma cruzi constituye un modelo biolégico experimental muy
versatil, marcado por su complejo ciclo bioldgico y su polimorfismo
especializado. Presenta formas exclusivamente infectivas (tripomastigotes),
formas replicativas extracelulares especificas del insecto vector
(epimastigotes) y formas replicativas intracelulares presentes solo en el
hospedador vertebrado (amastigotes). j

Las formas tripomastigote infectivas nunca se replican, por lo que
resulta complicado su mantenimiento en cultivo, siendo por tanto dificil el
establecimiento de una técnica de cribado “in vitro”. Aunque es posible aplicar
un método mixto con sangre almacenada procedente de ratones previamente
infectados (Schlemper, 1978). |
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La forma que resulta mas sencillo mantener en condiciones de
laboratorio es, logicamente, la replicativa extracelular. Esto hace que el
_cribado farmacolégico sobre epimastigotes sea la modalidad mas ampliamente
extendida y la que cuenta con mayor numero de posibilidades de aplicacion,
pues va a ofrecer una gran agilidad en el desarrollo de pruebas de cribado a-
gran escala. .

Son muchas las técnicas 0 modelos basados en este tipo morfolégico
(Scott y Matthews, 1987; Avila y col., 1987; Tanowitz y col., 1987; Neal y van
Bueren, 1988; Doyle y Weinbach, 1989). La utilizada de rutina en nuestro
laboratorio, donde regularmente se evaluan extractos vegetales o productos
de sintesis como antiprotozodsicos, cumple los requisitos de fiabilidad y
rapidez exigibles a cualquier método de cribado primario. El modelo detecta
cualquier actuacién a nivel de la replicacién de los microorganismos, ademas
del efecto tripanocida, 1o que nos aporta una valiosa informacion referente a
porcentajes de crecimiento y de reduccidon en los cultivos, facilmente
extrapolables a expresiones cuantitativas tanto de actividad citostatica como
de actividad citocida de los productos ensayados.

El procedimiento, llevado a cabo en las correctas condiciones, ofrece
una fiabilidad casi absoluta y su unico inconveniente es la laboriosidad del
recuento microscopice directo de microorganismos sobre camaras de
Neubauer, que ralentiza y limita considerablemente el nimero de productos a
ensayar en cada prueba.

A la vista de estos datos, la unica actuacién razonable con objeto de
mejorar el rendimiento de esta técnica sera a nivel del método de recuento.
Basandonos en trabajos realizados con otros microorganismos: cribado contra
amebas (Wright y col., 1989) y ensayos de toxicidad en lineas celulares (Finlay
y col., 1984), decidimos tratar de acondicionar a nuestro modelo un método de
recuento colorimétrico automatizado mediante lectura espectrofotométrica de
absorbancias tras tincion de las células supervivientes con agentes colorantes.
La forma de crecimiento, en suspension, de los cultivos de epimastigotes y la
menor cantidad de citoplasma que, con respecto a otros tipos celulares,
presentan los tripanosomas, constituian “a priori” los principales
inconvenientes.
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El primero tratamos de superarlo mediante el empleo de una centrifuga
de placas adaptada a los soportes de nuestros cultivos, con el fin de
sedimentar en el fondo de los pocilios los organismos supervivientes al
tratamiento, que permanecen suspendidos en el medio. Para superar el
segundo inconveniente, se ensayaron distintas concentraciones del colorante
elegido para la tincion de las formas sedimentadas, obteniendo los mejores
resultados con eosina acuosa al 5%.

La aplicaciéon de un método colorimétrico de recuento esta condicionada
a que el rango de absorbancias, resultante de la lectura cuantitativa del
colorante incorporado por los epimastigotes, sea lo suficienternente amplio y
preciso como para poder discernir el nimero de células tefiidas. Con esta
finalidad, se comprobé la relacion entre la densidad dsl cultivo, en millones de
epimastigotes y la absorbancia a 490 nm, tras su tincidén con eosina al 5%,
construyéndose la curva recogida en el apartado 2.1.1 de “resuitados”.

Para validar el modelo propuesto, se ha determinado |la actividad de los
farmacos de referencia asi como de diversas series de productos de sintesis,
y comparado los resultados con los obtenidos en los ensayos previos mediante
recuento hemocitométrico (Martinez Diaz, 1992; Atienza, 1994).

Los resultados de estas pruebas (tablas 41 a 48) revelan dos problemas
fundamentales; uno a nivel del poder discriminante de la coloracion en los
rangos de densidades de cultivo existentes en el momento del procesamiento,
y otro a nivel de la expresion de resultados, mucho mas limitada que en el
modelo usado rutinariamente.

Ambas deficiencias quedan patentes en |as tablas antes citadas. Si bien
en algunos casos existe una cierta tendencia de aproximacion, en general los
valores de las tablas de resuitados correspondientes al modelo en prueba no
son equiparables a los resultados, perfectamente validados, del modelo en uso
de rutina. Esto se hace mas patente en el caso de los productos activos, pues
cuando la densidad del cultivo es baja aparece un “ruido de fondo” que hace
que la lectura siempre sea superior a la real.

A esto hay que anadir, como queda perfectamente reflejado en las
tablas, que la versatilidad del modelo en uso, en cuanto al tratamiento y
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expresion de resultados, en ningun caso podra alcanzarse en el segundo
modelo pues con los datos obtenidos de la lectura de absorbancias a lo mas
que podemos llegar es a realizar una estimacion de la eficacia, segun se indica
en el apartado 6.2.1 de “material y métodos”. . '

Desgraciadamente, estos aspectos hacen que este modelo no solo no
supere, sino que ni siquiera alcance la eficacia del anterior, por lo que, a pesar
de su mejor operabilidad, no constituye una alternativa adecuada al mismo.

Otro modelo que ofrece la posibilidad de detectar actividad sobre la
replicacidn del parasito es el cuitivo de amastigotes. En este caso, al ser
formas intracelulares, existe la ventaja de poder tratar al parasito en su
ambiente natural (el interior de la célula) y el inconveniente que ésto conlleva
en cuanto al aumento de la complejidad del modelo, al tener que manejar,
ademas del parasito, otro sistema biolégico como es la célula hospedadora.

A pesar de ésto, desde la implantacion extensiva de los cultivos
celulares, han sido muchos los autores (Scott y Matthews, 1987; Neal y van
Bueren, 1988; Roval y col., 1990) que han desarrollado métodos para el
ensayo farmacolégico sobre formas intracelulares de 7. cruzi, siendo la técnica
de valoracién empleada en practicamente todos los casos, la tincidén de los
cultivos y el recuento microscopico de células infectadas.

El método empleado en nuestro laboratorio de forma rutinaria desde su
puesta a punto (Martinez Diaz, 1992) utiliza la misma modalidad de recuento,
una modalidad que resta adn mas agilidad a un proceso ya de por si muy
laborioso y dificil de aplicar sobre series grandes de productos a ensayar.

El principal objetivo vuelve a ser, por tanto, la modificacién del método
de recuento con el fin de conseguir la automatizacién del mismo. Ef problema
gue encontramos en este caso, parece en principioc mas complejo que en el
apartado de epimastigotes, pues ahora buscamos un método que permita no
solo determinar la presencia o ausencia de organismos, sino discriminar la
presencia de células infectadas frente a células no infectadas, asi como
cuitivos de células con distintos grados de parasitacion.

Tomando como referencia nuevamente trabajos realizados sobre otros
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organismos ( Toxoplasma gondii, Derouin y Chastang, 1989), optamos por la
aplicacién de un método de determinacién inmunoenzimatica (ELISA),
especifico para 7. cruzi, que permita |la deteccion de este organismo en mayor-
0 menor numero en los cultivos celulares infectados y tratados.

Para desarrollar una técnica de estas caracteristicas, e$ necesario .
conocer en que momento las determinaciones inmunocenzimaticas sobre
células infectadas evidencian diferencias significativas con respecto a las no
infectadas, y ademas, comprobar si es posible discriminar entre distintos
niveles de infeccién. La bibliografia existente al respecto indica que estas
determinaciones inmunoenzimdticas diferencian células infectadas y no
infectadas a las 48 horas del contacto, aunque en nuestras experiencias
hemos podido comprobar que ya es posible detectar esta variacion a las 24
horas post-infeccion,

Para estudiar la posible adaptacién de este método de lectura a nuestra
técnica, realizamos la experiencia descrita en el apartado 2.1.2 de
“resultados”’, consistente en la determinacién inmunoenzimatica de cultivos
idénticos expuestos a distintos tiempos de infeccion. 1L.os resultados de esta
prueba (tabla 39) indican una evidente discriminacién entre los cultivos a las
24 horas post-infeccion y a los 4 dias de la misma, o lo que es lo mismo, entre
las células con escasa carga parasitaria correspondientes al primer caso, y las
que ya albergan un considerable numerc de amastigotes tras 4 dias de
infeccién (ver figuras VI a X|). Ademas, la diferencia en ambos casos con los
controles de células sin infectar resuita patente. De este modo, si la técnica
discrimina entre cultivos celulares con distinta carga parasitaria, podra
distinguir aquellos cultivos sobre los que la accidn de farmacos y productos ha
sido efectiva, frente a sus homédlogos sin tratar o con tratamientos no efectivos.

Partiendo de estas premisas, desarrollamos el modelo descrito en el
apartado 6.2.2 de “material y métodos”, que ademas del método de recuento
automatizado, aporta notables simplificaciones en su desarrollo como el hecho
de realizar la siembra de células y su infeccién directamente sobre el fonde de
la placa, sin tener que recurrir a otros artificios como la instalacién de
cubreobjetos en cada pocillo a utilizar, con su correspondiente labor de
recuperacion y mayor riesgo de contaminacién en la manipulacion. Ademas,
la propia naturaleza del material empleado hace que el ahorro, tanto en medios
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de cuitivo como en material bioldgico sea muy considerable con respecto al
modelo en uso.

Los ensayos de actividad realizados (tablas 49 a 56) aportan similares
resultados en las dos baterias de pruebas. Los valores reflejados en las tablas
del modelo en prueba muestran una gran similitud con sus homoiogos
obtenidos aplicando el modelo de rutina. Ademas, tenemos que tomar en
consideracion que los valores expresados en ambas tablas son perfectamente
equiparables; en ambos casos son denominados como indices de infeccion
con respecto a los controles y la Unica diferencia estriba en que en un caso se
obtiene a partir del recuento del niumero de células infectadas en el problema
con respecto al control, y en el otro a partir de la sefial inmunoenzimatica
(mediante lectura de absorbancias) de las células infectadas con respecto al
control.

A la vista de los resultados, en este caso si podemos considerar que el
modelo propuesto constituye una alternativa valida al establecido, pues ofrece
resultados equiparables y expresables en los mismos términos, simplifica
considerablemente el desarrollo de la prueba sin aumentar practicamente su
duracién, supone un ahorro econdmico en lo que respecta al material utilizado
y evita posibles interpretaciones subjetivas por parte del autor de los
recuentos, al automatizarse el proceso de lectura.

Los resultados de la prueba anterior han de ser debidamente
complementados con un estudio del efecto tdxico que, sobre las células
hospedadoras, presenten los productos ensayados, para descartar la
posibilidad de falsos positivos debidos al efecto de éstos sobre la célula
soporte y no directamente sobre el parasito. Esto nos aportara un dato
adicional acerca de la toxicidad inespecifica de los productos ensayados.

En nuestro caso, para determinar el posible efecto citotéxico de los
farmacos sobre las células Vero, venimos utilizando un métedo colorimétrico
(Finlay y col., 1984; Martinez Diaz, 1992) basado en el tratamiento directo de
las células en cultivo con los productos a ensayar, y la tincién de las
supervivientes para su posterior solubitizacién y determinacion
espectrofotométrica (apartado 6.1.3 de “material y métodos”). Se trata de un
procedimiento agil, répido, con recuento automatizado y de gran fiabilidad.
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La Gnica aportacion a este modelo consiste en su transformacién en un
microensayo, reduciendo el gasto de medios y reactivos; a la vez se aumenta
el rendimiento de la prueba, al utilizar placas de microtitulacién en las que, con
menos de la mitad de volumen, se multiplica por 4 el nimero de ensayos que
se pueden efectuar. Ademas, con el cambio de colorante, es posibie realizar
la lectura con el mismo espectrofotémetro para placas y el mismo filtro utilizado
en e! cribado contra amastigotes con valoracion inmunoenzimatica,

La curva de absorbancias realizada sobre cultivos con distinta densidad
celular (grafica 30) nos indica que el empleo de eosina acuosa al 5% y su
posterior solubilizacién con hidroxido sédico, sobre cuitivos con mas de 30.000
células, ofrece la suficiente sensibilidad para determinar las pérdidas
ocasionadas tras el tratamiento con los productos a ensayar. La expresion de
los resultados -porcentaje de citotoxicidad- es la misma que en el modelo
puesto a punto con anterioridad (Martinez Diaz, 1992). Comparando los
resultados de los ensayos efectuados con ambos modelos sobre las series
probadas (tablas 57 a 64), en general, los dos arrojan unos valores
equiparables, sin que se dé la circunstancia en ningun caso de que un
producto sea considerado téxico a una concentracion determinada (>DC50)
por una técnica y no por la otra.

De esta manera, al igual que en el caso anterior, podemos concluir que
el modelo propuesto constituye asimismo una alternativa valida al establecido,
pues las pequefias modificaciones realizadas no afectan la efectividad y la
fiabilidad, a la vez que se aumenta el rendimiento y se consigue un
considerable ahorro econémico.
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VI. CONCLUSIONES.

1. Se confirma {a heterogenicidad existente entre distintas poblaciones de
Trypanosoma cruzi en aspectos como comportamiento en cultivo, infeccion
celular y sensibilidad a farmacos.

2. La dinamica de crecimiento de epimastigotes en cultivo no es un buen
parametro para la diferenciacion intraespecifica, habida cuenta de la similitud
en el comportamiento de las cepas, con la Unica excepcidn de la denominada
GM, que muestra un retraso en la consecucién de su pico maximo.

3. La determinacién de la metaciclogénesis si permite detectar claras
diferencias, destacando la mayor capacidad de transformacion de GM y
Bolivia, frente al resto de las cepas analizadas.

4. La capacidad de infeccién “in vitro” en cultivo celular no esta en relacion
directa con la virulencia de la cepa.

5. El desarrollo intracelular en fibroblastos y en macréfagos se completa “in
vitro” en 6 dias, mostrando dos de las cepas (GM y RAL) preferencia por la
linea de macréfagos. ‘

6. La cepa mas sensible a los productos de referencia utilizados es |a
denominada Y, lo que junto a factores como su comportamiento en cultivo,
capacidad de transformacion e infeccion en cultivo celular, la convierten en la
mejor candidata para el cribado farmacolégico primario. Siendo, no obstante,
aconsejable la realizacion de las pruebas con otra cepa de menor sensibilidad
como pueden ser Bolivia o GM.

7. La variabilidad de comportamiento demostrada por las distintas cepas en
nuestras experiencias no se correlaciona con factores conocidos previamente,
como la procedencia geografica o bioldgica, o la patogenicidad.

8. La utilizacién de iniciadores arbitrarios para ia amplificacion de secuencias
diana del ADN (AP-PCR) permite, como ocurre en otros pardsitos, la
caracterizacion diferencial de poblaciones de Trypanosoma cruzi.
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9. El tratamiento estadistico de agrupamiento, aplicado independientemente
a los resultados de las pruebas bioldgicas y a los patrones de amplificacion de
ADN ofrece los mismos emparejamientos, lo que confirma la utilidad del
analisis conjunto de una serie’ de pruebas bioldgicas en estudios de
variabilidad intraespecifica.

10. La técnica de recuento colorimétrico para el cribado farmacolagico sobre
epimastigotes muestra deficiencias en cuanto a la fiabilidad de las lecturas y
expresion de resultados, lo que cierra la posibilidad del desarrollo de un
modelo alternativo al basado en el recuento microscépico.

11. La valoraciéon inmuncenzimatica de cultivos celulares infectados con
amastigotes detecta diferencias en los niveles de carga parasitaria
equiparables a ias determinadas mediante recuento microscépico, por lo que
el método propuesto ofrece una alternativa valida que simpilifica y agiliza el
cribado.

12. Las modificaciones a los ensayos de toxicidad inespecifica no afectan a su
fiabilidad y suponen un considerable ahorro econdmico, por lo que el
microensayo propuesto resulta mucho mas rentable que el modelo de
referencia.

13. A pesar de la limitacién en cuanto al riesgo que supone la manipulacién de
un agente patdgeno, la versatilidad que ofrece Trypanosoma cruzi para el
desarrollo de distintos modelos de cribado farmacolégico primario, asi como
las posibilidades demostradas de mejora y agilizacién de los mismos, hacen
de este protozoo una herramienta insustituible en la investigacidon de nuevos
farmacos.
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