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La tripanosomiasis americana o enfermedad de
Chagas constituye la més tipica enfermedad endémica del
continente americano, en la que las tasas de mortalidad
vy, sobre todo, de morbilidad son elevadas, contribuyen-
do de una manera notable, en cpinidén del World Bank, al
subdesarrollo econdmico vy social ds los paises afectg -

7

dos.

El agente etioldgico de dicha enfermedad es

Trypanosoma cruzi, protozoo pardsito que,de una manera
natural, se transmite a través de un insecto vector. Sin
b . 2 e ) . - 3 I
embargo, también son posibles otras vias de transmisién
como la Transplacentaria, la sexual v, mediante técnicas
médicas, la vransfusidén o la hemodidlisis. De hecho, en

Id 2 . e~

areas urbanas, los nuevos casos de transmisidn por estas
. . . ‘ . -

vias estall en progresivo aumento, al igual que la enfer-

medad en si.

En un reciente informe de unos investigadores

brasilefios (SCHLEMPER v col., 1983) se indica que el 37%



de la poblacidén rural del estado de Santa Catarina (Bra-
sil) presenta positividad seroldgica a dicha enfermedad,
mientras que tan s&lo hace 15 afios era del 39%. Este he-
cho contrasta con los datos existentes para otras enfer-
medades viricas, como la polio, o incluso parasitarias,

como las leishmaniasis o helmintiasis intestinales, en

las que las tasas de positividad se mantienen, en el pri

mer c¢aso, o disminuyen paulatinamente, en el segundo.

Esto se debe en gran parte a que no existe pa-

ra Trypanoscma cruzi una guimioterapia eficaz ni unas me

didas immunoprofilécticas,

Una serie de puntos de la biologia de este pa-
@&
rasito permanecen ain muy oscuros. Fundamentalmente, las
diferencias entre las formas infectantes, las no infec-
tantes v las intracelulares. 3Su metabolismo, los cambios
metabdlicos en las diferenciaciones de unos a otros o
las condiciones fisioldgicas necesarias para estas trans

formaciones, son aspectos muy poco conocidos de este he-

moflagelado.

En la presente memoria de Tesis Doctoral, he-
mos pretendido estudiar algunos aspectos de la fisiolo-
gia de la metaciclogénesis v del metabolismo glucidico

de las formas metatripomastigotas infectivas comparandc-



lo con el de las formas epimastigotas nc infectivas, al
objeto de buscar diferencias que pudieran utilizarse en
un futuro para el disefio de estrategias de lucha frente

a este protozoo parésito.
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2.7.- METACICLOGENESIS DE Trvpanosoma cruzi .

[}

[y

Los cultivos "in vitro" de probozoos parasita
se iniciaron en el afio 1903 por NOVY v Mac NEAL al culti-

var Trypanosoma lewisi, pardsito de rata, en el agua con-

densada sobre una base sdélida constituida por agar nutri-

tivo y sangre de conejo. Al aumentar la proporcidn de és-

ta en la base sbélida, Mac NEAL, en 1904, consiguid culti-

var Trypanosoma brucei de la misma manera. Poco después

H

NICOLLE (1908) simplificé el medio de NOV

bt
<
v
o
)
2,
=
=

cultivando Leishmania tronica en 21 mismo, el cua

dado en llamar medio NNN (NOVY, Mac NEAL vy NICOLLE).

T

Este medio

4]

s el fundamento de todos los medios

bifédsicos que s2 han desarrollado posteriormente v aln

liamente utilizados en los que se emplean como fase 17 -
q E
quida distintas soluciones: cloruro sddico al B,3%, Rin -~

ger, Locke, Hanks, MEM + 20% de SEFI, BHI, .

diéndose siempre, por una parte,

del medio para zstudiocos nutricion



~3

quimicos ¥y por otra,' al mayor rendimiento de material bio-

l6gico posible para estudios inmmunoldgicos y biogquimicos.

Los primeros medios monoféasicos fueron descritos
por WENYON (1921) y NOGUCHI y LINDENBERG (1923) =n los que

cultivaron Leishmania spp. v Trvpanosoma cruzi. Estos me-

dios contenian agar nutritivo al 2% con solucién salina v
sangre, En afios posteriores, se describieron modificacio-
nes de estos medios destinadas al cultivo exclusivo de T.
cruzi (KELSER, 1936; SILVA, 1954) comprobidndose que la

sangre total podia ser sustituida por suero, hemina v écg

do ascérbico (LWOFF, 1938),

Distintos medios liquidos se han desarrollade
desde entonces como son los de CITRI (1934) v CITRI v GRO
SSCWITZ (1953) en los gque la sangre es remplazada por he-
mina, albUmina de suero cristalizada y una serie de facto
res de crecimiento, entre los gque se encuentran diversas
vitaminas, &4cido ribonucleico v guanosina; el de BONE b2
PARENT (1963) en el que utilizan estearato sédico, tiami-
na y acido félico; el medio LIT de CAMARGO (1964); el do
WARREN (1960); el de YOSHIDA (1975); el de AZEVEDO ¥ ROIT
MAN (1977); o el medio definido de AVILA y col. (19792) el

cual contiens catals

de higads bovino, peroxidasa de ra

{L
(0



bano picante, lactoperoxidasa y hemoglobina bovina como

Gnicas macromoléculas,

Todos los medios hasta ahora comentados sdlo
pPermiten el desarrollo de las formas epimastigotas del
pardsito, aunque en algunos de ellos aparecen algunas
formas metaciclicas al finalizar la fase axponencial de

crecimiento, sobre todo en el medio LIT (CAMARGO, 1964),

PAN (1971) desar:ollé un sistema de cultivo axd
nico de formas amastigotas de T. cruzi en ausencia de cé-—
lulas del hospedador. Partia de formés epimastigotas cul-
tivadas en dos medios ligquidos (F-29 v F-32) a 35,52C, ok
teniendo un 94% de azmastigotes tras varios subcultivos.
Es interesante indicar que en el primer pase a través del
medio F-32, a 35,32C, obtuvo un 90% de tripomastigotes
sanguineos que en pases sucesivos se diferenciaron a amas
tigot%s. Estd por demostrar que tanto unos comoc otros se
identifiquen exactamente con las formas amastigotas intra

celulares v tripomastigotas sanguineas del hospedador ver

tebrado.

STOHLMAN v col. (1973) obtienen tripomastigotes

sanguineos por inoculacidén de epimastigotes de cultivo en



frascos conteniendo monccapas de células Vero =2n cultivo

e incubando a 33°2C. Esto induce la invasidbn de los teji-
dos y la formacidn de amastigotes intracelulares. Despuéds
de un periodo variable empiezan a aparecer tripomastigotes
sanguineos, que tras varios cambios del medio de cultivo
usado por medio fresco, alcanzan una proporcidn del 90-

95%.

En esta revisidn biblicgrafica nos centraremos
fundamentalmente en los medios desarrollados para la obten

cidén de formas metaciclicas de Trypanosoma cruzi, asi como

sis (transformacidén o diferenciacidén de las formas epimas-

tigotas en metaciclicas).

Hasta ahora, no se ha encontrado un medio adecua
do para obtener, de forma regular v permanente, metatripo-
mastigotes de T. cruzi. Es necesaric aln un conocimiento
mayor de los nutrientes requeridos por este pardsito v de
las condiciones fisico-quimicas y fisiolégicas relaciona=-
das "o involucradas en la transformacidn, asi como de las
contribuciones particulares del hospedador para alcaﬁzar

esta meta.



En esta linea, STEINERT (1938) did un paso im=-
portante al determinar que la urea presente en el suero
de sapo es responsable, en gran medida, de la transforma-

cidén de las formas de cultivo de Trypanosoma mega, parasi

to del sapo, en formas tripomastigotas sanguineas; aparen
temente hay factores fisico-quimicos que aumentan el efec

to de la urea en esta transformacidn.

En T. cruzi, los primeros trabajos sobre las for
mas metaciclicas que merecen mencidn son los de CAMARGO
(1964) y SILVA y CAMARGO (1964). En el primero se sugiere
que bien el agotamiento de los factores del medio o bien
el pool interno de los epimastigotes son indispensabies
para la metaciclogénesis, mientras que en el segundo, se
hace hincapié en que todas las transformaciones que Tienen
lugar a lo largo del ciclo de vida de los tripanosomas,
podrian deberse a un sistema "operdn", como el descrito
por JACOCB y MONOD para los procariotas, iniciandose cuan-

-

do hay cambios en el entorno del pardsito. Asi pues, esto

193]

autores sugieren gque la diferenciacidn de tripomastigotes
2 amastigotes se podria deber a la presencia de proteinas
intraceiulares, mientras que la transformacidn inversa,

se veria  influenciada por los cambios sufridos en el me-

n



dio intracelular de la célula hospedadora.

Ya se habia obsefvado desde hacia tiempo que la
diferenciacidn en cultivo de formas epimastigotas a meta-
tripomastigotas tenia lugar al finalizar la fase de creci
miento exponencial., Este hecho coincide con una bajada del
PH del medio que, seguidamente, comienza a subir, probable
mente debido a un actmulo de 4cidos orgénicos que poste —
riormente son metabolizados por T. cruzi. Controlandg el
PH inicial del medioc, FERNANDES v col. (1969), fueron ca-
paces de estimular o reprimir la transformacidn sin variar
sensiblemente el crecimiento. Tambidn comprueban que los
tripanosomas sujetos a la diferenciacidn presentan una cuxr
va de incorpgracién de timidina, uridina v leucina tritia-
das, paralela a la metaciclogénesis, indicandec una nueva

sintesis de proteinas, RNA v DNA. Observan gue las

9
o]
4]
W
ur

de sintesis de DNA en el nficleo v en el kinetopla

n
T
]
[0]]
O
s}

similares.

En 1966, BAKER cultiva Trvpanoscma avium en me-

dio NNN y 4N a 28°C, desarrollédndose en ambos formas meta
e I3 . L . . ’ . e
ciclicas infectivas, siendo éstas mis numerosas en el me—

dio 4N, aunque en uno y otro caso el rango de transforma-



cidén es muy variable. Estas formas no se obtenfan en cul-
tivos realizados a Lo-l41eC, por lo gque el autor sugiere
una influencia de la temperatura como uno de los factores

gque pueden estar envueltos en la metaciclogénesis.

CASTELLANI y col. (1967) al trabajar con los me
dios LIT y HIL a distintos pH, aﬁaden‘otra serie de facto
res posibles que pueden intervenir en la metaciclogénesis
como son: el pH, la preincubacidn a ciertos niveles de
temperatura durante un tiempo determinado (probablemente

debido a una sincronizacidn de los pardsitos), el tamafio

del indculo v la edad del cultivo.

Hasta ese momento, los medios utilizados no pexr
mitian, excepto ocasionalmente, obtener porcentajes supe-

riores al 60% de formas infectivas de Trvpanosoma cruzi

con relativa regularidad. Pero al dirigir las investiga-
ciones hacia medios ideados para cultivos de células de
insectos, WOOD v PIPKIN'(1969) consiguieron superar este

porcentaje.

Asi, el empleo de medio de GRACE (1962) enri-
quecido con un 10% de SBFI y adicionado con hemolinfa de

un insecto lepiddptero, Philosamia cvnthia, a distintas

concentraciones, les permitid obtener hasta un 90% de



formas metaciclicas a partir de tripomastigotes sanguineos
mantenidos a 282C en dicho medio con un 1% de hemolinfa.
WOOD v PIPKIN concluyen que en el suero o en la hemolinfa
deben existir uno o varios factores que influyen en la mul
tiplicacidén v diferenciacidn de T. cruzi, va que también
observan que ésta se hace casi inapreciable a un 20% de

SBFT.

Posteriormente, WOOD y SOUSA (1976) realizaron
experiencias similares con extractos salinos de adultos de

Rhodnius proiixus, obteniéndose un 835% de formas metacicli

cas cuando la concentracidn del extracto en 21 medio fue

de 0,23%.

Estos trabajos fueron continuados por CHIART v
CARNETIRO (1978a) en los que utilizando medio HIL sin infu-
sién de corazdén de perro, le adicionaron extractos de he-

mipteros (géneros Zelus, Panstrongvlus, Triatoma, Rhodnius

vy Dipetalogaster) observando que todos estimulaban la me-

taciclogénesis, siendo méxima en el caso de Dipetalocaster.

Sugieren que no sélo hemipteros y lepidépteros, sino otros
brdenes de insectos contendrdn un factor estimulador de

esta diferenciacidn.



CHILART (1974) demuestra que cultivos de dos ce-
pas, Y y MR, de T. cruzi, aisladas del hospedadcr vertebra
do v mantenidas en medio LIT durante diferentes periodos
de tiempo, presentan curvas de crecimiento similares. Sin
embargo, la proporcidn de metaciclogénesis fue distinta en

los cultivos de ambas cepas, siendo mavor en la cepa MR.

Este mismo autor (1976) posteriormente llega a
la conclusidén de qgue repetidos pases de T. cruzi a través
de vertebrados y hemocultivos modifican la diferenciacidn
de las formas de cultivo en medio LIT, presentando una

proporcidén de metaciclicos cinco veces mayecr gque el culti

vo original.

Considera que el crecimiento v diferenciacidn

de T. cruzi depende de una serie de variables, tales como

8%}
[#)]

temperatura, nivel de pH, factores o elementos presentes
en los componen-~tes complejos como en el caso de la trip-—

tosa, la infusidén de higado o en el suero bovino.

Ademés, piensa que el porcentaje de metaciclo-

z . - - .
genesis depende de la cepa del protozoc por lo gque opina
que dicho porcentaje podria utilizarse como método de iden
tificacidén de cepas, pero quizds seria necesario para ells

un medio quimicamente definido {CHIART, 1976).



ALVARENGA y col. (1976) observaron, tanto en el
insecto vector como "in vitro", que el méximo nlmero de
formas metaciclicas se desarrolla entre 26 y 28°C, dismi-
nuyendo grandemente el nGmero al alejarse de estos valo-

res (ensayaron temperaturas entre 20 v 3490),

Las formas de cultivo de Trypanosoma cruzi ago-

tan la glucosa;éél medio de cultivo, teniendo lugar a con
tinuacién la oxidacidén de los &cidos orgénicos que se acu
mulan en el medio como resultado de ese catabolismo. Una
disminucidén del pH del medio HIL, pH inicial 6,7, corre
paralela con la desaparicidn de la glucosa., E1 consumo de
los écidos, medido a traves de las alteraciones de pH,
guarda una estrecha relacidn con la tasa de metaciclogéne
sis. Cuando se adiciona glucosa diariamente al medio de
cultivo para mantener la concentracidn inicial, la dife-
renciacidén se inhibe, existiendo una progresiva bajada del
pH del medio hasta alcanzar un nivel tdxico disminuyendo
el nivel de crecimiento. Los &cidos que se acumulan son
succinico v mélico que son progresivamente consumidos en
la fase estacionaria de crecimiento (CACERES v FERNANDES,

1976).

La giucolisis anaerouia disminuve con-la edad



del cultivo, siendo més elevada en flagelados del medio

HIL a pH 6,7 que a pH 7,2. Tants el cr

o

cimiento como la

diferenciacidn son inhibidos por anaercbhiosis en cultivos

en medio HIL pH 6,7. La oxidacidn de la glucosa a través
de la via de las pentosas—fosfato es mucho més elevada

que la realizada por el ciclo de Xrebs, gue opera a velo-
cidad limitada. EI fluorurc estimula la oxidacidn de la
glucosa, mientras gue la azida la inhibe. E1 consumo de
oxigeno alcanza un valor mayor al final de la fase exponen

cial de crecimiento (CACERES y FERNANDES, 1976).

Se ha observado el efecto de diversas fracoio-
nes del suero bovino fetal, asi como de proteinas parcial
mente purificadas del mismo v mezclas de ambas, cbtenidas

por cromatografia en columna de intercambio idénico, en la

metaciclogénesis "in vitro" de T. cruzi en medio de culti

vo SM de O'DALY (1975) carente de SBF. Ademéas de promover
la divisidn celular, la mayoria de las fracciones estimu-
laron la incorporacidén de timidina tritiada por los paréa-
sitos. Estas fracciones son alteradas durante la Tase de

crecimiento logaritmico de los flagelados (0"DALY, 1976 ).

ALVARENGA y BRENER (1978) trabajando con las

primeras ecapas ninfales de Triatoma infestans v Dipetalc-




gaster maximus, vectores de T. cruzi, demuestran que el
desarrollo del parédsito en el hospedador invertebrado no
requiere séngre, pero si puede necesitar factores descono
cidos secretados y/o excretados en el tracto digestivo del

insecto. Obtienen metatripomastigotes infectivos para hos-

pedadores vertebrados.

ZELEDON v col. (1977) estudiaron la eliminacidn

de T. cruzi en la orina de D. maximus y T. infestans, in-

sectos vectores, observando que la méxima excrecidn de me
tatripomastigotes siempre ocurria entre la primera vy quin
ta gota de orina después de las comidas, aunque el nlmero

real variaba considerablemente de un ejemplar a otro.

Posteriormente sembraron epimastigotes obtenidos
de cultivo en distintos tubos conteniendo solucidn salina
tamponada y glucosada (como control) a la que se adiciond
orina o heces de los redividos, urato o hematina. En el
contreol, los flagelados sblo vivieron unos 5 dias mientras
que en los tubos con orina o heces vivieron 11-13 dias,
apareciendo metaciclogénesis. En los medios con urato los
metaciclicos aparecieron en proporciones inferiores y la
supervivencia fue también menor (7-9 dias). En los tubos

con hematina y con sbélo glucosa, el porcentaje de *trans-



formacidén fue muy bajo, asi como la supervivencia (3-7

dias).

Estos autores también realizaron estudios histo
légicas que mostraron a los flagelados adheridos al epite
lio de la glandula rectal y al saco rectal del intestino

de los dos vectores estudiados.

Por otra parte, CHIART v CARNﬁfﬁo'l(m?Sb) deter
minaron la aécién de diversos factores en la diferencia-—
cién de T. cruzi adicionando un 20% de infusidn de cora -
zén de perro, buey, cerdo, conejo, caballo y cabra, a los
medios LIT y HIL, pH inicial 6,7, sin infusidn de higado,
afiadiendo en el control PBS al 20%. Los resultados fueron
similares en todos los casos, pero cuando la proporcidn
de PBS era del 40%, aumentdé la transformacidn hasta un SO-
90%, indicando los autores que ésto podria deberse a la
baja proporcidén de nutrientes en el medio, quizds necesa-

ria para la metaciclogénesis.,

KIMURA y col. (1978) trabajando con formas meta
ciclicas, purificadas por la adicibén de suero fresco de
rata que lisa las formas epimastigotas pero no las meta-
tripomastigotas, siguen su evolucidn extracelular "in vi-

tro" en medio LIT a 27°C donde se transformaron en amasti



gotes que se dividieron activamente, pasando seguidamente
a epimastigotes. En ciertas cepas o bajo ciertas condicio
nes los amastigotes daban lugar a tripomastigotes "stout"
¥ "slender". Si la temperatura de incubacidén era de 372C
d . I3 - . . 7
aparecian amastigotes sin posterior evolucidn. Concluyen
que, al menos aparentemente, los metatripomastigotes no
dependen exclusivamente de las condiciones intracelulares

para su posterior desarrollo y multiplicacién.

Los resultados obtenidos por SOUZA v SOUTO-PA-

DRON (1978) al estudiar el kinetoplasto de Trypanosoma

cruzi revelan cambios profundos en éste durante el proce-
so de transformacidén de esferomastigote (amastigote)— epi
mastigote—- tripomastigote. Piensan que durante esta evolu
cibén hay formacidn de nuevas proteinas o, quizas, mayor
captacién de amino-4cidos bésicos, como consecuencia de la

modificacidén del DNA del kinetoplasto.

En este sentido, recientemente, ASTOLFI FILHO ¥y
col. (1984) encontraron que las formas metaciclicas de T.
cruzi sintetizan al menos tres proteinas diferentes a las
sintetizadas por los epimastigotes. Dichas proteinas pre-

sentan pesos moleculares de 73000, 64000 y 55000 daltons.

Por primera vez, en 1979, se estudia el compor=-



tamiento de T. cruzi cultivado en presencia de células de
su hospedador invertabrado. Asi, LANAR (1979) inoculd tri

pomastigotes sanguineos en un cultivo de células de embribdn

de Triatoma infestans (TI-32) los cuales se diferenciaron

a estafilomastigotes que posteriormente dieron lugar a me
tafripomastigotes y a algunos epimastigotes (2%). En ausen
cia de las células TI-32 se produce la primera diferencia-
cidn pero no la segunda. Ello le sugiere la presencia de
uno o varios factores lédbiles excretados por las células
que permiten la segunda diferenciacidn y el mantenimiento
de los tripomastigotes metacicligos obtenidos. No observa

influencias del piH.

En nuestro laboratorio, OSUNA y col. (1979) uti
lizaron medio Grace, éuplementado con 10% de SBFT, modifi
candolo por bajada.del pH a 1,5 v posterior ajuste a 3,8
e inoculando tripomastigotes sanguineos ds T.Vcruzi obtu-
vieron hasta un 93% de formas metaciclicas al noveno dia

de cultivo,

DUSANIC (1980) sembrd epimastigotes de T. cruzi
en medio ILMC, compuesto de una parte de medio SM, tres
partes de medio ML=15 ¥ 5% de SBF, obteniendo del 89 al

93% de formas mevaciclicas.



GARCIA y GILLIAM (1980) demostraron que el desa

rrollo de T. cruzi en el intestino de Rhodnius prolixus

es independiente de la digestidn proteica en el mismo.

BRUN y SCHUNENBERGER (1981) consiguieron estimu
lar la transformacidén de las formas sanguineas de Trypano-

soma brucei a formas prociclicas "in vitro", por adicibdn

de citrato y/o cis-aconitato al medio de cultivo, obtenien
do los mejores resultados con 3 mM del segundo durante 48
horas. Estos autores sugieren una activacidn de la isoci-
trato deshidrbgenasa y/o otros enzimas del ciclo de Xrebs

actuando como un disparador metabdlico para los cambios

morfoldégicos incluidos en la transformacidn.

Siguiendo la linea de los trabajos de WOOD, De
ISOLA vy col. (1981) probaron la influencia de los extrac-—

tos de 6rganos de Triatoma infestans en la diferenciacidn

de Trypanosoma cruzi. Cuando usaban extractos de intesti-

no o estdmago obtenidos de triatomas alimentados 24-48 ho
ras antes para suplementar medio Grace modificado, se in-
dujo el crecimiento y la diferenciacidn a formas metaci-
clicas en un alto porcentaje de la poblacidn. La fuente
de alimento de los insectos parecid ser importante para

la diferenciacidén. Estos estudios sugieren la importancia
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de factores del insecto vector en la metaciclogénesis.

Este medio Grace suplementado con homogenado de

intestino de Triatoma infestans (GMTIIH) condujo a una

transformacidén del 60-90% de las formas epimastigotas en
metaciclicas, pero no permitid mis de 3 6 4 resiembras.
Al adicionar a este medio 20 mg de hemina/l vy 50 mg de
ATP/l, la diferenciacidn fue del 60-70% v hasta el momen-
to de la publicacién de sus resultados habian conseguido

- subcultivar en 25 ocasiones (De.ISOLA y col., 1983).

La interaccidn de los epimastigotes de Trypano-

soma cruzi con el homogenado de intestino de Triatoma in-
festans durante 15 minutos, fue suficiente para provocar
cambios morfoldgicos’'a los 6-8 dias de ser trasferidos a
medio Grace sin homogenado de intestino, Si la interaccidn
se producia después de una preincubacidn de los epimasti-
gotes en PBS-1% albGmina durante 30 minutes, los cambios
morfoldgicos en el medio Grace se detectaban a los 4 dias.
El hecho de que.los epimastigotes de T. cruzi, después de
15 minutos de interaccidn con el homogenado de intestino,
no desarrollen cambios morfogenéticos al ser transferidos
a medios como el LIT, Warren, TC 199 o a medios biféasicos,

prueba que el medio Grace es esencial para asegurar la me



taciclogénesis. Los cambios morfolbdgicos no se daban si
el homogenado de intestino era Preincubado con epimasti-

gotes de T. cruzi o promastigotes de Leishmania mexicana

¥y seguidamente era adicionado al medio Grace, el cual era

inoculado con epimastigotes que no hab{ian estado en contac
to con el homogenado. Estos cambios sélo se daban parcial-
mente si la preincubacibén se hacia con eritrocitos de ove-

ja (De ISOLA y col., 1984).

LOPETEGUL y SOSA-MIATELLO (1982) estudiaron la
diferenciacidén de T. cruzi a 372C en solucidn de Hanks a
la que afiaden suero de bovino inactivado (6%) y lactoalbi
mina hidrolizada (0,25-1%), obteniendo un 40% de transfor
macidén sin crecimiento exponencial y sin descenso del pH
del medio. &1 adicionar infusidn de higado de buey (2—3g%
de tejido fresco esterilizado) se produjo un crecimiento
exponencial con una diferenciacién no superior al 5% en
la fase estacionaria y descenso del PH del medio hasta 5,5
(pH inicial 7,35). Los resultados obtenidos indican que
el égotamiento de algtn o algunos factores nutritivos del
medio influyen en la metaciclogénesis, como yva habian in-
dicado CHIART y CARNEIRO (1978b), yv que el suero ha resul
tado ser un far~tor estimulante esencial para la diferen-

ciacidén en las condiciones eXperimentales usadas.
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Recientemente, CONTRERAS vy col. (1985) obtienen
una diferenciacidn del 80—90% en una solucidn salina tam-
ponada que trata de imitar la composicidn de la orina de
triatémidos a la que adicionan un 10% de suero bovino de
recién nacido (medio TAUS). Esto parece abalar la hipdte—
sis de CHIART vy CARNEIRO (1978b) de que la baja propor -

cidén de nutrientes estimularia la diferenciacidn.

HUNTER y col. (1982) cultivaron promastigotes

de Leishmania mexicana en medio de cultivo de células de

mamiferos con 10% de suero a 269C, creciendo exponencial-
mente. Al elevar la temperatura de incubacidn a 342C se

transformaron en formas amastigotas en un 95%. Si de nue-

vo se incubaban a 262C volvian a la forma promastigota.

En un nuevo intento por conseguir porcentajes
de metaciclogénesis elevados y constantes, SULLIVAN (1982)
sembrd medio Grace suplementado con 10% de SBF (pH 6,6)
con formas epimastigotas procedentes del medio LIT de Yae
ger, obteniendoc un 90% de formas metaciclicas. La disminu
cidén o eliminacidn del porcentaje de suero afecta negati-
vamente al crecimiento pero no decrece los niveles de di-

ferenciaciébn.

CRANE y DVORAK (1982) informaron del aislamien-—



to de una variante de T. cruzi, cepa Y, que exhibia un
alto porcentaje de diferenciacidn (90%) cultivada en me—

dio LIT a 26°C.

SHER y SNARY (1982) describieron la inhibicidn
de la transformacidén de epimastigotes a tripomastigotes
"in vitro" por un anticuerpo monoclonal especifico para
glicoproteinas de superficie de T. cruzi de peso molecu-
lar 72000, proponiendo que esta molécula puéde ser un re-
ceptor que controle la diferenciacién en el vector, regu--
lando asi la multiplicacidén y acumulacidn de epimastigotes

en el intestino del redGvido. Sugieren que este receptor

) !

COX (1982) opina que esta'lectina, ademds de acu

pudiera ser una lectina. QA
e .

mular epimastigotes en el intestino medio del vector el
tiempo mnecesario para gue una gran proporcidn pueda trans
formarse a metaciclicos v asfi asegurar la infeccidén de un
nuevo hospedador, retendréd un nimero de epimastigotes no
transformados para posteriores diferenciaciones e infeccio

nes.

Posteriormente, SHER y col. (1983) implantaron
cémaras de difusidn subcutédneamente en ratones para estu-

diar la diferenciacidén. Utilizando epimastigotes de T. cru-—



zi, la transformacibén fue evidente a las 16 horas post-
implantacidén, alcanzando su méximo a las 24 horas con un
92% de tripomastigotes. Poco antes de la transformacidn
_se vid que los epimastigotes desarrollaban resistencia a
la lisis por la via alternativa al complemento. Ademés,

la implantacidén de pardsitos en fase estacionaria daba
lugar a la acumulacidbn de gran nGmero de epimastigotes,
resistentes al complemento, en las camaras. Los autores
sugieren que los epimastigotes pasan a través de una fase
de transicibén en la que son resistentes al complemento an
tes de pasar a tripomastigotes ¥y que la transformacidn
puede requerir una divisidén celular. En otros experimentos
observaron que los epimastigotes recuperados tras 7 horas
en las cémaras implantadas en los rafgnes se diferencia-
ron a tripomastigotes al ser cultivados a 372C durante 17
horas. Esto indica que el iniciador de la transformacidn
morfoldgica de epimastigotes a tripomastigotes puede estar

disociado del proceso de diferenciacidén en si mismo.

UCROS y col. (1983) estudiaron la metaciclogéne

sis de Trypanosoma cruzi en cultivos iniciados con formas

sanguineas recién aisladas de 3 cepas {Pert, CL, Y) en dos

medios distintos {Grace y L-15). Para 12 frrmacidn "in vi-
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tro" de metaciclicos fue necesario un 10% de suero bovino
de recién nacido y varios azlicares. El desarrollo fue me-
jor a pH 9,0 que a 5,5-6,0, permaneciendo &ste relativa -
mente estable durante los 15-17 dias de cultivo. Observa-
ron que el porcentaje de transformacidn variaba considera
blemente dependiendo del tubo o frasco de cultivo utiliza
do, por lo gque sugieren que la proporcidén de difusidn de
gases puede ser importante para la fofrmacidn "in vitro"

de metaciclicos.

De BOISO (1983) informdé que durante el cultivo

de Trypanosoma cruzi se acidifica continuamente el medio,
disminuyendo méas el pH cuanto méas glucdsa lleve el medio
inicialmente. Encontrd que la relacidn entre la concen -
tracidén de protones que salen de la célula y la glucosa
consumida es siempre cercana a 1. Esto se mantiene a pe-
sar de modificar el pH inicial o el pH durante la fase ex
ponencial. La acidificacién disminuye la velocidad de cre
cimiento, asi como el consumo de glucqsa,‘pero estimula-

ria la diferenciacibén a tripomastigotes finos.

KATZIN v col. (1983) obtuvieron metaciclicos con
el medio GMTIIH comparédndolos bioldgicamente con los epi-

mastigotes. La resistencia a la lisis por suero noimal de



mamifero, la capacidad de "capping", es decir, la renova-
‘cidn periddica de la cubierta glicoproteica que presentan
Gnicamente las formas tripomastigotas, vy el modelo de reac
tividad con las lectinas que ensayan, indican que los me=-
taciclicos son més parecidos a los tripomastigotes "slen-
der" que a los epimastigotes originales. La .respuesta in-
mune estimulada por metaciclicos fue més alta que la indu
cida por los epimastigotes, lo que puede estar relaciona-—
do con la capacidad de los metaciclicos para resistir la
lisis por el complemento de mamifero, originando un mayor

grado de infeccidn.

WILLIAMS (1983 y 1984) estudid la transformacién
de amastigote a epimastigote ¥y tripomastiéote de T, cruzi
extracelularmente. Al tratar con inhibidores de la enzima
ADP-ribosil-transferasa, como nicotinamida y J-amino-ben-
zamida, se bloqueaba la diferenciacidén a concentra—=ciones
que no afectaban significativamente al crecimiento. Sugie
re que esta enzima nuclear esti& incluida en la diferencia
cidén de protozoos, al igual que, como ya se ha propuesto,
interviene en la diferenciacién de células de vertebrados
(mioblastos, hepatocitos, ...) ¥ que podria ser un tema

d2 estudioc para quimiocterépiccs cecntra diversos protozoos.
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Tanto en procariotas (MALLICK y HERRLICH, 1979)
como en eucariotas (PASTAN y col., 1975; PRASAD, 1975) se
‘han detectado cambios en la concentracidm intracelular de

AMPc que modulan su metabolismo y su crecimiento.

En protozoos se han hecho también algunas obser-—

vaciones en este sentido. Asi, se ha demosrado que cerca

del 100% de las formas intraeritrociticas de Plasmodium

falciparum se diferencian a gametocitos en respuesta a con

centraciones extracelulares de AMPc de 1 mM en cultivos de
crecimiento estacionario, mientras que en cultivos de cre-
cimiento rédpido, esta transformacidn por AMPc no tiene lu-

gar (KAUSHAL y col. 1980).

Desde hace tiempo se comnoce que los productos me

tabbélicos de Trypanosoma lewisi, pardsito de las ratas, in

ducen immunizacidn en éstas frente a &1. Esto se debe a la
produccidén del anticuerpo ablastina por el hospedador. Es—
te anticuerpo induce la transformacidén de T. lewisi de la

forma reproductora/(epimastigote) a la no 1'~eproductora/>

- -

£

(tripomastigote). La medida de la concentracidén de AMPc in
tracelular en ambas formas permitidé comprobar que ésta es
el doble en las segundas, por lo que STRICKLER y PATTON

(1975) sugieren gue la ablastina es 1a causante de este au

mento de AMPc intracelular, induciendo la diferenciacidmn.
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Tgualmente, se ha. comprobado que durante la para

sitemia producida por Trypanosoma brucei brucei emn ratas,
hay cambios en el contenido de AMPc infracelular de los pa
fésitos. La concentraciénvméxima coincide con el pico de
parasitemia, donde predominan las formas ™long slender®™.
Cuando las formas intermedias aparecen en la pbblacién v
el porcentaje de formas "long slender" decrece, hay una
disminucidén del contenido medio del nucleétido ciclico por
célula. Los niveles inferiores de AMPc intracelular tienen
lugar, aproximadamente, cuando las formas "long slender"
se hallan en al mas bajo porcentaje del total de la pobla-
cidén y las formas "short stumpy" comienzan a predominar.
Se sugiere una correlacidn entre los cambios en los tipos
morfoldgicos y la concentracidn intraéelular de AMPc (MAN-

CINI y PATTON, 1981).

En Trypanosoma cruzi se han detectado los enzi-

mas adenil-ciclasa y AMPc-fosfodiesterasa, y se han medido
los niveles de AMPc intracelﬁlar, ademis de la actividad

de estosvdos enzimas, a - lo largo del desarrollo dé un cul-
tivo en medio LIT, que no llegd a la diferenciacién (FRAN-

CO Da SILVEIRA y col., 1977; GONGALVES y col., 1980).

Durante el cultivo, de 7 dias, fno se observa va



riacidén en la‘aétividad de la fosfodiesterasa, apreciando=
se, por otré parte, un descenso progresivo en los niveles
de AMPc v dos mé&ximos en la actividad adenil-ciclasa, uno
a las pocas horas de inocular el medio y el otro al tercer

dia del cultivo (GONGALVES y col., 1980).

Recientemente, OLIVEIRA v col. (1984), han estu-
diado los niveles de AMPc intracelular de las formas épimai

tigotas de Trypanosoma cruzi en crecimiento y los cambios

producidos por los inhibidores de la fosfodiesterasa y el
efecto de los ligandos adrenérgicos. En definitivé, un in-
'cremento en los niveles de AMPc intracelular conduce a una
‘inhibicién;del crecimiento y de la incorporacidn de timidi
na tritiada. Los autores proponen un mecanismo de control
del crecimiento por receptores de membrana del protozoo
similares a los beta-adrenéfgicos; los cuales altermativa-
mente activan la enzima adenil-ciclasa para incrementar
los niveles iptracelulares de AMPc. Estos causan inhibi-
cidén de la sintesis de DNA con la caonsiguiente inhibiciébn

de la divisidén celular.



Entre los puntos claves pPara desarrollar un me-

dio de cultivo para Trypanosoma cruzi, ROITMAN (1976) con

sidera que estd el hallar una osmolaridad adecuada para
el buen desarrollo del protozoo, pues otros tripanosométi

dos como T, brucei y Crithidia fasciculata, crecen me jor

en medios hipertdnicos.

Ya en 1972, ELLENBOGEN Yy col. informaron de un

requerimiento osmético para el Crecimiento del tripanoso-

matido Crithidia.fasciculata, Trabajando con medios de pre
sién osmética baja y auménténdola con diversos electroli-
tos (ClNa, élK, S0uK5, «vv.) v no electroli%os (sorbitol,
manitol, glicerol, +++) Nno observaron especificidad de
agente osmético para el requerimiento, Sin embargo, la
inactividad de otro agente osmético, pentaeritritol, in-
dicaba que la presibén osmética era una probable, aunque
insuficiente, condicién para satisfacer un crecimiento agr

mentado por la temperatura.

Al estudiar el efecto de la temperatura y de la

osmolaridad en el crecimiento de varias especies del géng

ro Crithidia v de Herpetomonas samuelpessoai, en medios
definidos, TAVARES Da SILVA v ROITMAN (1982) observaron

que, en general, a mayores temperaiuras se obtiene mejor



crecimjento a las mayores osmolaridades.

Sin embargo, CROSS v col. (1975a) cultivaron Try-

panosoma cruzi en un medio definido HX25M desarrollado pa-

ra T. brucei (CROSS'Y MANNING, 1973) v modificado por CROSS
v col. (1975b). El crecimiento que obtuvieron fue inferior
al de T. brucei ¥ lo achacaron en parte a la elevada pre-
sidén osmdética del medio que, quizis, lo hiciera inadecua-

do para el cultivo de T, cruzi.

AIMEIDA y SOUZA (1978) observaron que al incre-
mentar la osmolaridad del medio de cultive de 170 a 770
mOsmoles con ClNa, ClK o glicerol, se estimulaba la trans

formacidén de las formas de cultivo de Herpetomonas samuel-

pessoai en promastigotes.

Los requerimientos vitaminicos de las formas de

cultivo de Trypanosoma cruzi parecen variar con el tipo de

medio en el que los pariasitos son estudiados.

Estudios con medioc BONE y PARENT (1963) sugieren
gque los flagelados requieren sélo &cido félico y tiamina.
Sin embargo, cuando los parasitos son estudiados en medio
semisintético de CITRI (1954) parece que necesitan tiamina,
Acido félico, riboflavina, PABA, vitamina B,,, factor ci-

trovorum (4cido tetrahidrofdblico) y nicotinamida.
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AVILA y AVILA (1981) usando un medio de cultivo
definido afirman que 4cido félico ¥ colina son sélo nece—
sarios para un alto rendimiento de T. cruzi, sugiriendo
que los epimastigotes pueden satisfacer, al menos parcial

mente, sus requerimientos vitaminicos.

Existen factores intrinsecos del insecto vector
que podrian influir en el ciclo de vida de T. cruzi (BRE-
NER y ALVA-RENGA, 1976) como los organismos simbiontes
descritos en el intestino de las chinches triatdmidas (Cé
VANAGH y MARSDEN, 1969). MUHLPFORDT.en 1959 investigd la
influenqia de tales simbiontes en el ciclo de vida de T.
cruzi, demostrando qﬁe él pardsito, al menos aparentemen-—

te, se multiplica mAs rdpidamente en Rhodnius prolixus 1i

bre de su simbionte obligado y monoxénico, Nocardia rhod-

nii, que en vectores conteniendo este actinomiceto. Sin
embargo, la diferenciacidén fue bastante similar en insec-

tos estériles v colonizados por este microorganismo,

Nocardia y otros microorganismos han sido consi
derados como sintetizadores de vitaminas B, para cubrir
las necesidades de la chinche, ejerciendo asi, probable&eg
te, una influencia local en las condiciones del intestino,
<5 cual podria afectar la evolucibn del pardsito (BRENER v

ALVARENGA, 1976).



Un extenso estudio en este sentido fue publica-~
do por NYIRADI (1973), en el que coincide con MACARTNI v

GARCIA (1972) en que R. prolixus es, aparentemente, depen

diente de N. rhodnii para su normal desarrollo, mientras

que las especies de Triatoma son capaces de-desarrollarse

sin simbiontes.

La capacidad de N. rhodnii para excretar Y pro-

ducir algunas vitaminas del grupo B fue estudiada por MA-
CARINL y CORREIA (1978) constatando la excrecidn de Zcido
félico v piridoxina, no pudiendo detectar la excrecién de
colina, riboflavina, cianocobalamina, Acido pantoténico v
dcido micotimico. Como MACARINI y GARCIA (1972) habian de
mostrado que la ausencia de este gimbionte en Rhodnius
prolixus retarda su muda, alcanzando raramente la fase
adulta, MACARINI v CORREIA piensan gue ello se debe a la
dependencia del insecto de las vitaminas excretadas por

el actinomiceto,

MACARINI y GARCIA (1972) habian obtenido un me-—

dio complejo para el cultivo de Nocardia rhodnii que con-

tenia unas 50 sustancias organicas. Posteriormente, MACA-
RINI (1978) fue eliminando la mayoria de ellas comnsiguien

do un desarrollo adecuado del microorganismo, llegando
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asi a obtener un medio sintético simple que contenia ace-
tato, tiamina, &acidos glutdmico y aspArtico o sus amidas,
fosfato, sulfuro, magnesio, hierro, molibdeno, manganeso
Yy zinc. El acetato no podia ser sustituido por otras fuen
tes carbonadas y los simbiontes no requerian nitrbgeno
inorgénico. El crecimiento mAximo se did entre 32-3L4ecC,

a pH 7,0,

Pocos estudios se han realizado hasta el momen
to sobre la metionina en tripanosomitidos. As{i cabe desta
car los trabajos de GUITMAN en 1967 en los gue observd un
pre-requisito para la sintesis de metionina en algunos

Irypanosomatidae, entre los que se encontraban Trypanoso-

ma ranarum y T. mega, parasitos de batracios, que consis-

tia en un nivel/%nusualmente alto de &cido fbélico en el
medio de cultivo (0,1 mg/100 ml). Vid que la hidrélisis
de este Acido seguia permitiendo esta biosintesis, sin

llegar a determinar qué factor era el esencial.

Entre los protozoos pardsitos la sintesis de no

vo de esteroles se limita a Kinetoplastida., Crithidia fas-

ciculata incorpora acetato, mevalonato Yy metionina a er-

gosterol y Trypanosoma lewisi, tanto en su forma de culti

Vo como en la sanguinea, y las formas de cultivo de T.
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rhodesiense, pero no sus formas sanguineas, sintetizan es

teroles a partir de acetato y metionina. Esta ruta metabé

lica es desconocida (GUTTERIDGE y COOMBS, 1977).

Durante la respuesta quimiotictica de bacterias
Gram negativas, las sustancias que actuan como estimulo
externo interaccionan, solas o unidas a proteinas del es-
pacio periplasmdtico, con unas proteinas especificas in-
sertas en la membrana citoplasmatica, cambiando su confor
ﬁacién espacial y siendo capaces de recibir grupos meti-
io de la S-adenosil-metionina, por medio de la enzima
metiltransferasa dependiendo el grado de respuesta celu-
lar del nGmero de grupos metilo incorporados por la pro-
teina;(a mayor nGmero de metilaciones, mayor respuesta

quimiotdctica) (HERRERO y col., 1984),




2.2.- PRODUCCION DE NHL‘_+ POR Trypanosoma cruzi

Se sabe, desde hace tiempo, que Trypanosoma : -

cruzi excrta amonio. Asi, Von BRAND y col. (1949), consi
deran que tras el consumo de la glucosa del medio de cul
tivo, las formas epimastigotas pasan a tener un metabo -
lismo fundamentalmente proteico. El mero consumo de los

dcidos orginicos producidos por el metabolismo de la glu
cosa pueden elevar el pH a niveles neutros, pero el he -
cho de que un pH similar sea alcanzado por cultivos prég
ticamente sin azlcar inicial indica que se produce algu-

na’ sustancia basica y quizis sea amonio.

TOBIE y col. {1950) y RYLEY (1956), informaron
que T. cruzi en medios sin azQcares produce cantidades

importantes de amonio.

Herpetomonas spp. excrta amonio y especies que

o poseen enzimas para el metabolismo de la ornitin-arg;

. .
nina, tales como Trypanosoma spp., también excretan amo-

nio, probablemente originado en otras Areas metabdlicas.

Especies de Leptomonas, Leishmania, Crithidia vy Blastocri

thidia, que poseen arginasa, pueden excretar tanto amo-
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nio como urea. Por ello, los epimastigotes de Trypanoso-
ma cruzi son clasificados como amoniotélicos (YOSHIDA y-

CAMARGO, 1978).

De igual manera, la secrecidn activa de dife -
rentes sustancias de tipo béAsico como amonio, aminas
primarias y bases débiles en general, ha sido descrita
en kinetoplastidos por diversos autores (BROOKER y VIC =
KERMAN, 1964; DVORAK y SCHMUNIS, 1972; BACCHI v col.,

H978).

La produccidén de amonioc se debe fundamentalmen
te a los enzimas glutamato deshidrogenasa ¥ D-aminoécido
oxidasas en protozoos, segiin sugieren GUTTERIDGE v COOMBS

(1977).

Diversos autores han estudiado, en las formas
epimastigotes dé T, cruzi, la actividad glutamato deshi-
drogenasa dependiente de NAD (WALTER v EBEﬁT, 19793 CAL-~
DAS y col., 1980; CARNEIRO y col., 1983; URBINA v AZAVA-
CHE, 1984) y de NADP (WALTER v EBERT, 1979; CAZZULO vy
cbl.; 1977b3;CALDAS v col., 1980; CARNEIRO y CALDAS, 1983)
aunque no estédn de acuerdo en sus conclusiones sobre cuil

es el enzima principal respcnsable de la excrecién de

amonioc.
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También se ha detectado actividad glutamato
deshidrogenasa dependiente de NADP en las formas amasti-
gotas y tripomastigotas sanguineas de este pardsito (RO-

GERSON y GUTTERIDGE, 1980).

Por otra parte, se ha observado que trids la fa

gocitosis de algunos organismos por células, la fusidn

Rl

—

. i
lisosomal estd disminuida o ausente, como es el caso de

Mycobacterium tuberculosis (ARMSTRONG y HART, 1971) o de

Toxoplasma gondii (JONES y HIRSCH, 1972).

GORDON y col. (1980) argumentaron que la sus -
tancia responsable de 1la evasién de la fusidn lisosomal

podia ser el amonio.

La secrecidén activa de sustancias bésicas (amo
nio, aminas o poliaminas) podria ser la defensa del para
sito frente a la, de otra forma, inevitable fusidn liso—
somal. La secrecidn de algunas de estas sustancias ya ha

sido descrita en Trypanosoma cruzi (Von BRAND vy col.,

1949; BACCHI, 1981).

En nuestro laboratorio, GAMARRO CONDE (1984) ¥y
OSUNA y col. (1985a) han llegado a la conclusidn de que

los amastigotes 42 T. cruzi inhiben de alguna manera la

fusién lisosomal en la célula huésped, y que esta inhibi
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cidén no se produce por efecto de las poliaminas y si por

clorure ambnico.
R2e2+1.~ FORMACICN DE CRISTALES POR MICROORGANISMOS

La intervencidn de las bacterias en la formacibn
de cristales exocelulares es conocida desde hace tiempo.
Los primeros estudios se dirigieron hacia la formacién
de cristales de carbonato cdlcico por estos microorgamnis
mos (KELLERMAN y SMITH, 1914; BLACK, 1933; GREENFIELD,
1963) llegando a ser considerado, por algunos autores,
(BOQUET vy col., 1973), comoc un fendémeno general, siendo

funcidén del medio usado.

Ademds de calcita (CO,Ca, hexagonal), otros

3
cristales son precipitados por determinadas bacterias.
Asi, ENNEVER v col. (1971 Y 1974) vy STRECKFUSS v col.
(1974) estudian la produccidn de apatito (fosfato cllci-
co); RAMOS-CORMENZANA y col. (1975) describen la forma-
cibén de estroncianita (carbonato de estroncio); BILLY
y col. (1976) encuentran cristales de estruvita (fosfato

de amonio y magnesio hexahidratado) junto con aragonito

(COBCa, ortorrémbico) en un medio de cultivo liquido.
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Ya en 18839, ROBINSON opinaba que los microorga
nismos pueden formar esfruvita, vya que aquéllos producen
amonio de la materia orgénica en la que crecen, el cual
se combina con el fosfato magnésico presente para formar

dicho cristal.

Los primeros en hallar estruvita en colonias
de microorganismos fueron BEAVON y HEATLEY (1962) traba-

jando con Staphylococcus aureus, encontrando que otros

organismos, todos los cuales incrementan el pH del medio

durante el crecimiento, formaron cristales similares.

Mas tarde, SHINANO y SAKAT (1975), trabajando

con Pseudomonas calciprecipitans, una bacteria marina,

2+

. ¥y distintas relaciones Mg2+/Ca en su medio de cultivo,

consiguieron precipitar COBCa.HZO, calcita y estruvita.
Ellos sugieren que dicha relacidn es el més importante
de los factores’que contreclan los tipos de cristaliza -
cidén. Obtienen estruvita siempre que la relacidn Mg2+/

2+ . .
Ca es mayor de 4, aungue a una relacidon 3 encuentran

trazas de este cristal,

También en bacterias del suelo productoras de
calcita se ha investigado la capacidad de formacidn de

estruvita extracelular, encontrandose ésta en 20 cepas
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de las 96 estudiadas. El Ca2+ parecid inhibir dicha for-

macién (RIVADENEYRA y col., 1983).

Por Gltimo, FERRON-VILCHES y col. (1984) han
demostraddé la precipitacidn de calcita y estruvita por
bacterias de agua dulce. Estudiando 71 cepas demostraron

que el nuimero de ellas productoras de estruvita es maxi-

L

P

*mo (67) cuando la relacidén fosfato/magnesio en el medio
de cultivo es 1, disminuyendo dicho nimero (63) si 1la

concentracién de ién magnesio se eleva (relacién 1:2).

Hasta el momento, seglin la bibliografia consul
tada (Banco de Datos BIOS, mediante ordenador de la Red
INCA), no se habia detectado esta capacidad de formaciédn

de cristales exccelulares en células eucariotas.



2.5+ METABOLISMO GLUCIDICO DE Trypanosoma Cruzi.

Trypanosoma cruzi, tanto en su forma epimastigo

ta de cultivo, tripomastigota sanéuinea como amastigota
intracelular, es capaz de respirar y retener su motilidad
durante lafgos periodos de tiempo en ausencia de fuentes
de energia exbégena (ZELEDON, 1960b; RYLEY, 1956; ROGERSON
y GUTTERIDGE, 1978). Esta situacién contrasta marcadamen-
te coﬁ las formas;sanguiheas de los tripénosomas africa-
nos del subgrupo T. brucei, de metabolismo menos oxidati-
vo. Este compértamiento implica la existencia de importan
tes_reservasﬁéndégenas de énergia (aproximadamente 5% del
péso seco, segun GUTTERIDGE ¥y ROGERSON,»1979). Ei conﬁqu
do éﬁ carbohidratos de su organismo es demasiado bajo (pe
quéﬁas cantidades de glucosa vy trehalosa,.0,06% ¥.0,05%
delqpesoiseco, respéctivameﬁte, han sidovdefeétadas por
FAIRBAIRN} 1958) para que sea un polisacarido el sustrato
éndégeno;.hébiéndose demdstrado la ausencia de chromolé-
cuiés aei.tipowdé‘giucégeno (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1980).
En este sentido, RYLEY (1956), demostrd que T. cruzi no
almacena‘polisacéridos v que-el hetabolismo endbégeno se

debe, aparentemente, a la utilizacidén de grasas y protei-



nas. Por su parte, ROITMAN y GUTTERIDGE (1978) indican
que,él sustrato'endégéno lo constituyen, sobre;todo, tri-~

glicéridos.

Los écidoé grasos pueden constituir una fuente
de energ{a exégéna en epimastigotes (WOOD, 1975), tripomas
tigotes de cultivo (WOOD y SCHILLER, 1975) y amastigotes
intraceluléres (ROGERSON v GUTTERIDGE,-1980) de T. cruzi,
aunque detallados aﬁélisis cuantitativos demuestran que
tanto los azflcares como:los aminoacidos son utilizgdos pre
ferentementé'por las- distintas formas celulares deveste

parésito (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1980)..

Monosacaridos tales como glucosa, fructosa, ma-
nosa, galactosa y xiloéa v aminoécidOS»talés como proliné,
glutamato, aspartato, leﬁcina y treonina, pﬁeden ser con-
sumidos y/o oxidados por epiméétigotes,'aunque treonina
probablemente actua como fuente de ;nidades acetato para
la sintesis de Acidos grasos mids que como fuente de ener-—
gfa (ZELEDON, 1960c; SYLVESTER y KRASSNER, 1976; CROSS vy
col., 1975a; ROGERSON Y GUTTERIDGE,'1978 y 1986; LEHMANN,
1963). Sin embargo, estas formas no son capaces de ﬁtili;
zar ﬁaltosa, manitol, lactosa, sacarosa, trehalosa, arabi

a2y galactosé (LEHMANN, 19€3). Fl1 consumo de azficares

0

o
poRes
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soluﬁies (glucoéé)‘se fealiza por mecanismos de transpor-
té_activd a concentraciones de sustratos bajas, si &stas
son altas se realiza por difusidn facilitada (WARREN v
PATRZEK, 1963; Von BRAND y col., 1967). Similares resulta
dos en cuanfo_a consumo se obtuvieron con formas amastigo

tas y samguineas (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1978 vy 1580).

Trypanosoma cruzi es capaz de degradar la gluco
sa tanto aerdbica como anaerdbicamente. La degradacidn ae
robia no lleva exclusivamente a la formacidn de COZ,.sino

que constituye una mezcla de fermentacidn y oxidacidén ae-

o

-

robia épn liberacidén al medio de cantidades sustanciales
Ae succinéto y acetato. En epimastigotes de cultivo se ob
tiene un 31,5% de CO, 34% de succinato, 20% de acetato,
3,8% de malato v 1% de piruvato (BOWMAN y col.; 1963). En
las formas sanguineas se obtiene, ademds de un 55% de Co,,
un 12% de succinato, 17% de acetato, 6% de lactato y 1%
de piruvato (RYLEY, 1956). La oxidacibén de carbohidratos
por tcdas las formas del ciclo de vida es, probablemente,
a través de la via glucolitica y un completo ciclo de

Krebs.

| La degradacidn anaerobia (con un 5% de COZ) de

la giuccsa ccunduce a la obitencidn de un 72% de succinato,
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8,9% de acetato, 1% de citrato y 9,5% de Co, (BOWMAN y

col., 1963).

Von BRAND y col. (1949) siguiendo el consumo de
glucosa y el pH del medio de cultivo de 4 cepas de T. cru-—
zi comprobaron que el comportamiento de todas las cepas
fue similar. A concentraciones altas de glucosa (2,9 g/1
o mids), su consumo origina una acidificacién del medio que

lega a ser un factor limitante péra el crecimiento de los
pardsitos. Si la concentracidn es de 0,9 a 1,95 g/1, 1la
acidificacidn va seguida de una alcalinizacidbén, alcanzins
dose el maximo crecimiento cuando se llgga a la neutrali-
zacidén, Cuando la glucosa inicial no supera los 0,45 g/l,
ésta no es utilizable, no acidificéndose el medio pero si
alcalinizéndose, obteniéndose un crecimiento moderado del

pardasito.

Estos autores sugieren que hay un cambio del mg
tabolismb gludidico al proteico, con la consiguiente ex-
crecidn de‘sustancias bésicas, quizids amonfiaco, que eleva
rian el pH del medio. Esta produccidn de amoniaco es com=

probada por RYLEY (1956) en formas de cultivo.

Los Gnicos trabajos que hay sobre el metabolis-—

mo de las formas tripomastigotas metaciclicas de cultivo
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de Trypanosoma cruzi son los realizados por WOOD (1975)

v WOOD y SCHILLER (1975). En el primero se informa de cé-
mo las formas tripomastigotas’, obtenidas del medio Grace
modificado por WOOD y PIPKIN (1969), convierten rédpidamen
te los 4cidos palmitico, linoleico, oleico y estedrico en
002. Apreciables cantidades de carbono de estos cuatro Aaci
dos grasos son incorporadas como lipidos neutros y fosfo-
lipidos, sobre todo el &4cido palmitico, por este hemofla-

gelado.

En el segundo trabajo se hace un estudio compa-—
rativo del metabolismo de los Acidos grasos de formas epi
mastigotas y tripdmastigotas de este flagelado "in wvitroY,.
Mientras que los segundos convierten &cido palmitico en
gran proporcidn’a COZ’ los epimastigofes lo hacen én muy
baja proporcidén. Estos son capaces de incorporar este dci
do a lipidos neutros vy fosfolipidos mientras gque los tri-
pomastigotes lo incorporan en baja proporcién a lipidos
neutros, careciendo, segiin parece, de la capacidéd de in-

corporarlos a fosfolipidos.

Por Gltimo, aunque en ning@in momento se ha pues

to de relieve el posible papel de la gluconeogénesis en

Irypanosoma cruzi, si se ha sugerido la existencia de es-
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ta via metabdlica pér De BOISO yv STOPPANI (1973) al com-

probar la aparicidn de intermediarios marcados de la glu-
colisis (fosfatos de hexosas y fosfoglicerato) en epimas=-
tigotes incubados en presencia de (2-140)piruvato, (2—1hC)
acetato ¥y (1-140)acetato. Por otra parte, al menos en una
ocasidn, se ha detectado actividad glucosa-~6-fosfatasa al
utilizarla como enzima marcadora de la fraccidén microsomal
de’ un homogenado de epimastigotes de T. cruzi (ZINGALES v

col., 1978);

Glucolisis.-

La via glucolitica de Embden-Meyerhof es el prin
cipal camino degradativo de la glucosa en este kinetoplas-—
tido., No hay duda de su funcionalidad. Los intermediafios
fosforilados correspondientes a esta via han sido detecta-

dos cromatograficamente (SHAW y col., 1964),

En las formas epimastigotas de cultivo se ha de-
mostrado actividad hexokinasa, fosfoglucosa isomerasa, fos
fofructokinasa, triosa-fosfato isomerasa y gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa por BAERNSTEIN (1953b), aldolasa
Por BAERNSTEIN y REES (1952) vy piruvato kinasa por JUAN ¥y

col. (1976a). raw (1959) v DOCAMPO y coi. (1976) confirman



la actividad gliceraldehido=3-fosfato deshidrogenasa.

"En ﬁn estudio comparativo realizado por STOHL-
MAN v col. (1973), la actividad aldolasa es determinada
eh epimastigotes y tripomastigotes de cultive de células
Vero, observandose que en los primeros la actividad fue

mas del doble de la de tripomastigotes.

En las formas amastigotas intracelulares y tri-
pomastigotas sanguineas se ha detectado actividad de los
tres enzimas clave de la glucolisis: hexokinasa, fosfofruc
tokinasa y piruvato kinasa (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1980),
as{ como actividad enolasa (TAYLOR y col., 1980). Sélo la
prime?a fue significativamente inferior en amastigotes que
en tripomastigotes y epimastigotes, aunque es improbable
que esto tenga una significacidén bioldgica ya que puede
deberse a un artefacto que se introduce durante el proce—-

so de aislamiento de estas formas.

Segtin RYLEY (1956), la degradacidn aerobia de
la glucosa lleva.a la produccidén de pequefias cantidades
de lactato por los tripomastigotes, pero en epimastigotes,
seglin BOWMAN vy col. (1963) no se detecta. A pesar de ello,
GEREZ De BURGOS vy col. (1976) demuestran, en estas UGltimas

formas, actividad alfa-hidroxidcido deshidrogenasa utili-



zando como sustrato, entre otros ensayados, lactato. En
1978 y 1980, GEREZ De BURGOS y col. y CORONEL y col.,

respectivamente, prosiguen estos estudios.

ROGERSON y GUTTERIDGE (1980) detectan actividad
lactico deshidrogenasa en las tres formas estudiadas de T.

cruzi sin variacidn significativa entre ellas.

Aunque la actividad fosfoglicerato kinasa y fos
foglicero-mutasa ain no han sido detectadas, no se duda

de su existencia en estos protozoos.

En 1977 se localiza en Trypanosoma brucei un oxr

ganulo similar a los microsomas en el que se encuentran
los enzimas glucoliticos implicados en la conversidn de
glucosa a‘3—fosfoglicerato. A este orgéinulo se le denomind
glicosoma (OPPERDOES y BORST, 1977). En 1980, TAYLOR ¥y
col. consiguen localizar varios enzimas glucoliticoﬁ.en el
glicosoma de T. cruzi en epi—; tripo- y amastigotes. RA-
CAGNI y MACHADO De DOMENECH (1983) y URBINA y CRESPC (1984)
purifican parcialmente hexokinasa y estudian sus propieda-
des cinéticas. Estos Gltimos autores también estudian la
foéfofructokinasa. De todos estos estudios concluyen que
estos enzimas se encuentran poco regulados y que la locali
iacién glicésomal de ios mismos puede constituir su mas

efectiva regulaciédn.
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Ciclo de las Pentosas.-

El ciclo de las pentosas actua en Trypanosoma

cruzi, segln se desprende de los estudios realizados en
céiulas enteras de este protozoo sobre consumo de gluco-
sa marcadaf

BOWMAN y col. (1963) observaron que la produc-
ciénﬁgg'éhcoz a partir de glucosa radioactiva, fue mucho
mayor en aerobiosis que en anaerobiosis, siendo aprecia-
blemente mayor cuando se utilizd glucosa marcada en C-1
que cuando se empled en (6-140)g1ucosa (28% v 5,2%, res~-
pectivamente). En- 1964, MANCILLA y NAGQUIRA completaron
este trabajo demostrando,por medio de la‘formacién de gli
cerol a partir de glucosa uni formemente marcada con 14C
o sb6lo en el C-6, que un 41,4% de la glucosa consumida
por la cepa Tulahuén y un 27,9% de la utilizada por la
cepa Perli, lo son a través del ciclo de las pentosas, al
menos, en sus céndiciones experimentales. Como esta cepa
es menos patdgena que la‘primera, se sugiere que la parti
cipacidén de esta via alternativa del metabolismo de carbo

hidratos esta relacionada con la patogenicidad.

La presencia de actividad glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa vy 6-fosfogluconato deshidrogenasa en extrac
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tos crudos de este paradsito fue detectada por RAW en 1959
en epimasfigotes y confirmada por STOHLMAN ¥y col. en 1973,
en epi- y tripomastigotes obtenidos en cultivo de tejidos,
pero estos Gltimos autores no consiguieron demostrar acti
vidad transcetélasa en ninguna de las formas estudiadas
pertenecientes a la cepa Corpus Christi. ROGERSON v GUTTE
RIDGE en 1980 confirman la presencia de actividad de es-
tos doé enzimas de esta via en formas epimastigotas, amas
tigotas intraceluiares y tdpomastigotas sanguineas de la
cepa Sonya; ambos enzimas tienen una actividad similar en
las tres formas estudiadas. FUNAMAYA y col. (1977) estu-
dian las propiedades cinéticas de la glucosa-b6-fosfato
deshidrogenasa ‘de este pardsito demostrando su inhibiciébn

no competitiva por NADH.

Ciclo de Krebs.-—

Fl ciclo de los Acidos tricarboxilicos funciona

probablemente, tanto en las formas epimastigotas como

amastigotas y tripomastigotas sanguineas de Trvpanosoma
cruzi, habiéndose demostrado la mayoria de los enzimas
SN

que en &1 intervienen excepto alfa-cetoglutarato deshidro

genasa y succinato tiskinasa.
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Diversos estudios con sustratos marcados su—
girieron el funcionamiento operativo de este ciclo, como

.

el realizado por BOWMAN y col. en 1963. BOISO v STOPPANI

(1973) estudiaron la oxidacién de piruvato y acetato mar-—

14C. La oxidacidn del acetato marcado en los

cados con
carbonos 1 6 2, llevd a que compuestos intermediarios del
ciclo de Krebs, tales como los Acidos tricarboxilicos v
los Acidos succimico, fumdrico v mélico, apareciésen mar-—
cados. Si bien no se detectaron los &cidos oxalacético ¥y
alfa-cetoglutérico, si aparecieron marcados los correspon
dientes éminoééidos,_L—aspértico v L—glu?émico. La eleva-
da radioactividad de este Gltimo refleja, probablémente,
la‘alta'actividad de los enzimas implicados en la intercon
versidén de alfa-cetoglutarato y-L-glutamato, como scn as-
partato aminotransferasa ¥y L-glutamato deshidrogenasa, en
zimas caracterizadas por CAZZULO y col. en 1977 b.De BOISO
Y STOPPANI consideran que el papel oxidativo del ciclo de
Krebs estad, aparentemente, limitado por la ausencia de un
aparato oxidativo eficiente; sin embargo, constituye una
impértante fuente de carbono para la biosintesis de amino

dcidos y puede contribuir al proceso gluconeogénico.

DOCAMPC y col., en 1979, investigan la oxidacidn
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de acetéto por las fofmas sanguineas de T. cruzi, obser-
vando uﬁ sustancial incremento de la respiraciéh en su
presencia. Estaioxidacién se realiza a través del ciclo 3
de los écidds tricarboxilicos e incluye una via respirato
ria sensible a la antimicina A, en cuya presencia, el con
sumo de oxigeno y la produccidbn de 002 se vieron inhibidqs,
aunque hubo un 6-7% de consumo ,d€® dxigeno residual que no
fué inhibido ni tan siquiera por altas Qonéenﬁraciones.de

antimicina A.

JUAN v col. (1977) caracterizaron parcialmente
el enzima citrato sintasa de epimastigotes,. encomtrando
que sus propiedades cinéticas y reguladoras v su peso mo-=

lecular, eran similares a los de eucariotas.

Actividad aconitasa fue descrita en extractos
crudos de epimastigotes (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1976),
asi como malato deshidrogenasa, fumarasa y fumarato hidro

genasa (BAERNSTEIN, 1953 a v b).

Isocitrato deshidrogenasa fue parcialmente puri
ficada y caracterizada en 1956 por AGOSIN y WEINBACH, ob-
servando que es dependiente de NADP, nobencdntrando acti-

vidad NAD-dependiente, aGn no demostrada hasta el momento

presente.
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AGOSIN y Von BRAND (1955) estudian la localiza-
cibén intracelular y caracterizan el enzima succinato des-
hidrogenasa, detectado en 1953apor SEAMAN. Posteriormente,
RAW (1959) confirma la actividad isocitrato deshidrogena-

sa y succinato deshidrogenasa en epimastigotes de T. cruzi.

Todos estos enzimas, excepto isocitrato deshidro
genasa depéndiehte de NAD y aspartato aminotransférasa,
han sido igualmente detectados en amastigotés intracelula-
res y tripomastigétes sanguineos’(ROGERSON'y GUTTERIDGE,
1976vy 1980), siendo la actividad de la aconitasa signifi
cativamente més baja en los primeros, aunque es improba-

ble que esto tenga significacidén bioldgica.

STOHLMAN y col. (1973) determinan la actividad
aldolasa, isocitrato deshidrogenasa NADP-dependiente, ma-—
lico deshidrogenasa, alanin-aminotransferasa y aspartato
amino-transferasa en epimastigotes y tripomastigotes de
cultivo de células, observando siempre mis del doble de
_actividad en las primeras formas, por lo que sugieren que
la transformacidén de epimastigotes a tripomastigotes vie-—
ne acompafiada por un ajuste en las concentraciones de en-

zimas, lo que conlleva una reduccidén de actividad metabd-

lica.
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La mayoria de loé &dcidos del ciclo de Krebs pue
den ser utilizados, al meno§ a pH 5, cuando aquéllos lle-—
gan a ser permeables al organismo. Estos datos sugieren
la presencia de un ciclo de los &Acidos tricarboxilicos
funcional en este protozoo. Cuatro enzimas de este ciclo
han sido estudiadas con detalle: citrato sintasa, isoci-
trato deshidrogenasa NADP-dependiente, médlico deshidroge-
nasa y succinato deshidrogenasa. Este Gltimo esti unido a
particulas mitocondriales v es estimulado por Ca2+ y fa -

cilmente inhibido por malonato (GUITERIDGE, 1976: ).

Al estudiar los efectos de los intermediarios’
del ciclo de Krebs en la respiracidn de las formas de cul

tivo de Trypanosoma cruzi, Von BRAND y AGOSIN (1955) su -

gieren que debe existir una secuencia parecida al ciclo

de los é&cidos tricarboxilicos en estos pardsitos, mientras
que los resultados obtenidos por ZELEDON (1960a) le permi-
ten concluir que este ciclo existe en este protozoo y dis-
cute la posibilidad de que éste juegue un papel minorita-
rio en la producciédn de énergia, préveyendo de precursores

de una serie de aminodcidos.

MILLER y col. (1976) detectan actividad piruva-
to deshidrogenasa y citrato sintasa en epimastigotes -de

cultivo de T. cruzi.
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Recientemente, CANNATA y CAZZULO (1984a)han in-
formado acerca de la existencia de dos formas de mélico
deshidrogenasa localizadas en compartimentaciones diferen-
tes dentro del trirpanosoma: una glicosomal y otra mitocon-
drial. Sugieren que como la formacidén de succinato en el

catabolismo de la glucosa requiere la fijacidn de CO, a

2
acidos C3’ elyenzima responsable de esta fijacién seria la~m
fosfoenolpiruvato-carboxikinasa ligada a ADP, que se encuen
tra en el glicosoma (CANNATA y col., 1982) que convertiria
fosfoenolpiruvato en oxalacetato.y éste, por accibn de 1la
mélico deshidrogenasa glicosomal se reducirfa a L-malato

para convertirse posteriormente en succinato por accidn de

una fumarasa y una fumarato reductasa en la mitocondria.

CAZZULO y col. (1977b) estudian la actividad glu
tamato deéhidrogenasa ligada a NADP y aspartato aminotrans
ferasa, posiblemente responsables de la formacidn de NH3
caracteristica del catabolismo de las formas de cultivo de
este hemoflagelado. El1 primero es similar al de otros para

sitos, pero distinto al de mamiferos. El segundo es simi-

lar al enzima de mamiferos.

Posteriormente, se ha detectado actividad gluta-
mato deshidrogenasa NADP-dependiente en las formas amasti-

gotas y tripomastigotas (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1980).,
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Se han purificado parcialmente y estudiado las
propiedades de las glutamato deshidrogenasas ligadas a
NADP y a NAD de las formas epimastigotas de T. cruzi (WAL—
TER y EBERT, 1979; CAZZULO y col., 1979 yv 1980a; CALDAS vy
col., 1980; CARNEIRO y CALDAS, 1983; URBINA vy AZABACHE,
1984). Aparentemente, la glutamato deshidrogenasa ligada a
NADP tiene un papel biosintético y su actividad especifica
varia coh‘la composicidén del medio, sin que dependa de la
sintesis de novo de proteinas. Uno de sus fines podria ser

biosintetizar glutamato (usando el NH, producido por la de

3
saminacién de aminoédcidos) el cual es convertido en L-ala-
nina a través de la reaccidén catalizada por glutamato-piru
vato transaminasa (BARROS y CALDAS, 1983). Los resultados

de los trabajos con glutamato deshidrogenasa NAD-dependien
te demuestran la presencia'de un camino especifico para la
oxidacidén de aminodcidos, el cual se encuentra fuertemente

regulado por la carga energética y la actividad del ciclo

de Krebs (URBINA y AZABACHE, 198L4).

Fijacidn de Co, .-

El primer enzima con capacidad carboxilante cuva

actividad se detecta en extractos de Trypanosoma cruzi es

la enzima malica (RAW, 1939), sugiriéndose que podria ser
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la responsable de la fijacidn de CO2 que tiene lugar duran
te la oxidacidén de la glucosa por epimastigotes intactos,
rindiendo succinato como producto final, tanto aerobia co-
mo anaerdébicamente, sobre todo en ambientes con un 5% de
CO‘, pero no forméndose en ausencia de glucosa (BOWMAN'y
Col., 1963). Estos autores demuestran que la existencia de
una via glucolitica y de un ciclo de Krébs funcional es
esencial para la formacidn de succinato directamente o por
fijacién de 002, aunque 1no descartan la posibilidad de que
ef actmulo de succinato se debiera a una baja actividad

succinato deshidrogenasa.

Posteriormente se estudian los posibles enzimas

fi jadores de 002 en T. cruzi, investigéndose su actividad
@

carboxilante. No se detectd actividad piruvato carboxilasa,
fosfoenolpiruvato-carboxilasa vy fosfoenolpiruvatc=-carboxi-
transferasa. S6lo se observé actividad fosfoenolpiruvato-
carboxikinasa ligada a ADP y enzima méalica NADP-dependien-
te, siendo seis veces mayor en el primer caso que en el se

gundo, a pH 6,2 (CATALDI De FLOMBAUM y col., 1977).

Al mismo tiempo, CAZZULO y col. (1977a) estudian
las propiedades de la enzima méalica, parcialmente purifica

da, catalizando la descarboxilacidén de L-malato a piruvato
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y COZ’ con la reduécién.concomitante de NADP a NADPH. La
inhibicién de la enzima mAlica por oxalacetato, probable=-
mente por fijacidn de co, via fosfoenolpiruvato carboxiki-.
nasa, podia ser incluida en la regulacién de este, proceso
fermentativo, para de esta forma evitar un reciclaje de los
Acidos dicarboxilicos CM a piruvato. Si esto es asi, la
produccidén de NADPH para los procesos de biosintesis podria
noe;er seriamente perjudicada por la inhibicidn de la enzi-
ma méalica, ya que los epimastigotes de este protozoo contie
nen altas actividades de isocitrato deshidrogenasa (AGOSIN
v WEINBACH, 1956) y glutamato deshidrogenasa (CAZZULO v col.

1977b), ambas NADP-dependientes.

Esta actividad de la enzima malica es también de-
mostrada en formas amastigotas y tripomastigotas sanguineas
de T. cruzi por ROGERSON vy GUTTERIDGE (1980), observando
que en las formas intracelulares esta actividad es signifi-~
pativamente inferior a la de las formas epimastigotas y san
guineas, aunque los autores consideran improbable una signi
ficacidén bioldgica de este hecho, achacindolo a un artefac-—

to del proceso de aislamiento.

Poco después, CANNATA y col. (1979) describen la

existencia de dos formas de la enzima malica con diferentes
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propiedades reguladoras, estudiandose méis tarde su distri-
bucidén intracelular asi como la de la fosfoenolpiruvato

carboxikinasa (CANNATA y col, 1980; CAZZULO y col., 1980b)
para seguir con un intento de localizacidn subcelular (CAE
NATA y col., 1982), encontrando que esta Gltima es particu
lada, localizéndose en la fraccidn enriquecida de glicoso-

mas, como en Crithidia fasciculata, mientras que la enzima

midlica I, también particulada, se encuentra en la misma

. . . . 2 + . .
fraccidn que citrato sintasa y ATPasa-Mg sensible a oli-
gomicina, sugiriendo su localizacibén mitocondrial. La enzi

ma mélica II se encuentra en el citosol, como la finica en-—

zima malica de C. fasciculata. EL1 hecho de que estas enzi-

mas se .encuentren en compartimentos celulares distintos es
significativo para la prevencidén de un ciclo fitil entre

dcidos dicarboxilicos 04 y Acidos monocarboxilicos C el

37

cual podria tener lugar si ambos enzimas funcionaran en el

mismo compartimento celular.

Citocromos., -

Ya en 1956, RYLEY detectd pigmentos citocrdémicos

en formas de cultivo de Trypanosoma cruzi, encontrando ac-

tividad citocromo-oxidasa y succinico-oxidasa. Posterior-

mente, estudios citoquimicos al microscopio &ptico han con
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firmado la existencia de actividad citocromo-oxidasa, NADH-
vy NADPH-diaforasa (KALLINIEOVA, 1968), mientras gque al mi-
croscopio electrdnico se han localizado en la membrana in-

terna de las crestas mitocondriales en las formas epimast

i

gotas, amastigotas ¥ tripomastigotas sanguineas de este pa

résito {WARTON, 1977; De MEIRELLES y De 30TUZa, 1932).

Los citocromos "b", "o__g",
229

po"o", han sidc detectados espectrocfotométricamente en epi

mastigotes (ROGERSON y GUTTERIDGE, 1979; De BOISO ¥ col.,

-

1979a)}, amastigotes ¥ trlpomagtigotes (ROGERSON v GUTTERID-
GE, T9T9} de T. cruzi, aunque en cantidades menores gue en

la mayoria de las ctras células eucariotas.

El consumo de oxigeno es parcialmente inhibido
&

or cianuro ¥ antimicina A, en presencias de slucosa, en cbd
b 1 k = 5 =

lulas completas {ROGERSON v GUTTERIDGE, 197%; De BOISO v
col., 1979b; STOPPANT v col., 1980) ¥ en extractos mitocon

driales crudos.en presencia de succinato o alfa-glicerocfos
fato (ROGERSON v GUTTERIDGE, 1979}, indicando que en las

tres formas del hemoflagelado, los citocromos forman parte
de una cadena respiratoria gque funciona manteniendc =1 ba-

lance redox de la cdlula.

La fraccidén de la utilizacidn de oxigenc no
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sensible al cianuro ni a la antimiéina.A, es también insen
sible al Acido salicilhidroxémico, lo que puede explicarse
con la existencia de un citocromo del tipa "o" que funcio-
na como una éxidasa alternativa (ROGERSON y. GUTTERIDGE,
1979). Sin embargo, FELIX y col. (1978) observaron, en es-—
tudios realizados con epimastigotes, que durante la fase
estacionaria del cultivo, T. cruzi tiene una respiracién

sensible al Acido salicilhidroxémico.

Los datos obtenidos sobre los lugares de fosfori
lacidbén de la cadené de transporte electrdénico de Trypanoso-
ma cfuzi son atn escasos. Esﬁudios bioquimicos, realizados
en -homogenados totales y en fracciones de‘membraha plasma—
tica, han demostrado la existenéia de ATPasa activada por
Mg2+ (PEREiRA v cole., 1978; ZINGALES y col., 1979). Otra
ATPasa activada por Mg2+ v sensible a la oligbmicina ha si
do detectada en la mitocondria de este flagelado (De SASTRE

v STOPPANL, 1973; FRASCH y col., 1978b).

De MEIRELLES vy De SOUZA (1984) y FRASCH y col.,
{1978b) detectdron actividad ATPasa—Mg2+ insensible a la.
oligomicina localizada en la membrana plasmitica, probable

mente la misma que la descrita por PEREIRA y col. (1978) v

1

ZINGALES y col. (1979). FRASCE 7 ccl. (1278a) han consegui
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do solubilizar una ATPa.sa-Mg2+ v CATALDI De FLOMBAUM y

col. (1980) la han purificado y estudiado.

A pesar devlos mGltiples intentos realizados por
varios autores, aGn no se ha conseguido detectar actividad
ATPasa-Na¥t-K¥. FRASCH y col. (1978b) sugieren que Trypano-

soma cruzi podria mentener una alta proporcidén intracelu-

lar de K+/Na+ a través de la propia accidén de la ATPasa-
Mg’z+ localizada en la membrana plasmatica. Mientras De MEL
RELLES y De SOUZA (1984) sugieren que, ademés, podria in-
tervenir en el contrél intrggelular de iomnes una vacuola
.contféctil, similar a la descrita en otros organismos tri-

panosomatidos como’ Leptomonas collosoma (LINDER v STAEHELIN

&

1979).

AGOSIN v col. (1976a y b) tras realizar un exa-
men espectrofotométrico de fracciones microsomales de epi=~-
mastigotes ae T. cruzi identifican el citocromo "Ph50"' Se
gn estaos autores, éste parece ser una oxidasa terminal de
Uﬁ sigféma mono-oxigenasa ligado a NAD(P)H, el cual pedria

estar relacionado con los procesos de destoxicacidn de dro

gas semejante'al que tiene lugar en otros tipos de células.
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3.1.- MATERTAL BIOLOGICO UTILIZADO

3elele— EL PARASITO: Trypanosoma cruzi.

La infeccién por Trypanosoma cruzi estd limitada

a Centro vy Sudamérica. La enfermedad causada por este orga
nismo, enfermedad de Chagas, tiene una mortalidad dei 5%

en la fase aguda (KOBERLE, 1968); en la fase crénica es di
ficil -evaluar dicha mortalidad. Se estima que entre diez y
doce millones de pefsonas‘estén actualmente infectadaé-por

este parédsito.(BRENER, 1979).

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi es un proto—

zoo flagelado del orden Kinetoplastida y de la familia Trvy-

panosomatidae, transmitido por insectos vectores del orden

Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, la

cual agrupa nueve géneros, siendo los mAs comunes e impor-

tantes Panstrongylus, Rhodnius y Triatoma. La infeccidn.

también puede ser transmitida por transfusiones sanguineas.
En México, el 4,4% de los donantes de sangre fueron serold
gicamente positivos frente a T, cruzi (GOLDSMITH ¥ col.,

1978). Estos se comportan como importantes reservorios del



pardsito, junto a otros hospedadores como ratas, perros,
murciélagos, perezosos y diversos primates no humanos. La
transmisién tiene lugar tanto en ambientes rurales como ur
banos. La incidencia de esta parasitosis es mayor en los
nifios.

CARLOS CHAGAS descubrid en 1909 la forma infecti
va de T. cruzi por éasualidad, cuando realizaba estudios -
sobre los vectores de la malaria (CHAGAS, 1909) en Lassan—
ce, poblacidén de Brasil en el estado de Minas Gerais. Iden
tificd el vector y el agente de una enfermedad que ain te-
nia que ser descrita en el hombre. Tnoculd diferentes espe
cies de mamiferos y dedujo que todos ellos podian ser in-
fectados e, incluso, algunos morian. Supuso que la infec- ’
cidén también afectaba al hombre y asi emprendid unm estudio
en el Brasil rural, donde encontrd vectores y personas in-
fectados. Durante los afios siguienteé, CHAGAS (1911) des-
.cribié los principales rasgos clinicos de la enfermedad a
la que did nombre, asi como la morfologia de la fase tripo
mastigota de su agente causante. El denomind a este parasi

to como Trypanosoma cruzi en honor de su profesor Oswaldo

Cruz.

El ciclo de vida completo de este parasito fue
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descrito por BRUMPT en 1912 y la patologia causada por el

flagelado por VIANNA en 191d.

Morfologia.—-

Trypanosoma cruzi es un flagelado polimérfico

que, segin se encuentre en su hospedador vertebrado o inver
tebrado y segliin sea su localizacidn el mismo, presenta dis

tinta morfologia.

las formas que puede adoptar el parasito, funda-

mental y caracteristicamente, son:
- Formas tripomastigotas sanguineas:

Se encuentra en la sangre de los mamiferos para=
' sitados, sobre todo en la fase aguda de la enfermedad. Son
pequefias y alargadas, de 10 a 30 micras de largo y de 1 a

6 micras de ancho, e incapaces de dividirse.

El cuerpo adopta, generalmente, la forma de "S*"
o de "C", Presentan un kinetoplasto grande, redondo o pun-

tiagudo, situado a poca distancia del extremo posterior,

Desde el kinetoplasto parte un flagelo que forma
una membrana ondulante poco plegada, quedando libre un ter
cio de su longitud total. El nficleo ocupa aproximadamente

un tercio del cuerpo.
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Hay dos tipos de tripomastigotes sanguineos:

Unos son delgados y de gran movilidad, con ntG-
cleo alargado, kinetoplasto subterminal y un corto flagelo

libre. Estas formas se denominan “"slender%.

Otros son méas gruesos, con movimientos mAs len-—
tos, nGcleo oval y kinetoplasto terminal y un largo flage=-

lo libre. Se denominan "broad o stout?.

BRENER (1969) sugiribd que las formas "slender"
son las que invaden los tejidos, mientras que las “broad"

permanecen en la sangre.
- Forma amastigota:

Al penetrar las formas tripomastigotas en el in-
terior de las células del hospedador vertebrado, su cuerpo
se acorta gradualmente,,él flagelo se:retrae y toman la
forma redondeada tipica de los amastigotes. Son formas ovoi
des que miden aproximadamente entre 2,4 v 6,5 micras de dia
metro. El kinetoplasto es grande y muy compacto, de forma
bacilar y situado excéntricamente en el citoplasma. Tras
" un periodo de reposo de 36 horas, desﬁués de penetrar en la

célula hospedadora, se dividen por fisidn binaria.

~ Formas epimastigotas:

Estan localizadas en el intestino del hospedador
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invertebrado. Estas formés presentan un flagelo libre bas
tante largo, un cuerpo mas grande que el de las formas .
tripomastigotas (de 10 a 40 micras de largo), kinetoplas-
to bacilar situado cerca del nGcleo ¥ anterior al mismo

Yy una membrana ondulante corta. Son formas gque se reprodu-

cen de manera muy activa, por biparticidn longitudinal,

en el intestino del hospedador invertebrado.

- Formas tripomastigotas metaciclicas o metatri-

pomastigotas:

Se localizan en el extremo posterior del ihtesti
no del insecto vector, por transformacidén de las formas
epimastigotas. Son formas mas finas que las tripomastigo~
tas sanguineas, midiendo aproximadamente 17-22 micras de
largo. El1 kinetoplasto es grande, puntiforme y se encuentra

préximo al extremo posterior, en posicidén subterminal.

El nfGcleo es alargado y no muy bien definido. La
membrana ondulante es estrecha y posee un corto flagelo 1i

bre.

Son formas muy méviles que se liberan por las ex
cretas del vector invertebrado tras 6-15 dias (en el caso
de las larvas) & 10-15 dias (en el caso de ninfas y adultos)

de haberse infectado la chinche.



Existen otras fonnas morfolbgicas intermedias en
tre las mencionadas que se consideran formas de transicién,
como los esferomastigotes (formas redondeadas con flagelo
libre), coanomastigotes (formas aperadas con flagelo libre)
promastigotes (epimastigotes sin membrana ondulante), opis
tomastigotes (formas promastigotas con kinetoplasto subter
minal) y estafilomastigotes (formas esferomasfigotas agfu—

padas en grumos o racimos).

Ciclo de vida.-

La infeccidn es transmitida por una chinche tria
témida la cual se alimenta, caracteristicamente, por la nc
che. Las chinches pican cerca de las mucosas o de los ojos
ingiriendo sangre y defecando immediatamente cerca del lu-
gar de la picadura. Sus heces contienen el pardsito. La pi
cadura en si es indolora, pero a continuacidén el &rea afec
tada comienza a picar, provocando el rascado de la zona
por la victima, con lo que las heces, y de este modo el pro

tozoo, penetran en la herida o en las membranas mucosas.

La infeccidn puede también ocurrir sin un contac
to directo con la chinche. En las zonas rurales de Brasil,
donde predominan los techos de paja, las chinches triatémi

das viven en los techos y sus heces caen sobre la gente
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dormida, la cual puede llegar a infectarse rascandose en

las zonas mucosas.

Ya que los redavidos se alimentan sobre muchos
mamiferos y que las poblaciones rurales viven en estrecha
relacibén con su ganado y/o otros animales domésticos, la

probabilidad de infeccidn es bastante alta.

Immediatamente déspués'de su introduccibn en el
organismo, el metatripomastigote penetra en ung amplia va
riedad de células, donde se transforma en amastigote, di-
vidiéndose activamente, para, seguidamente, transformarse
en tripomastigote sanguineo. Las células afectadas mueren
liberando‘los pardsitos que albergan, los cuales buscan
el torrente sanguineo para distribuirse por todo el orga-
nismo del hospedador infectando diverscs tejidos, que in-
cluyen las células gliales del. sistema nervicso central,
el misculo cardiaco, el plexo miscentérico del intestino,

el tracto urogenital y el sistema reticulo-endotelial.

La primera lesidn, usualmente en la cara, es co
nocida como chagoma primario, el cual contiene sbélo parai-
sitos intracelulares (amastigotes). Los triatdémidos se imn
fectan al alimentarse de un hospedador infectado. Los tri

pomastigotes migran al intestino medio de la chinche, don
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de se transforman en epimastigotes, procediendo a dividir
se activamente. De esta manera se producen miles de orga-
nismos en el interior del vector, sin que éste parezca
afectarse, quedando infectado de por vida (1-2 afios). Es-
tos epimastigotes se transforman a metatripomastigotes mi
grando al intestino posterior, donde son excretados con

las heces.

Ademéds, Trypanosoma cruzi puede transmitirse

por contacto sexual, asi como al.feto a través de la pla-

centa,

Patogenia.~ IR . o

La enfermedad de Chagas tiene dos etapas, la
aguda vy la crdénica. La fase aguda esta caracterizada por
una propagacibn hematdgena del parasito, conduciendo a la
invasibdn dé varios drganos v tejidos. La invasidn se ve

Pod - . - -
acompafiada de una intensa reaccion inflamatoria correspon

diente a la infiltracidén de células mononucleares.

La fase crbénica es el resultado de uma gradual

destruccidbdn del tejido. Por ejemplo, en el corazdn, las
miofibrillas v las células de Purkinje son reemplazadas

por tejido fibroso. Como consecuencia de ello, hay defec-

tos de conduccidn, agrandamiento del corazbém y, en ocasio
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nes se desarrolla un aneurisma ventricular. En el intesti
no, la destruccidén del plexo mioentérico es responsable

del desarrollo de megaesbéfago y megacolon.
Clinica.-

La fase aguda a menudo es omitida, debido a que
puede ser asintomatica o a que los signos que desarrolla
son mal diagnosticados. La infeccidn se da frecuentemente

en la primera infancia, permaneciendo toda la vida.

El periodo de incubacidn es de 4 a 12 dias. La
fase aguda,resultante de la picadura del insecto en la ca
ra, éuede sospecharse por la aparicidén unilateral de ede-
ma y decoloracidn violadcea de los parpados, también liamg
do signo de Romafia. La hinchazdbén de los parpados es firme
al tacto. Puede estar asociada a conjuntivitis. Ademés,
puede haber un nédulo, conocido como chagoma, en el lugar
de la picadura,.el cual es eritematoso, indurado y firme
al tacto. Cuando desaparece, al cabo de unas semanas, de-=

ja un area despigmentada.

Un paciente infectado en fase aguda, puede te-
ner una evolucidn sistémica que incluye fiebre, linfoade-
nopatia, hepatomegalia, esplecnomegalia y miocarditis. Al

gunos pacientes desarrollan signos de meningoencefalitis,
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Raramente los pacientes pueden presentar “"rash" morbilifor

me o urticante.

La fase aguda finaliza aproximadamente, a los
dos meses, aungue en raras ocasiones alcanza los cuatro
meses. Los que se recuperan de la fase aguda entran en la
fase crdnica de la enfermedad. Sin embargo, mucha gente,
quizas la mayoria, permanecen asintomaticas por el resto
de sus dias. Otros permanecen bien durante afios antes de
desarrollar sintomas y signos de enfermedad crdnica, la
cual tiemne lugar de dos formas, principalmente, cardiaea
vy gastrointestinal, ésta predominante. Al menos la mitad
de los pacientes afectados por la enfermedad de Chagas,

tienen electrocardiogramas anormales,

La forma cardiaca puede ser silenciosa ¥y limita
da a anormalidades electrocardiograficas, correspondien--
tes a defectos de conduccidn que constituyen las causas
Gltimas de un completo bloqueo cardiaco. Clinicamente, los
pacientes experimentan extrasistoles, agrandamiento del

ventriculo derecho y, eventualmente, fracaso cardiaco.

La forma, gastrointestinal incluye el desarrollo
de megaeséfago y megacolon. El1 Gltimo es anunciado por

disfagia y, mads tarde, regurgitacidn. Esto conduce a la



constipacidén y retencidn fecal. El megaesbéfago es la anor
malidad predominante del sistema digestivo; la mayoria de

los pacientes con megacolon, también tienen megaesifago.

La enfermedad no se limita al corazdbén y al in-
testino. Raramente conduce a megauréteres, megavejiga, me

gavesicula biliar y bronquiectasis.

<

a7

" Los fallos del corazbén son la primera causa de

muerte en la enfermedad de Chagas.

Diagndéstico.,=-

El diagndstico de la enfermedad aguda depende
del descuﬁrimiento dé los tripomastigotes de T. érﬁéi en
la sangre del paciente. Si el examen directo de un frotis
sanguine§ fracasa para revelar el parasito, puede ser po;
sible detectarlo en el sobrenadante, después de que la
muestra de sangre haya sido centrifugada, o en =21 suero
sobrenadante de una muestra de sangre gque se ha dejado <~
coagular. Otra investigacidén de los pardsitos puede reve-
lar su presencia en una biopsim obtenida de un misculoc es
quelético dolorido, ﬁdr ejemplo, el gastrocnemio.ﬁotros
métodos de diagndéstico incluyen el cultivo de la sangre
en un medio, inoculacidén de ratones y xenodiagnosis. El

Gltimo incluye la colocacidén de un redGvido, mantenido en
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el laboratorio y no infectado, sobre la piel del paciente.
Una vez que la chinche ha tomado sangre del individuo, es
mantenida durante 6 semanas y entonces eés sacrificada para

determinar si estid o no. infectada.

Hay también pruebas seroldgicas de variada uti-
lidad. El test de immunofluorescencia indirecta puede de--
tectar individuos infectados tén sblo dos semanas antes de
la prueba. Este test serolégico es el que més pronto llega
a ser positivo. Otras pruebas detectan precipitinas ¥y aglu
tininas. La fijacibén del complemento llega a ser positiva

a las 6 semanas post-—-infeccidn.

En pacientes con infeccién crdénica, el diagnésti
co directo es mas dificil, ya que hay muy pocos tripomasti
gotes circulantes. La xenodiagnosis es el método mas Gtil,
pueé puede detectar la infeccidn en un 50% de los pacien-
tes. En los'otros, se ha de confiar en un test seroldgico
positivo Jjunto con losrsintcmas ¥y signos compatibles con

la enfermedad de Chagas.

Tratamiento.-

El tratamiento no es completamente satisfactorio.
Fl nifurtimox parece erradicar la parasitemia durante la

fase aguda de la infeccidn y puede causar una cura radical.



Pero el efecto es menor en la;forma crénica de la enferme
dad. Ademds, hay diferencias de susceptibilidad de los

tripanosomas a la droga, algunos parecen ser relativamen-

te resistentes.

El nifurtimox tiene serios efectos secundarios.
Causa anorexia y vbmitos, desbrdenes del suefic y polineu-
ritis.

La enfermedad crbénica debe ser tratada sintoma-

ticamente con regimenes cardiacos adecuados. Megacolon y

megaeséfago son susceptibles de intervencidn quirfrgica.

Prevencidn v control.-

El control de los vectores es un método efecti-
vo para la reducéién de la incidencia de la infeccidn. En
Brasil, los esfuerzos para el control han sido recompensa
dos con notables éxitos. Un estuaio seroepidemiolédgico
provee.de informacidén exacta sobre la frecuencia regional
de la enfermedad de Chagas; a nivel nacional afecta alre-
dedor de 6 millones de personas. El gobierno organizd a
los nifios de las escuelas para recoger chinches redfvidas,
las cuales fﬁeron'entregadas a las autoridades sanitarias
para su destruccidén. Esta campafia condujo a la reduccidn

de: las proporciones de infeccidn del 20% a menos del 5%
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en un periodo de dos afios (KATZ y col., 1982). La urbani-
zacién,conlla tendencia a la eliminacidn de las cabafias
de techos de paja, también contribuye a la reduccidn de

la infeccidn.

Ademés, los receptores de sangre pueden ser pro
tegidos de la infeccién por tratamiento de la sangre dona
e s

da con violeta de genciana (en una' dilucidén 1:4000), el

cual mata a los tripomastigotes (BRENER, 1979).

No existe quimioprofilaxis.



Células infectadas con formas amastigotas de

T. cruzi en su interior.

Formas amastigotas obtenidas de células Vero.



Roseta de crecimiento, tipica de epimastigotes

de T. cruzi.

Formas metaciclicas de T. cruzi.



3;1,1m].—'Mantenimiento'del pardasito en nuestro labora-

torio.

Los trabajos experimentales realizados en la pre

sente Tesis, han sido llevados a cabo con una cepa de Trv-

panosoma cruzi procedente de un caso humano y donada en
1972 a nuestro laboratorio por el Doctor Zozaya (Divisién
de Malarioclogia 'y Sanidad Ambiental de Maraeay, Venezuela).
Esta cepa ha sido mantenida, desde entonces,'por pases su-—
cesivos, cada diexz dias, aproximadamente, en medio sdélido
NNN suplementado con una fase liquida de MEM + 20% de Sue-

ro bovino fetal inactivado por calor (SBFIL).

Medio de cultivo.-

El medio NNN esti constituido por agar nutriti-
vo, triptosa, cloruro sdédico y sangre fresca de conejo
inactivada por calor (apartado 3.4). Los componentes de es
te medio, a excepcidn de la sangre, son disueltos en agua
bidestilada y esterilizados al aufeclave durante 20 minu-
tos a 12090. Tras ello, el frasco que contiene el medio se
lleva a un bafio de maria termorregulado a 452C, donde se

deja enfriar hasta alcanzar dicha temperatura.

La sangre de comejs se obtiene por puncidn de la

vena marginal de la oreja del animal, a la que previamente
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se le ha aplicado xileno, para producir una vasodilata-
cién local, y alcohol de 702, para desinfectar la zona.
La extraccidn de la sangre se realiza mediante un sistema
Vacutainer, con EDTA disdédico, como anticoagulante. La
sangre asi obtenida, es sometida a una ligera agitécién e
inactivada en un bafio de maria termorregulado a 562C du-
rante 30 minutos. Este proceso ha de realizarse estéril-

mente.

Inactivada la sangre, se mezcla con la solucidn
de los demés componenﬁes del medio, que se encuentran a
452C, se agita y se reparte en»los distintos frascos de
cultivo, los que posteriormente son incubados a 372C duran
te 48 horas para comprobar su esterilidad. Confirmada és-
ta, se guardan a 42C hasta el momento de su usc, no de -

biendo sobrepasar los 14 dias de almacenaje.

La fase liquida del medio la constituye el medio
MEM enriquécido con un 20% (v/v) de SBFI, a los que se 'afia
de peniciiina G sbédica, sulfatoc de estreptomicina y sulfa-
to de kanamicina (apartado 3.4), con objeto de evitar las
posibles contaminaciones por bacterias, tanto gram positi-
vas como gram hegativas, asi como por micoplasmas. Tras
agitacidn para disolucidn de los compuestos adicionados,

se ajusta el pH a 7,2,
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A continuacidn, este medio es esterilizado por

filtracidén del modo que se indica en el apartado 3.14.

Cultivo.-

Una vez obtenidas por centrifugacidn las formas
epimastigotas de un cultivo anterior y resuspendidas en
medio MEM + 20% de SBFI, se calcula el nlmero de pardsi-
tos mediante recuento en una cémara hemocitométrica de
NeuBauer, concentrando o diluyendo con dicho medio hasta
que este nUmero sea de 1,5 x 106 tripanosomas/ml, inocu~

landose posteriormente 10 ml de esta suspensidén sobre me-=

dio NNN (50 ml) de mantenimiento e incubindose a 282°C.

L.os protozoos procedentes de estos cultivos
son contados diariamente, para conocer en qué fase de cre

cimiento se encuentran.

Hacia los 10 dias de cultivo, termina la fase
logaritmica de crecimiento, iniciédndose la fase estaciona
ria, en la que aparecen algunas formas metaciclicas (nun—
ca més del 10%), siendo el resto formas epimastigotas de

cultivo.

Cuando el cultivo llega a este punto, se retira
la fase liquida y se centrifuga a 2000 x g durante 10 mi-

nutos. E1 botdén de paridsitos obtenidos, es resembrado en
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otro frasco contenienao medio NNN recién preparado, pre-
via resuspensidén en la fase liquida y ajuste del ntimero
de flagelados/ml adecuado. Estos ffascos son de vidrio
borosilicado de alta pureza y tienen una capacidad de
700 cc, llevando 50 ml de medio NNN y 10 ml de fase 1li-

quida (MEM + 20% de SBFI).



3.1.2.—~ EL VECTOR: Rhodnius prolixus.

Igualmente, hemos mantenido en nuestro labora-

torio una poblacidén de Rhodnius prolixus, cepa Maracay.

Estos redGvidos nos fueron cedidos en 1976 por el Docter
Blasquez, del Instituto Nacional de Virologia de Majada-

honda, Madrid.

Desde entonces se mantuvieron en cémara climati
ca, a 282C, y se alimentaron sobre conejos, hasta gue mu-
rieron todos los individuos por causas accidentales en

1982, no pudiendo conseguir nuevos ejemplares de Sudaméri.

Cae.

@

Rhodnius prolixus es un insecto del orden Hemip

tera, de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae,

el cual es vectcr natural de Trypanosoma cruzi ¥y de T. ran-

geli, aunque experimentalmente se ha comprobado qué puede
ser parasitado por otros kinetopldstidos de los géneros

Crithidia y Blastocrithidia, asi como por T. conorhini.

De estos pardsitos sb6lo transmite al hombre los dos primge

ros. T. rangeli puede producir la muerte de R. prolixus

por las lesiones que le produce, mno siendo peligroso para

el hombre, el cual actua como reservorio junto con otros
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mamiferos (REY, 1973). En cambio con T. cruzi ocurre al

contrario (BARRETT, 1976).

Este hemiptero se encuentra distribuido por di-
versos paises de América (México, Guatemala, Nicaragua,
Panama, Venezuela, Guayana Francesa, Guyana ¥y Surinam),
siendo su hébitat tanto doméstico como selvAtico, suponien
do ello un gran problema para su control, ya que ademéas se
ha observado intercambio de individuos entre estos dos

ecotopos (MILES, 1976).

-

Es interesante indicar que existen artrépodos,
tanto ardcnidos como insectos, depredadores de huevos, lar

vas e, incluso, adultos de Triatominae, ello podria en un

futuro permitir un control biolégico de estos redividos
&
transmisores de T. cruzi. En lo que se refiere a R. proli-

xus, se ha encontrado en Venezuela un himenéptero depreda-

dor (Tapinoma melanocephalum) que, al menos experimental-

mente; controla la poblacidn de este redavido. (BARRETT,

1976).



3+.1.3.~ CELULAS VERO

Como soporte celular para la obtencidn de formas

amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi, hemos em-

pleado células Vero.

La linea celular Vero se establecid a partir de

rifién de mono verde africano, Cercopithecus aethiops, en
&
1962 por YASUMURA y KAWAKITA de la Universidad de Chiba,

Japén. Esta linea celular ha sido extensivamente empleada
en estudios de replicacidn de virus (SV—&O, sSv-35, arbovi-

rus, reovirus y polivirus).

Las utilizadas en nuestras experiencias provie-—
nen de una cepa mantenida en los laboratorios Flow y dona
das a nuestro centro por el Departamento de Microbiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada,
en el afio 1982; a partir del cual se mantienen en nuestro

laboratorio.

3.$.3.1.—7Mantenimiento de células Vero en nuestro labora-—

torio.

Partimos de cultivos en monocapa gque sSon separa

dos estérilmente con el fin de que las células se despe-
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guen del sustrato sobre el que estin adheridas. Para ello,
una vez retirado el medio de cultivo celular, se afiaden
5 ml de una solucidén de EDTA (apartado 3.4.), dejéndose
en.contactorcon las células 1 minuto a temperatura ambien
te. Posteriormente, se retira esta solucidn y los frascos
se llevan a un incubador automatico de Co, (Assab) regula

do a 37°C v 5% de CO,, durante 10 minutos.

La pequefia cantidad de solucidén de EDTA reteni-
da por la momnocapa celular, actua sobre ésta durante el
tiempo de incubacidn. Al final de este periodo, se com -
prueba, por observacidén al microscopio de contraste de fa
se, si las células se han despegado de la superficie del
frasco en el que estaban adheridas.ﬁEn caso de ser asi,
se afiade 5 ml del medio de cultivo y se agita muy bien la

suspensidén para que de esta forma las células se repartan

uni formemente en el mismo.-

A contimuacidén, tras contar el nUmero de células
por ml v calcular la viabilidad, mediante tincidén con el
colorante vital azul tripan, se ajusta a 1 x 105 células
por ml, inoculdndose 1 ml de esta suspensidn en cada fras

co, completando hasta 5 ml con medio de cultivo fresco.

Seguidamente, los frascos son llevados al incu-



bador automdtico de 002 a las condiciones anteriormente

indicadas.

Aproximadamente a las 6 horas de cultivo, las
células comiengan a adherirse al frasco y multiplicarse
hasta formar una monocapa. Cada 48 horas se retira el me-

dio y se adiciona, de nuevo, 5 ml de medio fresco. Se pro

cede a realigar subcultivos cada 8 dias, aproximadamente.



3.2.~ CULTIVO "IN VITRO"Y DE Trypanosoma cruzi.

3.2.1.- OBTENCION DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE CULTIVO.

Los cultivos se realizaron en 100 ml de medio
BONE y PARENT (1963) (apartado 3.4.) que una vez esteri-
lizado por filtracidn se coloca en frascos de cultivo de

vidrio borosilicado de 700 cc de capacidad.

Las formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

utilizadas en nuestras experiencias se han obtenido como

se indicé en el apartado 3.1¢1.1'

El cultivo se mantiene en incubador a 289C. Dia
riamente se calcula el numero de parésitos/ml por recuen—
to de una muestra del cultivo, recogida tras agitacidn
del mismo, en cémara hemocitométrica de Neubauer, a fin
de conocer en qué momento de la curva de crecimdiento se

encuentra.

Aproximadamente a los 8 dias de cultivo, cuando
p 6 .
hay una concentracidn de 20 x 10 organlsmos/ml, se pro-
cede a su recoleccidn. Esta se realiza por centrifugacidn

del medio con los pardsitos a 3000 x g durante 20 minutos.
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A continuacidn, el botdén se resuspende en solucidn de PBS
(apartado 3.4.) y es nuevamente centrifugado a 3000 x g
durante 20 minutos, repitiéndose esta operacidbén de lavado

nuevamente.

3.2.2.~ OBTENCION DE FGRMAS METACICLICAS DE CULTIVO.

Para cada cultivo se preparan 100 ml de medio
de GRACE (1962) modificado por OSUNA y col. (1979) (apar
tado 3.4.) que contiene 90 ml de Grace’s Insect Medium y.
10 m1 de SBFI. Una vez mezclado, el pH se bajdé hasta 1,5
afiadiendo ClH 1 N y, seguidamente, se ajustd a 5,8 con

NaOH 1 N.

Una vez esterilizado el medio por filtracidn,
fue almacenado en frasco estéril de 700 cc de capacidad,
inoculédndose a continuacidn formas epimastigotas obteni-

das como se indica en el apartado 3.1.1.,1.

Tras agitacién2 el medio inoculado se repartib
en tubos Leighton (Bellco) previamente esterilizados, de
17 cc de capacidad, afiadiéndosele a cada uno 2 ml de me-
dio. Los tubos se colocaron en incubador a 282C. Durante

el transcurso del cultivo y tras agitacidn del mismo,
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fue detrminado el nfmero de flagelados/ml por recuento en
cédmara hemocitométrica de Neubauer y el porcentaje de for
mas metaciclicas, que se calculd por tincidn de una gota

del medio homogenizado con Giemsa al 10%.

Aproximadamente a los 9 dias de cultivo cuando
existia un porcentaje de formas metaciclicas superior al
70% se procedid a la recoleccidbén de los flagelados creci-

dos en el mismo.

Esto se realizd por centrifugacidn del medio de
cultivo con los parasitos a 3000 x g durante 20 minutos.
A continuacidn, el botdn se resuspendid en solucidn PBS
(apartado_B.h,), siendo nuevamente centrifugado a las mis
mas condiciones, repitiéndose nuevamente la operacidn de

lavado.

Tanto para la obtencidn de formas epimastigotas
como para ias métaciclicas, el indculo lo comnstituyeron
las formas epimastigotas procedentes del medio de manteni
miento (apartado 3.1.1.1.). Recogidas éstas al final de
la fase exponencial de crecimiento, fueron colocadas en

tubos "sterilines", dejandose reposar por un minimo de 2
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horas a 282C, al objeto de que las formas muertas o con
poca actividad, asi como los restos de medio sb6lido, se
depositen en el fondo cdmico del tubo, quedando en la par
te superior las formas més activas. Este sobrenadante fue

centrifugado a 3000 x g durante 20 minutos.

El botdn de flagelados obtenidos fue resuspen-
dido en solucidén PBS y lavado por centrifugacidén a 3000
x g durante 20 minutos. El1 botén final se resuspendib
en el medio de cultivo oportuno ¥y se inoculd en los fras
cos de cultivo iddéneos, para obtenér una concentracién

final de 1 x 106 tripanosomas/ml.

3.2.3.- OBTENCION DE FORMAS. AMASTIGOTAS DE CULTIVC DE

- CELULAS VERO.

Las formas amstigotas intracelulares de Trypa-—

nosoma cruzi se obtuvieron a partir de cultivo de célu-

2 ..
las Vero, mantenidos en frascos Roux (Nunc) de 25 cm” de
superficie, en medioc MEM + 20% de SBFL, e infectados con

formas metaciclicas obtenidas como se indica en el apar-

tado 3.2.2,
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La relacidn metaciclico--~célula mantenida fue
de 10:1 v el tiempo de contacto de 12 horas a 372C en
atmésféra himeda enriquecida con un 5% de COZ’

Transcurrido el periodo de interaccidn, vy tras
un exhaustivo lavado con solucién de Hanks(apartado 3.4.)
los cultivos celulares se dejaron incubar en medio MEM +
20% de SBFI, a 37°C en atmbésfera himeda con un-S% de CO,

durante 8 dias. Cada 48 horas el medio de cultivo fue re

novado, adicionédndosele medio fresco.

A los 8 dias de incubacidén se observaron for-
mas amstigotas en el sobrenadante, procedentes de las cé
lulas Vero que estallaban liberdndolas, recogiéndose el
sobrenadante y centrifugadndose a 1000 x g durante 10 mi-
nutos, lavandose con solucidén PBS y resuspendiéndose los

parédsitos en medio CMRL-1066 sin glutamina (Gibco).




3.2.4.- PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICA-

DOS.

La primera experiencia a realizar fue determi-
nar el indculo adecuado para obtener el miximo de metaci
clogénesis. Para ello, se hizo una prueba en la que se

sembraron epimastigotes de Trypanosoma cruzi en medio

Grace (Gibco) + 10% de SBFL (Gibco), a pH 6,3, con dis -
tintos indculos desde 250000 a 23500000 organismos/ﬁl, ob
teniéndose los mejores resultados de transformacidn en -
tre 0,5 v 1,5 x 106 tripanosomaé/ml. Por ello, se esco-

gid como imndculo a utilizar 1 x 106 flagelados/ml.

Igualmente, para determinar la influencia de
las vitaminas en la diferenciacidén se ensayaron, en medio
GRACE (1962) preparadc en nuestro labofatoriﬁ (apartado
3.4.), todas las combinaciones posibles con tiamina,
pantotenato cdlcico y &cido félico y se sustituyd el 10%
de SBFI por albtmina de suero bovino (Sigma), a una con-
centracidén de 2 mg/ml, pPara que no interfirieran las vi-
taminas presentes en el suero. Estos cultives tuvieron
en comin el bajo crecimiento de T. cruzi en los mismos,

dcbhido, probablemente, a la ausencia de SBFI, portador de
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mGltiples factores de crecimiento. Por elio, se decidib
en adelante usar SBFI en todos los medios de cultivo. El

pH de estos medios fue de 5,6.

Se emplearon frascos de cultivo Leighton de 17
cc de capacidad v con 2 ml de medio. La incubacidn se

realizbé a 282°C.

Se inocularon 1 x 106 organismos/ml, siguiéndo
se el crecimiento y la diferenciacidn los dias 0, 3, 6,
8, 10 ¥y 12 de cultivo. El crecimiento se siguid por re-
cuento en camara hemocitométricaide Neubauer y la trans-
formacidén por tincidbén, recontando un minimo de 400 orga-

NLsSmos.

Para observar la morfologia de los parasitos,
se depositaba una gota del cultivo, previa ¥y vigoroéameg
te agitado, sobre un portaobjetoé, dejéhdose secar a tem
peratura ambiente, fi jdndose seguidamente con metanol du
rante BQ‘segundos y tifii éndose durante 15 minutos con
una solucidén de Giemsa al 10% en tampdén fosfato pH 7,2.
Seguidamente ée observaba la preparacidén al microscopio

éptico, con el objetivo de immersidmn.

El indculo lo constituyeron formas epimastigo-
tas obtenidas como se indica en los apartados 3.1.1.1. ¥

3.2.2,



Se ha trabajado con cuatro grupos de medios:

Grupo A:

Se utilizd medio Grace comercial suplementado
con 10% de SBFI. Seguidamente se calculd el ClH necesa-
rio para llevar el medio a pH 1,5 y la cantidad de NaOH
para llevarlo a pH 5,8. Al adicionar al medio original
dicha cantidad de NaOH, el pH sube hasta 11,3. Conocien-—

do esto, se prepararon los medios siguientes:

Medio Tratamiento

P1 (a) Con Cl1lH hasta pH 1,5 y NaOH hasta pH 5,8
P2 Con NaOH hasta pH 11,3 y ClH hasta pH 5,8
P3 Con C1lH hasta pH 1,5, mantenido duran-—

te 18 h a 282C antes de ajustarlo a pH
5,8 con NaOH

P4 ‘ Con ‘NaOH hasta pH 11,3, mantenido duran-
te 18 h a 282C antes de ajustarlo a
pH 5,8 con ClH

P5 Con ClH hasta pH. 1,5 y KOH hasta pH 5,8

(a) Medio Grace modificado por OSUNA y col. (1979), que

actua como contrel,
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Grupo B:

Se partibé de medio Grace comercial (Gibco) su-
plementado con 10% de SBFI, al que se afiadié cloruro sé-
dico, cloruro potésico, sulfato magnésico, sorbitol o sa

carosa, segin el caso, a las siguientes concentraciones:

Medio Producto adicionado Concentracidn final
GO ——— —_——
G1 ' ClNa 50 meq/l
G2 "~ ClNa 100 meq/1
G3 ' ClNa 150 meq/1
G4 ‘ ' ClK 50 meq/1
G5 S0, Mg 50 meq/l
G6 sorbitol 0,1 M
G7 sorbitol 0,2 M
a8 - sorbitol 0,3 M
G9 . sacarosa V 0,1 M

Siendo el pH final de los medios 6,2-6,4.
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Grupo C:

El medio GRACE (1962) fue preparado en nuestro
laboratorio (apartado 3.4.) vy, en cada caso, privado del
componente o componentes cuyo efecto queriamos estudiar.
Asi, se han obtenido 17 medios, incluido el control el

cual se corresponde con el medio completo.

a) Subgrupo vitaminas

Medio Caracteristica

GPO Completo

GPT - Sin tiamina

GfF Sin Acido fdélico

GPP Sin D-pantotenato célcico

GPR Sin riboflabina

GPN Sin Acido nicotimico

GPOv Sin cloruro de colina, i-inositol, PABA,

piridoxina y biotina

b) Subgrupo aminoédcidos

Medio Caracteristica

GPO Completo

GPMet Sin metionina

GP6 " Sin glutamina, asparragina, serina ni

arginina
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GPL GP6 sin triptéfano ni treonina

c) Subgrupo azlcares y acidos orgénicos

Medio Caracteristica

GPO Completo

GP1 S6lo 20 mg/ml de sacarosa

GP3 . .Sin 4cidos mélico, D-succinico, fumArico

vy alfa-cetoglutédrico

GP5 Sin glucosa no fructosa

GP2 GP5 sin tiamina

GP2A GP2 con 90 mM de (I)

GP2B P2 con 90 nM de (II)

GP2C GP2 con 90 nM de (I) v 90 mM de (II)

En todos los casos los medios fueron suplementa
dos con un 10% de SBFI v el pH final de los mismos fue
5,6 |

El medio GRACE (1962) + 10% de SBFI lleva apro-
ximadamente 90 M de tiamina. Por ello, se utiliza esta
.concentracidén para los grupos tiazdlico vy pirimidinico,

productos de la hidrdlisis de esta vitamina, en los medios

‘GP2A, GP2B y GP2C, carentes de tiamina.

(I) 4-metil-5-hidroxietil-tiazol -

(If) 4cido 2-metil-b-amino-pirimidin-5-metilsulfdénico
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Grupo D:

El medio GRACE (1962) fue preparado en nuestro
laboratorio (apartado 3.4.) con las siguientes caracte-

I'd .
risticas:

Medio Caracteristica

GPO Completo

GPO ClNal Adicionado con 100 meq ClNa/l

GP5 Sin glucosa ni fructosa

GP5 ClNal GP5 adicionado con 100 meq ClNa/1

En todos los casos los medios fueron suplemen-—
tados con un 10% de SBFI v el pH final de los mismos fue

6,2-6 k.

En este Gltimo grupo se combinan los medios que

me jores resultades nos han dado.

Los productos I y II fueron suministrados por

el Doctor M. F. Brafia de la Universidad Auténoma de Madrid.
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3.2.4,1.-~ Andlisis de los resultados

Los resultados obtenidos con los medios Grace
modificados estudiados fueron sometidos a un doble estudio

estadistico.

Primeramente se realizd un anédlisis de varianza
simple independientemente por.grupos y subgrupos. Una vez
detectada la no uniformidad de comportamiento dentro de
los mismos, se procedid a realizar la comparacidén de cada
uno de los medios investigados con el control de su grupo
o subgrupo, utilizando para ello el test de la "t" de

Student.

LLos resultados de este test se muestran en los

cuadros correspondientes de la seccidén de Resultados.



3.3.- ESTUDIO DE LAS POSTBLES MODIFTCACIONES TNDUCIDAS EN

EL MEDIC GRACE (1962).

Con el fin de averiguar gqué producto del medio

de cultivo para la obtencidén de formas metaciclicas de

Trypanosoma cruzi (medio Grace modifig@do;de OSUNA vy col.
1979) podia alterarse por el cambio de pH efectﬁado, se
procedid a preparar en nuestro laboratorio medio GRACE
(1962) + 10% de SBFL y a someterlo a un cambio de pH simi

lar.

Se prepararon por separado las sales, Acidos
orgAnicos, aminoacidos, azlicares y vitaminas que entran
a formar parte en la composicidén de este medio (apartado
3.4.). El pH de cada uno de estos grupos se bajé a 1,5,
ajusténdose posteriormentema 5,3, A igual proceso de cam-—

bio de pH fue sometido el SBFI.

Como consecuencia de su bajo o nulo poder tampo
nante, los azlcares sufrieron numerosos altibajos de pH
antes de conseguir que el pH final de la solucidn fuese

préximo a 5,8.

Seguidamente, se prepardé medio Grace mezclando



las soluciones de cada grupo de compuestos sin tratar,
que actud como control, y diferentes medios Grace con uno
de los grupos tratados pero con el resto de los componen-—
tes sin tratar. En todos los casos se emplebd SBFI trata-
do, ya que tiene précticamenfe todos los componentes del
medio, aparte de otros, y ello podria influir negativamen
te si sb6lo alteridramos el componente del medio pero no el
del suero. E1 pH final de los medios oscild entre 5,6 v
5,7: ]

Tras inocular y cultivar en las condiciones
que se indican en el apartado 3.2.2., se siguieron los cul
tivos por recuento del nlmero de flagelados/ml en cémara
hemocitométrica de Neubauer y el porcentaje de formas @e—i

taciclicas por tincidn Giemsa de una gota del medio.

Los mejores resultados, con diferencia con res-
pecto a los deméds, se obtuvieron en el medio Grace que
llevaba el grupo de los azficares tratados y los demé&s sin

tratar, excepto el SBFI.



3.3.1.— ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES EN AZUCARES.

Por los resultados obteﬁidos, se pensd en la
posiblidad de que algin azGcar, al estar sometido a con-
centraciones altas de ClH y de NaOH, pudiera haberse al-
terado, por lo que se procedid a investigarlo por broma—

tografia liquida de alta presién (HPLC).

Para ello, se prepararon muestras de glucosa,
fructosa y sacarosa, asi como una con los tres azQcares,
en solucidn acuosa a la concentracidn en gue se encuen -
tran en el medio GRACE (1962) (apartado 3.4.). Una parte
alicuota de estas muestras fue tratada con el cambio de

pH acostumbrado.

Para el énélisis de las muestras, se tomaron 15
Al de las mismas y se inyectaron en el cromatégrafo liqui
do de alta presién (Waters) prévisto de ceclumna para car-—
bohidratos (3,9 mm de didmetro interior x 30 cm de longi-
tud) utilizando como eluyente CNMe:H,0 (80:20) en flujo
de 1,7 ml/min (unos 800 psi). la atenuacién del aparato
fue de 16 y el detector se basa en el indice de refrac-—

cidén para reconocer las sustancias.
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3,3.2.~ ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES EN AMINOACIDOS.

Por otra parte, con el fin de determinar si al
glin o algunos aminoécidos se habian alterado al sufrir
el cambio de pH a que se somete el medio Grace modifica-
do de OSUNA vy col.(1979), se procedid a determinar los
aminoacidos del medio Grace, del SBFI y del medio Grace
+ 10% de SBFI, antes y después de haber sido sometidos

al cambio de pH prescrito para el citado medio.

Este estudio se realiza en base a que en el me
dio modificado de OSUNA y col. (1979) aparece mucho més.
amonio (apartado 3.7.2.) que en el original sin modifi-

*

cars.

Para la determinacién de los aminoacidos se
toman las muestras pertinentes y se tratan con un despro
teinizanté (Acido tricloroacético al 10%). Seguidamente
se centrifugan las muestras eliminando las proteinas pre
"cipitadas vy el sobrenadante, una vez neutralizado, es di
luido con una solucidn de Acido sulfosalicilico (14,56
g/l), con 20 nﬁoles/ml de norleucina, como patrdn inter-
no, hasta obtener una dilucidn 1/15 del SBFI y del SBFI
tratado y una dilucidn i/T5 de las muesitras de Grace y

Grace + 10% de SBFI tanto tratados como no tratadocs.
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Estas muestras son procesadas en un aparato
autoanalizador de aminoécidosbRank-Hilger’Chromaspek
J~180, recogiéndose los resultados en un registrador

"acoplado a un integrador Hewlett-Pakard.



3,4.~ SOLUCIONES Y MEDIOS EMPLEADOS..

Medio BONE y PARENT (1963)

 Triptosa (Difco) 15000
Glucosa (Riedel de Héen) 2000
CiNa (Probus) 4Lo00:
ClK (Riedel) 400
PO, HNa, . 12H,0 (Probus) 5000
Estearato sédico (BDH) , 25
Tiamina.HCL (sigma) 1
Acido félico (sigma) 3 m
Hemina (Sigma),(2 mg en 1 ml de etanol

+ 1 ml de NaOH, 25 mM) ‘ 20
Agua bidestilada 930

SBFI (Gibco) 50

pH final del medio 7,6

Medio de GRACE (1962)

PO, H, Na.H,0 (Probus) . | ‘ 1013
C1X (Riedei) 2240
Cl,Ca.2H,0 (Merck) / 1325
Cl,Mg. 6H,0 (Riedel) 2280
SO,Mg. 7H,0 (Riedel) ' 2780
CO.HNa (Merck) 350

3



- 111

L-arginina.HCl (Sigma) 700 mg

Acido L-aspartico (Sigma) ; 350 mg
L-asparragina (Sigma) o 350 mg
L-alanina (Sigma) 225 mg
Beta-alanina (Merék) 200 mg
L-cistina (Sigma) 22 mg
Acido L-glutédmico ‘(Sigma) ~ 600 mg
L-glutamina (Sigma) 600 mg
Glicina (Sigma) 650 mg
L-histidina (Merck) 2500 mg
L-isoleucina (Sigma) 50 mg
L-leucina (Sigma) 75 mg
' L-lisina.HC1 (Sigma) 625 mg
L-metionina (Sigma) 50 mg
L-prolina (Sigma) 350 mg
L-fenilalanina {Sigma) . 150 mg
DL-serina (Sigma) 1{00 mg
L-tirosina (Sigma) | 50 mg
L-triptéfano (Sigma) | 100 mg
L-treonina (Sigma) . | 175 mg
L-valina (Sigma) _ ; 100 mg
Sacarosa (Merck) ' 26680 mg

Fructosa (BDH) 400 mg



Glucosa (Riedel)

Acido mAlico (Riedel)

Acido alfa-cetoglutidrico (Sigma)
Acido D-succinico (Sigma)

Acido fumdrico (Merck)
Tiamina.HCl (Sigma)

Riboflavina (Sigma)
D-pantotenato cdlcico (Sigma) -
Piridoxina.HCl (Sigma)

Acido para-aminobenzoico (Sigma)
Acido félico (Sigma)

Niazina (Sigma)

i-inositol (Sigma)

Biotina (Sigma)

ColinaCl (Merck)

Agua bidestilada

SBFI (Gibco)

pH final del medio 5,6

Medio Grace modificado de OSUNA vy col.

Grace’s Insect T.C. Medium sin hemolinfa

y con L-glutamina {Gibco)

SBFI (Gibco)

670 mg

370 mg

mg.

mg

mg



El pH es bajado con ClH hasta 1,5 v elevado,

te, hasta pH final 5,8 con NaOH.

Medio MEM.

MEM (Eagle) (10x) con sales de Earle ¥y
con L-glutamina, sin COBHNa (Gibco)

Agua bidestilada -

CO;HNa (Merck)

HEPES (Sigma)

Penicilina G sédica (Antibidticos S.A.)

EstreptomicinaSO, (Antibiétic;s S.A.)

KanamicinaSOa (Bristol-Myers, SAE)

SBFI (Gibco)

pH final del medio 7,2

Base sdélida NNN

Agar nutritivo deshidratado (Difco)
ClNa (Probus)

Triptosa (Difco)

Agua bidestilada

Sangre de conejo inactivada por calor

a 562C durante 30 minutos
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posteriormen

80 ml
720 ml
1200 mg
4000 mg
56 mg
100 mg
k8 mg

200 ml

1400 mg
600 mg
500 mg

95 ml



Solucidén EDTA

EDTA Na, (Merck)
Glucosa (Riedel)
ClXK (Riedel)
ClNa (Probus)

COjHNa (Merck)

Agua bidestilada c.s.p.

pH final de la solucibn 7,2

'Solucién de Hanks

ClNa (Probus)
ClX (Riedel)

Cl,Ca (Merck)

S0, Mg. TH,0 (Riedel)

POQHNa .2H20 (Merck)

2
PO, H,K (Riedel)
Glucosa (Riedel)

COBHNa (Merck)

NeomicinaSO, (Acofarma)

Rojo fenol (Riedel)

Agua bidestilada c.s.p.

pH final de la solucidn 7,3

200
1000
Loo
8000
580

1000

8000
koo
140
200

60
60

1000
350
100

20

1000
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mg
mg
mg
mg
mg

ml

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
.mg
mg
mg

ml
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Solucidn PBS

ClNa (Probus) ' 8000 mg
C1lK (Riedel) - | 200 mg
PO, HNa,, (Probus) 1160 mg
PO, H,K (Riedel) ' 160 mg
Agua bidestilada c.s.p. 1 1000 m1

pH final de la solucidn 7,2

Solucidn de Krebs-Henseleit

ClNa (Probus) 6923 mg
C1K (Riedel) | . 354 mg
Cl,Ca (Merck) , 282 mg
PO, H,K (Riedel) 162 mg
SO,Mg.TH,0 (Riedel) ' 292 mg
Agua bidestilada c.s.p. . ' 1000 ml

Gaseado durante 10 minutos con carbdgeno (CO2 +v02)

COBHNa (Merck) 2100 mg

pH final de la solucidn 7,2



3.5.~ PREPARACION DEL EXTRACTO DE Rhodnius prolixus

Para la obtencidn de este extracto se seleccio

na 1 ejemplar adulto de Rhodnius prolixus, cepa Maracay,

en ayuno de 30 dias. Se introduce en un tubo de ensayo
al que se adiciona 1 ml de tampdén citrato 0,02 M, a pH
545, ¥ se tritura en un homogenizador Ultra-Turrax (Ika—

Werk), en bafio de hielo.

El homogenado obtenido es sometido a la accidn
de un aparato disruptor por ultrasonidos MSE a 6 micro-

nes de amplitud durante 30 segundos, en bafio de hielo.

Seguidamente, el extracto es centrifugado a
14000 x g durante 30 minutos a 42C, en una centrifuga re
frigerada de alta velocidad Beckman J2-21M, con un rotor
JA-20. El1 sobrenadante obtenido es utilizado para la de-
terminacién de tiaminasa, manteniéndose en bafio de hielo

hasta su uso, en un plazo no superior a 2 horas.



3.6.- DETERMINACION DE TIAMINASA

Para la determinacidn de la actividad tiamina-

sa en extracto de Rhodnius prolixus, se procede de dos

formas:

3.6.1.~ DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE TTAMINASA T

La tiaminasa I (E.C. 2.5.1.2) cataliza la des-—
composicidén de tiamina por una reaccidn con intercambio
de bases que incluye un desplazamiento nucleofilico sobre

el grupo metilénico de la mitad pirimidinica.

Hs
® CHy CHy
La actividad enziméatica es determinada por la
técnica de WITTLIFF y AIRTH (19703),modificacién del mé-
todo de DOUTHIT v ALRLH (1966), en la que se emplea ani-
lina como base en la reaccidn de intercambio. La forma-
cién del producto, N-(4—amino-2-metil-pirimidin-5-ilme-
til)anili.na, es medida ssgectrofctométricamente, por in-

cremento de la absorbancia a 248 nm.

He, '
G NN . CHy= CHy~ OH ch NHy CHy - CH,- 0K
T + BH T = \ij: + (] +
“\;(/N ZNCH-p N
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El procedimiento es el siguiente: a 0,6 ml de
solucidén de anilina tamponada (anilina, recién destila-
da, a una concentracién de 5,75 mM en tampén fosfato sé-
dico 0,5 M, pH 5,8) en cubeta de 3 ml (1 cm de paso de
luz) se afiade agua bidestilada y el extracto hasta un vo

lumen de 2,6 ml.

La mezcla sin el extracto se estabiliza a 25°C
durante 10-12 minutos. A continuacidn se afiade el extrac
to (0,4 mg de proteina, aproximadamente), equilibrando
nuevamente a 252C. Finalmente, se adicionan 0,4 ml de so
lucién de tiamina 0,3 mM (0,04 mM en cubeta). El blanco
es una mezcla de anilina, tampdén y agua. Se hace un con-
trol con todos los reactivos v el extracto, previamente
calentado a 1002C durante 10 minutos, o con sdlo los
reactivos. El cambio de densidad éptica a 248 nm, se mi-
de durante 6 minutos en un espectrofotémetro Zeiss mode-

lo PMRK, con cédmara termostatizada a 25°C.

La actividad especifica de la enzima se calcu-
la conociendo la variacién de la densidad éptica por mi-
nuto (DO/min) y la cantidad de proteina adicionada a ca-
da cubeta,; lo cual se determina por el método de LOWRY y

¢cuol. (1951 {apartado 3.12.):
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(DO/min) x (0,269)

Actividad especifica =
mg proteina/cubeta

0,269 = Constante que convierte la absorbancia en:Pmoles

para una mezcla de reaccidn de 3 ml.

3.6.2.- DETERMINACION ESPECTROFLUOROMETRICA DE TTAMINA

(Método indirecto)

BAsicamente consiste en poner en contacto un
medio con una concentracidn de tiamina conocida con el
extracto v determinar espectrofluorométricamente, des-—
pués de un periodo determinado, la cantidad de tiamina

que queda en el medio,

Para ello, se siguid primeramente el método de
FUJITA (1955) que usa Permutifta, una resina intercambia-
dofa de iones gue adsorbe la tiamina, lo que permite su
recuperacidén del medio y posterior medicidn. En nuestras
experiencias se obtuvo un rendimiento del 55%, por lo

que decidimos prescindir de esta técnica.

La técnica realizada por nosotros quedd como

sigue: 2 ml de extracto de Rhodnius prolixus, contenien-

do" 2,75 mg de proteina, son adicionados a 8 ml de tampdén

citrato 0,02 M, pH 5,5, conteniendo una cantidad tal de
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clorhidrato de tiamina que su concentracidn final sea de
5 Pg/ml (o la que se haya de usar en cada caso). E1 blan

co consistid en la misma solucidn anterior sin tiamina.

Se han hecho curvas de tiempo de reaccidn a 5,
4, 3, 2 ¥y 1 horas, 40, 30, 20 y 10 minutos y 120, 90, 60,

50, 40, 30, 20 y 10 segundos y a tiempo cero.

=

B

igualmente, se han hecho curvas de concentra:z-’
cibén de sustrato a 5, 1, 0,5, 0,1 ¥y 0,05 pg de tiamina.

HC1/ml, con un tiempo de reaccidn de 30 minutos.

Todas las pruebas se llevaron a cabo en bafio

de maria termostatizado a 37°C.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccidn pre
visto, se procede inmediatamente a analizar el contenido
de tiamina de cada ensayo por el método fluorométrico
descrito en la USP XXI (1985): Se toman 2 ml de cada en-
sayo y se colocan en tubos a los que se ajfiade 1,2 ml de
solucidén de ferricianuro potédsico (10 mg de ferricianuro
potdsico en 1 ml de agua bidestilada al que se afiade 24
ml de NaOH, 3,5 N) agitando durante 30 segundos: Seguida
mente, se adicionan 8 ml de isobutanol, agitando durante
90 segundos. Finalmente, se afiaden 0,8 ml de etanol abso

luto, mezclando y dejando decantar.
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Una vez que el sobrenadante esta claro, se pi-—
petea a una cubeta de 3 ml (1 cm de paso de luz) y se mi
de su fluorescencia en un espectrofluordémetro Perkin-
Elmer, modelo MPF-3K, utilizando una A de excitacidn de

365-385 nm ¥y una A de emisién de 425-4L40 mm.

Este método se basa en la oxidacidn de la tia-
mina del medio por ferricianuro dando lugar a tiocromo,
el cual es extraido con isobutanol y medida su fluores-—
cencia frente a una curva esténdar, realizada paraleia-
mente, con concentraciones de tiamina.HCl de 0,05 a 5 Pg

por ml, seg@in los casos.



3.7.— DETERMINACION DE AMONIO EN AMASTIGOTES

Las formas amastigotas recogidas (apartado 3.
2.3.) son resuspendidas en medio CMRL-1066 sin glutamina
(Gibco) en una proporcidn de 0,5 x 108 organismos/ml. Se
utilizan matraces erlemmeyer de 25 ml de capacidad con
tapdén a rosca. En cada uno, se introducen 2 ml de medio

con los amastigotes.

Estos matraces son colocados en un bafio termos
tatizado Gallenkamp a 37°2C en agitacidén lateral (70 ci-
clos/min) durante 24 horas, Jjunto con un blanco de medio
sin protozoos, en las mismas condiciones. Todo este pro-—
Ceso se realiza en -condiciones de esterilidad. Finalmen-
. te, se toman alicuotas de mediaq blanco vy problema, a los

que se mide el amonio que contienen.
3.7.1.—~ DETERMINACION DE AMONIO
La medida del amonio excretado al medio se rea

liza con la ayuda de un micrométodo adaptado por noso -

tros a partir del kit de amonio nimero 170-UV de Sigma.
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La determinacidén se basa en 1a aminacidn redugl
tora de alfa—cétoglutarato, usando glutamato deshidroge-
nasa y NADH. La reaccidn es dependiente de amonio. Las
. aminas metiladas, que interfieren en otros métodos, no
reaccionan en éste. La reaccidn se sigue espectrofotomé—
tricamente a 340 nm por decrecimiento de 1la absorbancia,
debido a la oxidacidén de NADH, el dual es proporcional -

a la concentracidén de ibén amonio de la muestra.

Para cada prueba se preparan 3 cubetas (blanco,
control vy problema). Se afiade a cada una 1 ml de una so-
lucidén tamponada que lleva 2 mM de alfa-cetoglutarato y
0,12 mM de NADH. Seguidamente, se adiciona 0,1 ml de agua
al blanco, 0,1 ml de la solucidn patrdén de amonio (5 pg/
ml) al control ¥ 0,1 ml de muestra al problema. Se mez-—
cla y se deja equilibrar durante 5 minutos. A continua-
cién, se mide la absorbancia inicial de cada cubeta a

340 mm, frente a agua como referencia.

Medida la densidad &éptica, se procede a adicio
nar 7‘pl de L-glutamato deshidrogenasa a cada cubeta. Se
mezcla y se deja reaccionar durante 5 minutos, para segui

damente leer la extincidn final frente a agua. El1 ensayo

Se realiza a una temperatura entre 25 y 372C.
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El agua utilizada como blanco, asi como la em-

pleada para las diluciones de las muestras de elevada

concentracibén de amonio, debe estar libre del mismo, es

decir, la variacidén de densidad éptica del blanco ha de

ser inferior a 0,100 unidades de absorbancia, entre el

inicio de la reaccidn v su final.

Calculo:

A la diferencia de
inicial y el estado final de
de la muestra se le resta la

ca del blanco y el resultado

absorbancia, entre el estado
la reaccidn, del control vy
variacidén de demnsidad 6pti-

se multiplica por el factor

30,3 que nos dari los ne de amonio/ml contenidos en el

control y en la muestra, respectivamente.



3.,8.~- DETERMINACION DE LA NATURALEZA DE LOS CRISTALES

APARECTIDOS EN LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los cristales formados espontineamente en cul-

tivos viejos de Trypanosoma cruzi (24 dias 6 més), en me
dio Grace modificado (OSUNA y col., 1979) inoculados v
cultivados en las condiciones indicadas en el apartado
3.2.2. son recogidos pasando estos medios a través de un
filtro Sartorius de 8 micras- de diédmetro de poro, quedan
do los cristales retenidos en la superficie del mismo.

Este filtro, con leos cristales, se sométe a
liofilizacién (liofilizador SB4) para evitar su posible
redisolucibén, ya que desconociamos su composicién y pro-
piedades.

Estos cristales se sometieron a una serie de
pruebas fisicas y quimicas paralconocer su identidad.

Asi, unos pocos cristales se afladieron a 5 ml
de agua bidestiladaj; tras agitacién vigorosa, se compro-
bé su insolubilidad o muy baja solubilidad. Conocida es-
ta propiedad, los cristales se lavaron en agua bidestila

da para eliminar los restos orgdnicos que les acompafia~-—

ban,
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Tras este proceso, un grupo de estos cristales
fueron sometidos a la accién de la llama de un mechero
de gas, no siendo'afectados, lo que indica su naturaleza
inorgénica. '

Para conocer sus propiedades dcidas o bésicas,
un papei de tormnasol fue humedecido con agua bidestilada
v sobre él se golocé unvcristal, observidndose de esta for .-~
ma su caracter bésico.

Al ser adicionados a una solucién de NOBAg,
dieron un precipitado de color amarillo, tipico de fosfa
tos. "

Al sercalentados con una solucidén de NaOH, des
predieron amoniaco, reconocible por su penetrante olor,
indicando con ello que en su composicidén entra a formar
parte el ién amonio.

Con estos datos previos, los cristales fueron
estudiados al microscopio electrdénico de barrido Philips
515 y analizados con un microanalizador "Edax" acoplado
al mismo.

Al objeto de conocer la composicidén y estructu
ra de estos cristales, fueron pulverizados en un mortero

de Agata y sometidos a un andlisis de difraccidn de ra-

vos X, en un difractdémetro Philips Pw 1730, en las si-
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guieﬁtes condiciones: radiacién Cu-Ke¢, 30-40 kV, 30 mA,
filtro de Ni, rendija de ventana 12, rendija de conta-
dor 0,12, velocidad de exploracién 22(28)/min, constan-
te de tiempo 1, rango 4 x 103 vy 104_cps.

A los medios de cultivo en que aparecian los
cristales, se 1les media el pH, asi como la concentracidn
de amonio disuelto (apartado 3.7.1.) y de glucosa (apar-
tado 3.9), en el momento de la precipitacién.

Para seguir la evolucidn de los cultivos, se
procedid a preparar medio Grace + 10% de SBFI como con-
trol al que se afiadid ClNa (100 meq/1) o sorbitol (0,2M)
para broducir una presidén osmética similar (550-575 mOsm)
a la del medio Grace modificado (OSUNA y col., 1979), me
dida con un osmdmetro automdtico (Osmette S, Precision
Systems Inc.).

Estos medios fueron inoculados y cultivados en
las condiciones indicadas en el apartado 3.2.2., siendo
el pH de los mismos 6,2-6,4,

Se siguid el crecimiento por recuento en camara
hemocitométrica de Neubauer, el pH con un pHmetro Beck-
man 1350, la concentracidén de glucosa por el método de
BERGMEYER y BERNT (1974) (apartado 3.9.) v la produccién

de amonio con el kit 170-UV de Sigma (apartado 3.7.1.)
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los dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 de cultivo.
Se.hacen cultivos paralelos, sin abrir los tu-—

bos, para tenerlos en las mismas condiciones que 1los cdl

tivos viejos en los que precipitan cristales,donde se ob

servard la precipitacidén de los mismos vy la diferencia

con los cultivos que se abre.



3.9.-~ DETERMINACION DE GLUCOSA

Se ha empleado el método descrito por BERGME~
YER v BERNT (1974) en el que se utiliza la enzima gluco-
sa oxidasa, que actua oxidando la D-glucosa en &cido glu
cébnico en presencia del oxigeno atmdsfér}co, forméandose
ademgs agua oxigenada, la cual por accidn de la enzima
peroxidasa se descompone liberando oxigeno que actua so-
bre la orto-dianisidina reducida (leucobase) convirtién-
dola en orto-dianisidina oxidada (cgomobase) coloreadas
Este color es proporcioﬁal a la cantidad de glucosa ini-

cial de la muestra y es medido a 440 mm.

Aunque la glucosa oxidasa es una enzima especi
fica de la beta=-D-glucosa, al ir siempre acompafiada de
. mutasa sirve para la determinacién de toda la glucosa de

la muestra.

En primer lugar, se prepara una solucidn de or
to~dianisidina al 1% en etanol al 95%, la cual debe pro-

tegerse de la luz. Se renueva cada mes.

Seguidamente, se disuelven 3,6 mg de beta-D-
glucosa (Sigma) en 100 ml de agua bidestilada, extempo-

rdneamente. A partir de esta solucidn preparamos la cur-—
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va patrén diluyendo con agua bidestilada hasta obtener

concentraciones de 90, 180, 270 v 360‘Pg/ml de muestra.

A continuacidn, se prepara extemporédneamente
la mezcla enzimética, que lleva 9,3 mg de glucosa oxida-
sa purificada (Sigma) y 3 mg de peroxidasa (Sigma) en 75
ml de tampdén fosfato di- monosédico (0,2 M)-tris (0, 1M)~-
ClH, pH 7,3, a la que se adiciona 0,5 ml de solucidn de

orto-dianisidina.

El blanco se prepara con 1 ml de agua bidesti-
lada. La muestra problema es de 1 ml, diluyéndose en el
caso de gue su concentracidn de glucosa sea excesivamen-

te elevada.

A cada muestra (blanco, patron, problema} se
adiciona 2,5 ml de la mezcla enzimdtica vy se agita, incu

bidndose 1 hora a 379C en bafio de maria.

Transcurrido este tiempo, se procede a la lec-
tura a 440 nm en Spectronic con filtro blanco, represen-
tando graficamente la curva patrdén y determinando, a par

tir de ella, la concentracibén de glucosa del problema.



)
3.10.~ PRODUCCION DE Hcoz A PARTIR DE D-(U-”C)—GLUCOSA

Una vez recolectads los parésitos (apartados 3.
2.7, ¥ 3.2.2.), son nuevamente lavados en solucidn de
Krebs-Henseleit (apartado 3.4.) y resuspendidos, seguida
mente, en dicha solucidén a la que previamente se afiade
10 mg/ml de alblmina de suero bovino (Sigma) v 10 mM de
glucosa (Riedel), diluyéndose hasta obtener un nGmero ade
cuado de tripanosomas/ml. Posteriormente, se le adiciona
D-(U-1AC)-glucosa (Radiochemical Center) en la proporcidn

de 1}1Ci/2 ml,

A continuacidén, se tomam matraces erlenmever
de 25 cm3 de capacidad en los Que se introduce 2 ml de
medio con tripanosomas. Los matraces se cierran con un
;tapén de goma, el cual lleva un papel de filtro (2 x 4
Cm) arrollado e impregnado con 0,1 ml de KOH al 10% que

queda colocado en el interior del matraz.

Los erlemmeyer son incubados a 282C con movi-
miento de balanceo, para facilitar la reaccién, durante
1 hora. Tras este tiempo, se detiene la reaccién con 1

ml de alcohol metilico, que procveca la muerte instanté-
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nea de los tripanosomas sin actuar sobre la glucosa.

Se dejan durante 24 horas a 282C para que el
papel de filtro impregnado de potasa absorba todo el Co,
desprendido durante la degradacidén de la glucosa llevada
a cabo por los pardsitos. Al cabo de este tiempo, los pa
peles de filtro se recogen y se depositan en los.viales
de centelleo liquido que contienen 15 ml de liquido de

¢
centelleo, cuya composicidén es la siguiente: 0,5 1 dé to

lueno (Merck); 0,5 1 de metanol (Riedel); 0,02 g/1 de di.

metil -POPOP (Sigma) y 2 g/1 de PPO (Sigma).

En un contador de centelleo liquido (Beckman
LS-TEOO) se mide la radioactividad en desintegraciones
por minuto (dpm), para lo cual se prepara un blanco con
15 m1 de 1liquido de centelleo con papel de filtro v otro
sin é1 {como fondo).

14

Para el calculo de los mmoles de 002 libera-~

dos/hora se procede de la forma siguiente:

5
1 pCi~se corresponde con 2,2 x 10" dpm; 323
nmoles de la D—(U—14C)—glucosa empleada tienen una acti-
vidad de 1 PCi; cada mmol de glucosa se metaboliza en 6

nmoles de Co,.
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14

Por lo tanto, el nlmero de mmoles de CO2

producidos/hora/nﬁmero de tripanosomas seria igual a:

323 x 6 x dpm
2,2 x 10°

siendo dpm = dpm de la muestra - dpm del blanco.



3.11.— PREPARACION DE EXTRACTOS DE Trypanosoma cruzi

Una vez recolectadoslos pardsitos (apartados
3.2.17. ¥ 3.2.2.), son nuevamente lavados en solucidn iso
ténica de ClNa al 0,9% y resuspendidos en un volumen ade
cuado de tampdén Tris-ClH, 10 mM, a pH 7,6. Posteriormen-
te, son sometidos a la accidn de los ultrasonidos en un
sonicador MSE en las siguientes condiciones: &4 micrones,
30 segundos, 4 veces a intervalos de un minuto, mantenieg

do la muestra en bafio de hielo.

Una vez obtenido el extracto; es centrifugado
a 31000 x g a 29C durante 30 minutos en un rotor JA=20
de una centrifuga refrigerada Beckman J2-21M. Se separane
botén y sobrenadante, pesédndose el primerc en una balanza
Sartorius utilizéndese para determinar la actividad sﬁc—
cinato deshidrogenasa, mientras que el sobrenadante es
utilizado para el resto de las determinaciones enzimAti-

cas (apartado 3.13).

El botdén es resuspendido, para su utilizacidn,
en un volumen adecuado de tampdén fosfato, 10 mM, pH 7,2.
Posteriormente, las soluciuvnes de sourenadante y botén
son sometidas a una determinacién de proteinas por el mé

todo de LOWRY y col. (1951) (apartado 3.12.).



3.12.- DETERMINACION DE PROTEINAS

Esta determinacidén es realizada por una adapta
cién del método de LOWRY y col. (1951) a muestras 5 ve-
ces menores que las analizadas por esta técnica. E1 méto
do se basa en la asociacidn de las reacciones del biuret
(reaccidén de los enlaces peptfidicos) v de Folin (reacti-*

vo de la tirosina). -

En primer lugar, se prepara la solucidn alcali

na de cobre mezclando 30 ml de GO Na2 al 2% en sosa 0,1

3
N con 1 ml de solucidn de S0, Cu.5H,0 al 0,5% en tartrato

sédico al 1%, extemporidneamente.

El reactivo diluido de Folin se prepara por di
lucidn 1:1 del reactivo de Folin-Ciocalteou comercial

(Panreac) con agua bidestilada.

la solucidén patrén de proteinas se prepara por
disolucidén de 10 mg de alblmina de suero bovino (Sigma)
en 10 ml de agua bidestiladé; extemporénea&ente. A par-
tir de esta solucidén preparamos la curva patrdén de prote
ina diluyendo con agua bidestilada hasta obtener concen-
traciones de 10,-20, 30 y 40 pg de proteina por muestra

de 200 Pl.
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La muestra problema es de 200 Pl’ diluyéndose
en el caso de que su concentracidn Proteica sea excesi-

vamente elevada.

El blanco se hace con 200 Pl de agua bidestila

da.

Seguidamente, se adiciona a cada muestra (blag
co, patrén vy problema) 1T ml de la solucidén alcalina de
cobre, se mezcla y se deja reaccionar durante 15 minutos

en bafio de maria a 302cC,

A continuacidn se afiaden 100 Pl de reactivo di
luido de Folin v se mezcla immediatamente, debido a su
inestabilidad en medio alcalino, incubdndose 20 minutos

a 30%C, en bafio de maria.

Transcurrido este tiempo, se procede a la lec-
tura a 640 nm en espectrofotdmetro (Zeiss PM2X), repre -
sentando graficamente la curva patrén v determinando, a

partir de ella, la concentracidn proteica del problema.



3.13.~ DETERMINACIONES ENZIMATTICAS

En todas las experiencias realizadas, una vez
pesados los componentes de la mezcla de reaccibn, excep=
to el sustrato, son disueltos en el tampén (5x) de la
reaccibn, previamente preparado., El sustrato es disuel-
to aparte en agua bidestilada, haciéndose diluciones del

mismo, si son necesarias.

Se trabaja en cubetas de plastico, microcube -
tas, de 1 cm de paso de luz. En todos los casos, las téc
nicas se han adaptado a un volumen final de 1 ml en cube

ta,

En los casos que se emplean enzimas auxiliiares,
que se encuéntran en suspensidén en una solucién de sulfa
to amdénico 3,2 M (excepto léctico deshidrogenasa, que es
td4 en solucién 2,1 M), éstos son previamente diluidos en
10 veces su volumen de agua bidestilada y colocados en
tubos de didlisis (Serva, tipo 8/32). Seguidamente, son
sometidos a dializado frente tampdn Tris-ClH (10 mM) pH
745, durante, al menos, 8 horas a 42C y en agitacidén con
tinua, mediante agitador magnético. E1 dializado se adi-

ciona a la mezcla disuelta en el tampdn (Sx).
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Las éubetas, tras ser desengrasadas con alco-
hol etilico, son colocadas en la cdmara termostatizada a
37¢C del espectrofotdédmetro (Zeiss PM2K) afiadiéndoles a
continuacidn las cantidades apropiadas de agua bidestila
da y mezcla en tampén (3x) y se sigue su absorbancia has
ta la estabilizacidn, a la longitud de onda adecuada. A
continuacidén, se adiciona la cantidad de extracto perti-
nente, previa agitacidén del mismo, aguardédndose hasta el

equilibrio de su densidad &ptica.

Finalmente, se afiade el sustrato, con el que
se inicia la reaccidn, la cual es seguida durante 5=10
minutos (segin el caso). Péra elio, se anota la varia -
cién de densidad dbptica cada 30 segundos 6 1 minuto (se-
gin el caso) y es plasmada grificamente en papel de re-
gistro, por un registrador Houston Instruments modelo
OmniScribe.

En el caso de la glucosa-6-fosfato deshidroge-
nasa, la reaccidn se inicia con el extracto, pues se ob-
tienen mejores resultados que con el sustrato. Por ello,
Se prepara previamente un ciego sin sustrato, pero con
el resto de la mezcla de la reaccién, incluido el extrac
to, v se sigue espectrofotométricamente, siendo restado

de los wvalores obtenidos en el resto de las cubetas.
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3.13.1.~ HEXOKINASA (E.C. 2.7.1.2)

Se ensayd por el método descrito por JOSHI vy
- JAGNNATHAN (1966) en el que la mezcla de la reaccidn con

tiene:

20 mM de Tris-ClH, pH 7,5; 20 mM de Cl Mg

2
0,01 mM de EDTA; 0,13 mM de NADP; 1 mM de ATP; 0,2 U/ml
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; aproximadamente 0,1

mg de proteina y una concentracidn de sustrato, D-gluco-

sa, variable entre 0,01 mM v 15,0 mM.

La reaccidén se sigue espectrofotométricamente,
a 340 nom, por aumento de la Qensidad 6ptica, por forma -
cibén de. NADPH. El1l coeficiente de extincidn molar de éste,

2
a 340 nm, es de 6,22 x 106 cm” /mol.
3.13.2.~ FOSFOFRUCTOKINASA (E.C. 2.7.1.11)

Se determind por una modificacidn de la técni-
.ca de LING y col, (1966) en la que la mezcla de la reac-

cidén contiene:

30 mM de Tris-ClH pH 8,0; 5 mM de SO,Mg; 50 mM

de ClX; 1 mM de ditiotreitol; 2 mM de ATP; £Z mM de AMP;
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25 Pg/ml de aldolasa; 1 U/ml de fosfoglucoisomerasa;
0,25 mM de NADH; aproximadamente 0,1 mg de proteinma del
extracto y sustrato. Como sustrato se emplea glucosa-6-
fosfato y fructosa-6-fosfato en la proporcién 3:1, para
garantizar un aporte continuo de sustrato (mediante la
enzima fosfoglucoisomerasa), especialmente a bajas con-
centraciones. Estas oscilan entre 0,01 mM v 2,0 mM de

fructosa-6-fosfato.

La reaccidn se sigue espectrofotomédtricamente
por descenso de la absorbancia'a 340 nm, por desapari-
cibén de NADH debido a la oxidacidn a NAD. El coeficien—
te de extincién molar del NADH, a 340 mm, es de 6,22 x
106 cmg/mol. Cada mol de fructosa-6-fosfato transforma-—

do da lugar a la desaparicidén de 2 moles de NADH,
3.13.3.~ FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA (E.C. 3.1.3.11)

Se determindé por una modificacién del método
de ROSEN y col. (1966). La mezcla de la reaccidn contie-

Ne:

30 mM de Tris-ClH, pH 7,2 (o en su caso, 40 mM
de glicina~ClH, pH 9,5); 5 mM de ClZMg; 0,25 mM de NADP;

0,2 mM de EDTA; 0,6 U/ml de glucosa-6-fosfato deshidro-
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genasaj; 0,7 U/ml de fosfoglucoisomerasa; 0,25 mg de pro-
teina del extracto, aproximadamente, y fructosa-1,6-bis~

fosfato en una concentracidén entre 0,005 mM y 0,25 mM.

La reaccidn se sigue espectrofotométricamente
por incremento de la extincidén a 340 nmm por formacidn de

NADPH, a 372C (o en su caso, a 282C).

3.13.4.- PIRUVATO KINASA (E.C. 2.7.1.40)

Se ensayl por la técnica de VALENTINE y TANAKA

(1966) en la que la mezcla de la reaccidn contiene:

8,33 mM de trietanolamina-ClH, pH 7,5; 75 mM
de ClX; 8 mM de SO, Mg; O,4 mM de ADP; 0,2 mM de NADH; 6
U/ml de lactato deshidrogenasa; aproximadamente 0,05 mg
de proteina del extracto y sustrato, fosfoenolpiruvato,

en una concentracidén de 0,1 mM a 10 mM.

La reaccidn se sigue espectrofotométricamente
a 340 mm, por decrecimiento de la absorbancia debido a

la oxidacidn de NADH a NAD.



3.13.5.~ GLUCCSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (E.C. 1.1.1.49)

Se midié por le técmica LOHR y WALLER (1965) desa
rrollada por COOMBS y col. (1982). La mezcla de la reaccidn

contiene:

42 mM de trietanolamina-ClH, pH 7,5; 0,46 mM de
NADP; 4,2 mM de EDTA; aproximadamente 0,07 mg de proteina v

concentraciones de glucosa-6-fosfato entre 0,01 mM ¥y 10 mM.

La reaccidn se inicid por adicidn del extracto vy
se siguid espectrofotométricamente, por aumento de la densi

dad éptica a 340 nm, por formacién de NADPH. -
3.13.6.~ CITRATO SINTASA (E.C. 4.1.3.7)

Se determind por la teénica de SRERE (1569). La

mezcla de la reaccidn contiene:

100 mM de Tris-ClH, pH 8,1; 0,1 mM de 5,5'-ditio;
bis-(2—nitrobenzoato); 0,3 mM de acetil-coenzima A; 0,5 mM
de oxal-acetato vy, aproxi&adamente, 0,03 mg de proteina del
extracto. La cinética frente a acetil-coenzima A fue estu -
diada por variacidén de su concentracidn entre 0,00l mM y

0,3 mM, v frente =a ;xal—acetato, entre 0,001 mM v 0,5 mM.
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La reaccidén se.inicid, en todos los casos, por
adicidn de oxal-a;etato v fue seguida espectrofotométrica-
mente a 412 nm, por incremento de la densidad éptica debida
al ién mercaptano. El coeficiente de extincidn molar del

ién mercaptano, a 412 nm, es de 13,6 x 106 cmg/mol.

3.13.7.- ISOCITRATO DESHIDROGENASA NADP (E.C. 1.1.1.42) Y

NAD (E.C. 1.1.1.41) DEPENDIENTES.

Se determinaron por una modificacidén de la técni-
ca de SIEBERT (1963) en la que utilizamos hidrazina,para
atrapar el cetoacido producto de la reaccidn (alfa~cetoglu—
térico), y citrato, para gue haya un aporte continuo de L-
isocitrato, especialmente a bajas concentraciones. Se usa
como sustrato una mezcla de L-isocitrato v citrato en una
proporcidn de'15:1, basandonos en el equilibrio siguiente
(KREBS, 1953):
citrato — (cis-aconitato) —=——= L-isocitrato

91% 3% 6%
y utilizando la aconitasa del propio extracto ensayado. La

mezcla de la reaccidn contiene:



- 144 -

Tris(25 mM)-hidrazina(125 mM)-ClH, pH 7,4; 1,33
mM de SO#Mn; 0,3 mM de EDTA; 0,08 mM de‘NADP (O,§ mM de NAD
en el caso de isocitrato deshidrogenasa NAD-dependiente);
aproximadamente 0,05 mg de proteina y sustrato (citrato 15x
y DL-isocitrato 2x) en concentraciones que van de 0,001 mM

a 2 mM de L-isocitrato.

La reaccidén se inicid por adicidén del sustrato,
tras conveniente equilibracidn, y se siguid espectrofotomé-
tricamente por incrementoc de la absorbancia a 340 nm, por
formacién de NADPH (NADH). E1 coeficiente de extincidén mo -

lar de NADPH y NADH, a 340 nm, es de 6,22 x 106 cmz/mol.
3.13.8.~ SUCCINATO DESHIDROGENASA (E.C. 1.3.99.1)

Se determind por la tdcnica de BONNER (1955 en
la que se mide la reduccidn del ferricianuro espectrofotomé
tricamente a 400 nm. Nosotros la hemos adaptado a 420 mm,
como la utilizan otros autores, obteniendo mejor resolucidn.
El coeficiente de extincidn molar del ferricianuro a 420 mm
es de 1,00 x 106 cmz/mol. Cada mol de succinato transforma-
do conduce a la reduccién de 2 moles de ferricianuro. La

mazcla de la reaccidn contiene:



i 100 mM de tampdén fosfato, pH 7,2; 10 mM de cia-
nuro sédico; 1 mM de ferricianuro potésico; aproximadamen

te 0,1 mg de proteina y succinato sbdico en concentracio-—

nes de 0,05 mM a 10 mM,

3.13.9.- CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

.- ks

La actividad especifica de los enzimas estudia-

dos se calcula en base a la siguiente ecuacidn:

DO/min x VEf x 1000

Ae = — - nmoles/min/mg proteina
CE x Vp x Cp x N

siendo:

Ae = Actividad especifica

DO/min = Variacién de densidad éptica por mingto

VI = Volumen final en cubeta, en ml

1000 = Factor de conversidén de umoles a nmoles

CE = Coeficiente de extincidén molar

Vp = Volumen de extracto proteico en ml

Cp = Concentracidn proteica del extracto en mg/ml

N = Nimero de moles de cosustrato que se transforman por

mol de sustrato utilizado =
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3.13.10.; CALCULO DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS Y DE LA

VELOCIDAD MAXIMA

Para el andlisis de los resultados obtenidos ex—
perimentalmente sobre la cinética enzimAtica, se procede a
representar graficamente V/S (abcisas) frente V (ordenadas)
Yy a calcular la recta de regresidén, por el método de los
minimos cuadrados, determindndose asi la ecuacidén, denomi-

nada de Eadie-Hofstee,

V = =(Km x V/S) + V max

donde
V = Velocidad de la reacéidn
S = Concentracidn de sustrato

Km = Constante de Michaelis

Vmax = Velocidad mAxima de la reaccidn.



3.14.~ OBSERVACIONES GENERALES

Todos los medios y soluciones empleados son
preparados con agua bidestilada, ya que deben estar com-
pletamente exentos de trazas de metales pesados, téxicos
para los cultivos Yin vitro", tanto de las células como

de los parasitos.

Una vez disueltos los componentes del medio,
proceso que se realiza con ayuda de un agitador magnéti-

co, se procede a su esterilizacidn.

Para ello, excepto en el caso del medio NNN,
pPreparado como se detalla en el apartado 3.1.1.1., debe-
mos recurrir a una esterilizacidén por filtracidn, que se
realiza a través de equipos de filtracidén, de pléstico
adecuado, Sartorius (SM 16310) provistos de filtros Sar-
torius de 0,43 micras de didmetro de poro, previamente
esterilizados al autoclave (Selecta) a 1202C dﬁrante 30
minutos, y bajo presidn positiva de 1,2Kg/cm2, presidn

suninistrada por una bomba Millipore (KX6022-OSO).

Una vez esterilizados los medios, se llevan

los aparatos de filtracidn al interior de una cémara de



flujo laminar vertical (Glatt) Y tras abrirlos, se tras-
vasa el filtrado, con avuda de pipetas pasteur estériles
al interior de matraces o frascos de tapdén de rosca, es-
terilizados previamente al autoclave a 120°C durante 30

minutos. Los frascos conteniendo el medio estdril se al-

macenan a 42C hasta el momento de su uso.

Se siembran muestras de los medios en placas
de agar-sangre, incubdndose a 372C durante 72 horas, pa-

ra comprobar su esterilidad.

Los aparatos de filtracidn, asi como los fras-
cos vy pipetas y, en general, todo el material empleado
son lavados eu detergente Liguinox (Alconox Inc.) espe-
cial para cultivos de tejidos, y enjuagados minuciosamen
te con agua destilada y esterilizados al autoclave a 120
2C 30 minutos.

Los frascos empleados, tanto en el cultivo del
paradsito como en el de las células Vero, son de dos tipos:
de vidrio borosilicado de alta pureza, con ausencia absc-
luta de iones pesados, o de pléstico, especialmente dise-

flados y esterilizados por radiacidén gamma en fibrica.

Todas las manipulaciones expuestas en el apar-

tado de material y métodos, en lo que a cultivos ¥y expe-
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riencias con pardsitos y/o células vivas se refiere, se
realizan en las mas estrictas condiciones de esterilidad,
ya que cualquier contaminacidn destruiria los cultivos

y falsearia los resultados.
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4o1.- CRECIMIENTO Y TRANSFORMACION DE Trypanosoma cruzi

EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS

La metodologia utilizada, asi como los medios

empleados, se describen en el apartado 3.2.4,

Los resultados de los valores méximos de creci-
miento y de transformacidén han sido sometidos a tratamien

~to estadistico,como se indica en el apartado 3.2.4.1.

GRUPO A:

Tratamos de determinar si en el proceso de pre-
‘paracién del medio Grace de OSUNA y col. (1979), los cam-
biog de pH a que es sometido debian seguir el mismo orden
ensayado por los autores (acidificacién ¥y posterior neu -
tralizacidn) y si el tiempo de accidén del pH Acido o basi
co sobre el medio ejerce alguna influencia en el creci -

miento y diferenciacidén de Trypanosoma Cruzi.

Los resultados estan expuestos en los cuadros

n? 1y 2 y en las graficas n? 1 y 2.

I.as curvas de crecimiento son similares, pero

con un ligero retraso en P3, ocurriendo lo mismo en las



curvas de diferenciacidén, aunque en P2 parece existir un

ligero adelanto.

El andlisis estadistico no mostrd diferencias
significativas entre los valores méximos de ninguno de
los medios, habiéndose realizado todas las comparaciones

posibles.
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Cuadro n2 1.= CRECIMIENTQO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS..

- GRUPO A.

Dias de Medios®
gultivo p1 (4)° P2 (3) P3 (3) Pl (3) P5_(3)
Inéculo 1,10 | 1,10 | 1,10 1,10 1,10
3 4,29i0,35 4,76+0,85 2,82+0,79 3,86+0,73 3,76io,32
6 13,5242,05 13,3942, 36 9,84+0,69 11,6842, 31 11,97+1,46
8 17,0441,94 18,6h41,46 14,29+40,91 15,68+1,93 16,64+1,03
10 20,h2+3,67 21,67¢J,87- 19,0742 ,32 19,13+2,97 19,01i1,69
12 17,0042 ,64 16,6841,64 17,7140, 77 22,3742 ,40 15, 18+0,80
ecMC 21,5243,37 21,67+1,87 19,2042, 24 22,3742,40 19,01+1,69

a) Los resultados son mediai+S.E.M. (errvor

organismos/ml.

b) El ntmero entre paréntesis indica el nlmero de experiencias realizadas.

estandar de la media) expresados en millones de

c) Crecimiento maximo= Media del n? de organiSmos/ml maximo de cada experiencia.
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Cuadro n? 2.- PORCENTAJE DE METACICLOGENESIS DE Trypanosoma:cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO

GRACE MODIFICADOS, GRUPO A.

Dias de Medios®
cultivo Py (4)® P2 (3) P3 (3) _Ph (3 .P5 (3
Inéculo - - - - -
6 by1+1,2 9, 1+1,4 2,540,5 5,440,9 2,1+0,3
8 11,442,3 21,7+4,9 7,740,9 18,5+5,4 13,242,3
10 28,3+4,1 26,6+1,0 25,0+7,8 28,146,6 23,646,6
12 26,043,2 32,844,9 27,846,1 35,246, 1 32;3iu,2
My 30,442,9 32,8449 30,547, 3 35,246, 1 36,241,6

a) Los resultados son media + S.E.M, (error estindar de la media) expresados en porcentaje

| .
de formas metaciclicas.

s
‘-
e

b) El nGmero de experiencias se indica entre paréntesis.
c) Metaciclogénesis mAxima = Media de los porcentajes maximos de formas metaciclicas de ca
da experiencia.
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GRUPO B:

Se pretende analizar factores fisico-quimicos
que pueden intervenir en el crecimiento y/o diferencia-—
cién de T. cruzi, como son la presidn osmética, la fuer

C . . . . . .~ + +
Za ionica, la viscosidad, concentracidn de Ma o de K

o la relacibén existente entre ambos icnes.

Los datos experimentales vienen detallados en
los cuadros n? 3 a 8 ¥ graficas n? 3 a 8, en donde se
observa un crecimiento similar en todos los casos, ex -
cepto en G7 ¥ G8, en los gque el crecimiento es menoT,
pero al comparar estadisticamente los valores méximos de

los medios frente al control {G@)}, en ningiin caso se en-—

contraron diferencias significativas.

En cuanto a los wvalores de transformacidn, se
observa una curva similar en todos los medios, excepto
en G1, la cual se adelanta, v en 5G9, gue se atrasa. El
andlisis estadistico indica gque los wvalores méximos de

diferenciacidén son similares al control, excepto en G1

(P<0,03) vy G2 (P <0,004), gque son supericores.



Cuadiro n?

3.= CRECIMIENIO DE

GRUPO B,

Trypanosoma cruzi

EN MEDTOS DE CULTIVO

Dias de

Medios

GO (11)b

0,70

7, 1,96
15,80+1,81
22,4742, 38

| R3,0742 43
19,2321, 86

G1 (5)

0,70
4,23i0,67

17,1041, 45

21,7042,64

20,6742,98

16, 48+73,86

-,

G2 (13)

0,70
Uy U3, il
15,36$1,64
23,344,777
R7,764M,24

17,4944, 96

_G3 (3)

0,70
6,5141,00
17,0142 ,24
20,37+2,03
22,9345, 52

1%4,9043,28

et

26,342,143

B

29,6242, 12

24,4844 ,02

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro nt?1,

GRACE MODIFICADOS.
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Dias de

oultivoe

Indeule . o - -
6 Tyha3,2 6,74£1,0 | 2,@;@,8 243£0,2
8 16, 044, 4 By bk, 19,041,5 22,145,3
10 26,9435 Wy Rah b 51,042,3 34,542,6
12 31,722, 4 U3, 14h, 1 43,7+7,0 ‘ 35,957,2
Ll 96,812 2 W7y agh, 9% 52,841, 8% 38,246, 1

Las nhotas a, b ¥ e, se cerresponden con las del cuadro n? R
Hignificaeidn estadistiear (#) P<0,05; (wxx) P<0,005.
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Cuadreo n?

5+~ CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi EN ME

GRUPO B,

DI O

5 DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS

Dias de

Inbeulo
3
6
8
10

q 4
2

. a
Medios™

cultivo

ah (5)"

0,70

b,65+0,81
16,7242 ,95
19, 1442, 39
RO ,5342,87

18,3141,38

LG5 ()

0,70
4,6340,55
R0,9642,13
25,3241,

24,2642 2

i
W

2l 6R 4l , 87

G9_(4)

o

0,70
h,9440,93
13,88+1,95
18,1241,72
Rl ,22473,48
R0,37+3,54

eM©

R3,1742,68

R9,2643,04

2U, 543,18

Las notas

et B b e e e e L L T e r T

= e e o e ot

a, b yec,

se corresponden con las del cuadro nt?
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Cuadro n? 6,- PORCENTAJE DE METACICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTI-

VO GRACE MODIFICADOS., GRUPO B,

Dias de - Medios®
cultivo Gl (5)]D G5 (4) G9 (4)
Inbculo - - -
6 6,9+42,9 8,516,8 R,741,0
8 . 21,64+8,5 17,9+48,8 6,6+2,0
12  38,846,3 29,545,3 38,147,5
MM © - h2,116,5 37,815,3 38,147,5

- Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 2,
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Cuadro n? 7.- CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS

GRUPO B..

Dias de ’ Mediosa
cultivo a6 (8)° a7 (3) ¢8 (2)
Inbéculo 0,70 0,70 0,70

3 by 1540, 41 3,2541,54 2,66+1,66

6 12,9941,96 7,4943,12 7,1242,32

8 17,2341,66 12, 7443, 44 11,5241, 12

1O 17!7912!01 15|39£295O 15,@4:0’64

12 16,3842 ,42 15,3140,46 13,9243,68

cM© 20,01+1,88 16,6441,64 16,0041,60

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 1.
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Cuadro n? 8.~ PORCENTAJE DE METACLICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTI-

VO GRACE MODIFICADOS., GRUPO B,

Dias de I Medios"
cultivo G6_(8)" G7 (3) G8 (2)
Inéculo - - -
6 6,9+3,7 8,7£0,9 11,041,0
10 31,443,7 34,321,2 R9,5%1,5
12 . 35,443, 4 26,641,0 16,941,9
MM°© 38,943,4 3h,341,R 29,541,5

Las notas wm, b y ¢, se corresponden con las del cuadro nt 2,4
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GRUPO Cs

Se trata de determinar las posibles sustancias
que pueden estar implicadas en un buen crecimiento y/o

una buena diferenciacidén de T. cruzi.

a) Subgrupo vitaminas

Se pretende determinar si la ausencia de algu-
na o algunas vitaminas influyen de forma positiva o nega

tiva sobre el crecimiento y/o la diferenciacién de Trypa-

nosoma cruzi.

Los valores experimentales estan expuestos en
los cuadros n? 9 a 12 y en las graficas n? 9 a 12. De
ellos se deduce una disminucidn generalizada del creci -
miento con respecto al control (GPO), que es significati
va, a nivel de crecimiento miximo, en GPT (P<0,0.l+), GPP
(P<0,04), GPR (P ¢0,02) y, sobre todo, en GPF (P« 0,007),
Y aunque no significativa, si clara-en GPN, Por el con-
trario, GPOv sostuvo un crecimiento acorde con el control,

aunque algo mas retrasado.

En cuanto a la diferenciacidn, en todos los ca-—
8Cs es claramente inferior al csntrol a partir del 82 dia
de cultivo, excepto GPP, aunque a nivel de transformacidn

maxima no hay diferencias estadisticamente significativas.
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Cuadro n? }9.— CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS,

GRUPQ C. SUBGRUPQ VITAMINAS.

¥

Dfas de Medios™
cultivo gro_(8)P GPT (4) GPF (3) GPP (2)
Inéculo 1,11 1,11 1,11 1,11
3 k,1220,37 3,0540,61 3,57+0,40 2,6840,20
6 12, 14+1,21 5,3140,92 4,1740,58 4,86+0,75
8 13,62+1,15 8,0810,89‘ 5,60+0,76 5,44+0,24
10 13,6941,48 8,76+1,08 5,57+0,69 7,0011,72
em® 1, 5341, 41 9,521('),8635 5,95¢0,823€* 7k,(.)0_¢1_,7.:’2!,wn

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n?1,
Significacidon estadisticas () P~<0,05;(ﬂ*) P£ 0,01,
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Cuadyro n? 10.- PORCENTAJE DE METACICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO

GRACE MODIFICADOS., GRUPO C, SUBGRUPO VITAMINAS,

v r i aa B
Dias de e ,, e Medios

cultivo Gpe (b)

Inbéculo - -
6 2,0£0,3 1,740,3 0,340,3 1,740,2
8 Ty742,5 1 2,940,9 0,840, 1 U, 640,5

10 Tola1,4 | 4,3$1;5' 1,840,7 Ty1434)

MM © 9,8+2,3 by341,5 1,840,7 7,642 ,6

Las notas &, b y ¢, se corresponden con las del cuadre n? 2,
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GRAFICA N2 15. - Porcentaje de metaciclogénesis de T.cruzi en me-
dios de cultivoc Grace modificados. Grupo C.Sub-

grupo Vitaminas.



GRUPO C. SUBGRUPO VITAMINAS,

Dias de

oultivo _apr (2)" GPN_(3)

g 2,2840,20

8 5,0040,76

10 5,84 40,56 8,9640,26

7,9841,15
10,72 +0,86

13,5341,03

M 5,440, 56™ 10,8340,36

Las notas o, by ¢, secorresponden con las del cuadro nt

Signl floactdén estadisticas (%) P <0,085,
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GRAFICA N2 11.- Crecimiento de T.cruzi en medios de cultive Gra-

ce modificados. Grupo C. Subgrupo Vitaminas.



Cuadro n?

PORCENTAJE DE METACILCLOGENESIS

VO GRACE MODIFICADOS.

NA Se

Dias de

cultivo
Inéculo
6
8

10

o a
Medios

arr (2)"

1,640,4

3 i“ )

GPN (3)*‘

1,440,3
2,04+0,7

3,040,9

Grov_(3)

1,240,1
g,gio,é

540, 5

(81

3,

[

MM

Las notas
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GRAFICA N2 12,- Porcentaje de metaciclogénesis de T.cocruzi sn me-
dios de cultivo Grace modificados. Grupo C. Sub-

grupo Vitaminas.



b) Subgrupo aminodcidos

Se pretende determinar con GP6 y GP4 si los
aminoécidos mé&s labiles, a la hidrdlisis Acida o béasica,
son necesarios para el crecimiento Y{o la metaciclogéne-—

sis o si su ausencia puede afectarles.

Los resultados indican que en ambos medios se
retarda el crecimiento. En GP6, a los 10 dias de cultivo,
la d?ferenoia de crecimiento mAximo con el control (GPO)
es claramente significativa (P<.0,003). Pero a los 35
dias de cultivo, el nlmero de tripanosomas/ml era similar
al del control al 102 dia (el control, al dia 359 de cul-
tivo, contaba séle con 1 x 106 Qrganismos/ml, la mavoria

en mal estado) (Cuadros n? 13 v 14 y Graficas W2 13 y 14)

En GP4, durante los primeros 10 dias de cultivo
hubo un ligero v paulatino descenso del ndmero de flagela
dos/ml hasta que terminaban practicamente por desaparecer,
para volver a aparecer a los 20-25 dias de cultivo, ini -
ciandose un lento crecimiento y observéndosé un maximo va
riable entre los 45-60 dias de cultive, con valores simi-
lares a los del control al 102 dia, aunque la diferencia-
cidn fue minima (1-2%). E1l control carece practicamente

de organismos vivos al 45-60 dias de cultivo.
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El medio GPﬁet se ensayd para comprobar si la
metionina podia influir en el crecimiento y transforma-—
cidén de T. cruzi, teniendo en cuenta su actuacidén en
otros microorganismos, comprobadndose que la diferencia-
cién es claramente inferior al control, aunque sus valo
res méximos no tienen diferencias estadisticamente sig-
nificativas con el mismo, mientras que el crecimiento

sélo fue ligeramente inferior al control (cuadros n? 13

v 14 y gréaficas n? 13 y 14).



Cuadro n? 13.- CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS

GRUPQ C., SUBGRUPO AMINOACIDOS.

Dias de ‘ Médiosa

cultivo GPO (8)b GPMet (4) GP6 (4)

Indculo 1,11 1,11 1,11
3 4,1240,37 4,3340,57 1,89+0,22
6 12,1441,21 8,95+1,18 3,0240,50
8 13,6241, 15 10,3240,22 4,1140,90
10 13,6941,48 9,82+0,92 i, 8l41,59
C

cM

14,531,417

10,9010,54

5,0241,53%%%

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 1.
Significacién estadistica: (##x) P < 0,005,
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GRAFTCA N2 13,- Crecimiento de T.cruzi en medios de cultivso Cra-

ce modificados. Grupo C. Subgrupo Aminocécidos.
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Cuadro n? i14.- PORCENTAJE DE METACICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTI-

VO GRACE MODIFICADOS. GRUPO C. SUBGRUPO AMINOACIDOS.

Dias de Medios®
cultivo ~ GPO (8)b GPMet (&) GP6 (4)
Inéculo - - -
6 2,0+0,3 1,240, 1 1,140, 1
8 T,742,5 1,940,5 2,040,9
10 7,441,k  2,6+0,8 6,9+1,1
MM 9,812,3 2:6i018 6,911,1

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 2,
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c) Subgrupo azlicares y A&cidos orgénicos

Por una parte se comprueba si la ausencia o
disminucién de azflGcares en el medio de cultivo, asi co-
mo la elimipacién de los acidos orgénicos de su composi
cibén, afecta el crecimiento v/o diferenciacidn de Try-

-

panosoma cruzi.

PR |
e |
% -

Asi, comprobémos que mientras GP1 sdlo produ-
ce un ligero aumento del crecimiento méximo,acompafiado
de un decrecimiento si@ilar de transformacidn maxima,
en cambio, GP3 y GP5 si provbcan un aumento significati
Vo-del crecimiento maximo (P<:0,05 v P<0,009, respécti}
vamente), destacando que GP3 alcanza mas rapidamente la
fase estacionaria que el resto de los cultivos (cuadros

n? 15 y 16 y graficas n? 15 y 16).

En cuanto a la transformacidn méxima, en GP3
es ligeramente superior al control (GPO), mientras que

en GP5 es muy superior (P<0,0002), (cuadro y gréfica

n? 16).

Por otra parte, se ensayan medios sin glucosa,
fructosa, ni tiamina (GP2), para ver si ésta o los pro-
ductos de su hidrélisis (GP2A, GP2B y GP2C) son capaces
de inducir la diferenciacién sin afectar el crecimiento

de T. cruzi.
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El crecimiente es claramente superior al con-
trol (GPO) a partir del 82 dia de cultivo. Bl crecimien

to maximo, sin embargo, sélo es significativo en GP2

(P 40,03) vy GP2C (P <0,05), aunque GP2A y GP2B alcanzan

un crecimiento méximo similar (cuadro y grifica n? 17).

Por lo que se refiere a la diferenciacién, en
todos los‘casos es significativamente superior al con -
trol (GP2, P < 0,004; GP2A, P<0,02; GP2B, P< 0,003 v
GP2C, P« 0,005) (cuadro y grafica n? 18). Enfre estos me
d:%.os, s6lo es ligeramenté significativa la diferencia en

tre GP2A v GP2B (P < 0,04).



Cuadre n? 15.~ CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS,

GRUPO C. SUBGRUPO AZUCARES Y ACIDOS ORGANICOS.

Dias de Mediosa
cultivo gro (8)° ap1_(3) GP3 (3) gp5 (5)
Tnéculo 1,11 1,11 1,11 1,11
3 4,1240,37 4,8010,28 6,39+0,39 5,61+0,64
6 12, 14+1,21 12,1642, 18 18,9142,62 14,52+1,41
8 13,62+1,15 14,4041, 7h 19,6442,81 19,36+1,03
10 13,69+1,48 16,2142,49 18,72+3,33 19,86+3,03
12 12,67+1,36 11,92+1,88 16,17+2,87 18,8443,10
cM® 14,5341,41 17,2041,70 20,8842,16™ 22,5042 ,21°"

Las notas a, b y.c, se corresponden con las del cuadro n? 1.

Significacibn estadisticas: (%) P <0,05; (%%) P<O0,01
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Crecimiento de T.cruzi en medios de cuiitivo Gra-
ce modificados. Grupo C. Subgrupo Azcares vy Aci

dos Orgénicos.
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Cuadrq n? i6,.,- PORCENTAJE DE METACICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO

GRACE MODIFICADOS. GRUPO C, SUBGRUPO AZUCARES Y ACIDOS ORGANICOS.

Dias de Medios?
cultivo GPO (8)b GP1 (3) GP3 (3) GP5 (5)
Inéculo ~ - - -
6 2,0+0,3 2,740,5 3,640,7 6,421,9
8 7+s742,5 6,0+1,2 4,7+0,3 21,4+4,6
10 Tolt1,4 5,510,6 8,240,2 32,145,717
12 6,6_1;113 3’7.'!'.190 ]2p7i136 35,8_i5,2
MM E 10,342,2 6,5+0,8 12,7+1,6 36,64k, 7000

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 2.

Significacibn estadistica: ()

P < 0,001,
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GRAFICA N2 16,- Porcentaje de metaciclogénesis de T.cruzi en me-—
dios de cultivo Grace modificados. Grupo C. Sub-

grupo AzQcares y Acidos Orginicos.



Cuadro n? 17,~ CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi

GRUPO C. SUBGRUPO AZUCARES Y ACIDOS ORGANICOS.
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Eﬁ'MEDIQS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS,

Dias de " Medios®
cultivo ap2 (5)° Gp24a (3) GP2B (3) ep2c_(3)
Inbculo 1,11 1,11 1,11 1,11
3 h,4640,72 6,5941,33 4, 7740,29 7,4120,19
6 13,4942,07 14,25+1,83 13,22+2,06 16,26i3,59
8 17,9841,83 17,2342, 44 18,7743,22 18,11+1,87
10 20, 1442 ,43 19,6043,73 18,5942 ,87 17,0142,22
cM” 20,8342,15" 20,0343,62 20,0042, 47 20,56+1,60™

l.as notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 1.

Stenificacién estadfstica:s (%) P« 0,05

Jrmn ey oo el e e e e



Millones de organismos/ml

30 F o GPO
* GP2
a GP2A
m GP2B

& GP2C

V]
o

10

i i 1

4 8 Dias

o~

GRAFICA N© 17.- Crecimiento de [f.oruzi en mcdios de cultive Gra-
ce modificados. Grupo C. Subgrupo AzGcares y Aci

dos Orgénicos.
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Cuadro n? 18,- PORCENTAJE DE METACICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO

GRACE MODIFICADOS, GRUPO C, SUBGRUPQ AZUCARES Y ACIDOS ORGANICOS.

Dias de o Mediosa
cultivo GP2 (5)b GP2A (3) GP2B (3) gp2¢ (3)
Inéculo - - ‘ - -

6 3,141, 1 2,4+0,2 1,640,4 1,940,6

8 16,644 ,2 9,541, 4 12,943, 4 16,945, 1

10 26,847,k 20,342,5 37,0+3,9 '32,848,6

12 33,745, 4 21,140,9 33,246,8 24,546, 4
MM 35, 145,07 22,040,9™ 38,34l , 9™ 32,848, 6%*%

Las notas &, b y ¢, se corresponden con las del cuadroc n? 2,

Significaclén estadistica: (%) P& 0,05; (uxx) P& 0,005; (mxxx) P<0,001, .
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GRUPQO D:

En este grupo de medios se conjugan agquéllos
con los gque mejores resultados se han obtenide hasta ol

momento.

En los cuadros y graficas n? 19 y 20, estén
detallados los resultados experimentales. De ellos se
deduce gue las curvas de crecimiento son simila&es a la
control (GPC), perc con un incremento en sus valores mé&

ximos que sdélo es significativo en el caso de GP5 (P‘d

0,05).

. En lo relativo a la diferenciacidn, ésta es
superior y significativa en todos los casos frente al
control {GPO ClNal, P< 0,0002; GPi, P« 0,003 v GP5C1Nak,
Pt:0,000E). Al compararlos con GP5 ClNai4, todos resulta

ron ser significativamente inferiores {GPO ClNak, P«

0,02 v GP5, P<0,01).
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Cuadro n?® 19.- CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIOS DE CULTIVO GRACE MODIFICADOS,

GRUPO D,

Dias de Mediosa

cultivo apo_ ()" GPO _C1Nah(h) GP5 (3) GP5 C1lNah(k)

Inéculo 1,09 1,09 1,09 1,09
3 9,091+2,54 * 8,23+2,23 8,5142,78 9,00+2, 14
6 18,8342, 135 19,0042, 34 25,0445,03 24,1043, 34
& 20,34+1,92 21,5641,52 20,7742 ,29 22,78+1,48
10 16,8541,88 21,9340,47 24,9941,63 22,3842,98
12 14,5041,88 20,6240, 39 21,9042,58 19,8342,64

oM© 20,6042 ,12 26,1241,59 30,6143, 4h™

RT,7243, 14

Las notas a, b vy ¢,

se corresponden con las del

Significacién estadistica: () P< 0,05,

cuadre n¢

Ta
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GRACE MODLFICADOS. GRUPO , D.

Dias de ' Mediosa
cultivo GPO (u)b» GPO C1lNah(4) ~ GP5 (3) GP5 C1Nal(4)
Inbéculo - - - - '

6 Lylzel,1 17,545,0 ©21,049,8 22,749,3

8 6,941,8 25,443, 33,642 ,8 51,147,0

10 9,243, 1 30,2414 | 25,7434 53,1453

12 4,8+1,9 23,2+5,9 13,041,7 41,0+4,9
M 91 T42,7 43,342,700 34,943, 7% 64,545,570

Las notas a, b y ¢, se corresponden con las del cuadro n? 2.
Significacién estadistica: (#xx) P« 0,005; (#xxx) P<0,001.
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4.,2.- ESTUDIO DE LAS POSIBLES MODIFICACIONES INDUCIDAS

EN _EL MEDIQ GRACE (1962)

L,2.1.- ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES EN AZUCARES.

Analizados los azlGcares de las muestras, por
cromatografia liquida de alta presidn, seglin se idadica en
el apartado 3.3.1., en todos los casos aparecieron los pi
cos correspondientes a dichos azQcares, apareciendo un
nuevo pico, en todas las muestras tratadas, situado en 1
una posicidén anterior a la fructosa, solapéndose-con ellia
cuando la concentracidén de la sustancia problema era ele-—

vada.

El pico correspondiente a la fructosa salia a
los 4,9 minutos de la inyeccidén de la muestra, el de la
glucosa a los 5,8 minutos y el de la sacarosa; a los 8,8
minutos. El pico problema salia en todas las pruepas a

los 4,7 minutos.(Figura n? 1). .

Como éste salia siempre, cualquiera que fuese
d
el o los azfcares tratados, sospechamos gue se debia a
las sustancias afiadidas durante el tiutamiento y no a la

alteracidn de los sacéaridos.
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El tratamiento se realizaba con ClH y NaOH, lo
que nos hizo suponer que el pico problema podia corres -~
ponder al ClNa formado en la reaccidén entre ambas sustan

ciase.

Al proceder a inyectar en el cromatdgrafo una
solucidén de C1Na, se obtuvo un pico a los 4,7 minutos,

confirmando asi nuestras sospechas.
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FIGURA N? 1.- Diagrama obtemido por cromatografia liquida

de alta presidén de una muestra de azlcares tratada.
1- disolvente; 2- cloruro sédico; 3- fructosa; 4- glucosa;

5- sacarosa. (—> ) Inyeccidén de la muestra.
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k,2.,2.- ESTUDIO DE LAS MODIFICACIONES EN AMINOACIDOS.

Los aminoécidos de las muestras de Grace, SBFI
v Grace + 10% de SBFI tratadas o no con cambios de pH
(OSUNA y col., 1979) fueron determinados en un autoana-
lizador de aminoécidos, como se indica en el apartado

3.3.2. (figuras n? 2 y 3).

Los resultados esté&n referidos a la relacidn
de cada aminodcido entre las muestras no tratadas v tra—-
tadas, puesto que en todas.ellas estan sometidos a las

mismas condiciones (cuadro n? 21).




.

FIGURA N2 2.~ Aminégrama de una muestra de Grace + 10% SBFI no tratada y desproteinizada.



%,

FIGURA N¢ 3.—- Aminograma de una muestra de Grace + 10% SBFI tratada por cambio de pH

v desproteinizada,
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Cuadro n? 21.—~ VARTACION EN LA COMPOSICION DE AMI NOACIDOS

EN LAS MUESTRAS ENSAYADAS.

% Area del pico,del aa no tratado

Aminoécido (aa) % Area del pico del aa tratado

Taurina + urea

Ac. aspartico
Hidroxiprolina
Treonina

Serina

Asparragina

Ac. glutamico

AG. oL —aminoadipico
Glicina

Alanina

Citrulina Sl

+ Ac. ({—aminobutirico
Valina

Metionina
Isoleucina

Leucina

Tirosina
Fenilalanina
@—alanina

Ac. Y--aminobutirico
Histidina

+ 1—metilhistidina
Ornitina

Lisina

Arginina

0,86+0,18
0,98+0,05
1,07+0,20
0,96+0,01
1,00+0,07

. 0,98+0,07

1,08+0,08
1,03

0,97+0, 10

1,00+0,14

0,99+0,04
1,14i0,12
0,90

1,17+0,08
0,95+0,17
0,95+0,01
0,91+0,0L
1,04+0,09
0,98

0,97+0,06
0,87+0,11
1,04+0,16
0,99+0,20

(2)®
(6)
(2)
(2)
(6)
(%)
(6)
(1)
(6)
(6) -

(2)
(5)
(1)
(4)
(3)

(2)

(5)
(6)
(1)

(6)
(2)
(5)
(%)

a) Los resultados son media + error estandar del n? de

muestras que se indica entre paréntesis.

ettt



4.3.-~ DETERMINACION DE TTAMINA Y TIAMINASA.

En trabajos previos en nuestro laboratorio se
intuyé que la posible destruccidén de la tiamina v del
dcido pantoténico del medio Grace modificado por OSUNA
v col. (1979) por cambios bruscos de pH, podria ser uno
de los factores que intervienen en la metaciclogénesis,
dada la mejora del porcentaje de formas metaciclicas en

dicho medio.

Para ello, se comprobd primeramente si microor-
ganismos totalmente dependientes de tiamina y &acido pan;
toténico crecian tanto en medio Grace + 10% de SBFI como
en Grace modificado (OSUNA y col., 1979). Se ha utiliza-

do .Lactobacillus fermentium, cepa ATCC 9338, para la pri

mera vitamina y L. plantarum, cepa ATCC e-8014, para la

segunda. Ambos crecen en los dos medios, lo que demues -

tra la presencia de ambas vitaminas en ellos.

Al objeto de conocer si la concentracidn de
tiamina se altera con las modificaciones del medio, se
procedid a medirla espectrofluorométricamente (apartado
3-6.2.) observidndose que ern =1 msdio modificado existe

un 40% menos de tiamina que en el no modificado.
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Teniendo en cuenta la existencia de trabajos
en la bibliografia consultada, en los que, utilizando ex-
tractos de redividos completos o de algunos de sus drga -
nos, se consigue mejorar el porcentaje de metaciclogéne -
sis en medio Grace + 10% de SBFI, procedimos a determinar
si estos extractos podrian tener alguna actividad tiamina
sa 0 similar que eliminara, al menos, parte de la tiamina
del medio, actuando, quizds, asi en el insecto vector.

4.3.1.~ DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA DE TTAMINASA I.

La deteccidn espectrofotométrica de actividad
tiaminasa I (E.C. 2.5.1.2) (apartado 3.6.1.) en extractos

de Rhodnmius prolixus (apartado 3.5.) resultd infructuosa,

no pudiendo conseguir detectar dicha actividad en un es—
pectrofotdmetro Zeiss PM2K, a pesar de utilizar 0,4 mg de

proteina/cubeta de 3 ml.
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4.3.2.~ DETERMINACION ESPECTROFLUORCMETRICA DE TIAMINA

la deteccidn espectrofluorométrica de la tiami

na residual tras adicidn del extracto de Rhodnius proli-—

xus al medio, (apartado 3.6.2.), transcurrido el tiempo
‘de reaccidn previsto y utilizando entre 0,06 v 0,20 mg
de proteina/ml, condujo a un valor finél de tiamina esta
ble, siempre inferior al valor inicial y variable de
unas experiencias a otras, cualquiera que fuese el tiem—

po de la reaccidén entre O segundos y 5 horas.

Cuando lo que se varid fue la concentracidn
inicial de tiamina,.a igualdad de tiempo de reaccién (30
minutos ), ésta disminuyé en su concentracién final en to
dos los casos.

Cuando el extracto fue calentado a 1002C duran

te 30 minutos, tuvo una actividad inferior (aproximada -

mente, del 56% del extracto original).



4.4.- DETERMINACION DE AMONIO EN AMASTIGOTES.

Los resultados obtenidos seg@in la técnica deta-—
llada en el apartado 3.7.1., indican que la produccidn de
amonio por las formas amastigotas obtenidas en cuitivos
- de células Vero, segiin se especifica en el apartado 3.2.3

es de
+ 3 .
17,0242,08 pg NH), /10° organismos/24 horas

(media_terror estdndar de la media de 3 experiencias dobles).




4.5.- DETERMINACION DE LA NATURALEZA DE 10S CRISTALES

APARECIDOS EN LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Las microfotografias n? 1 y 2 de los cristales

obtenidos en los cultivos de Trypanosoma cruzi,en las

condiciones indicadas en el apaftado 3.8.; han sido realii
Zadas con el microscopio electrdnico de barrido Philips
515 ¥y la microfotografia n? 3 de una macla cristalina,
fue tomada en el mismo frasco de cultivo en el que _se
originarbn los cristales, con la ayuda de un microscopio

invertido Olimpus provisto de equipo fotografico.

El andlisis quimico previo demostrd la presen-
cia de iqnes fosfato y amonio en la composicidn de di -
chos cristales, mientras que el andlisis con un micrdang
lizador "Edax" puso de manifiesto la existencia de f6sfo
TO y magnesio en una concentracidén relativa en peso de

1,384 a 1,000, résﬁectivamente.

Del anadlisis de difraccibén de rayos X realiza=-
do en un difractémetro Philips Pw 1730, se obtuvo el dia
grama de la fig. 4 que se identifica con el descrito en

la carta 15-762 de A.S.T.M. (BERRY, iY74) correspondien-
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te a la.estruvita; un fosfato doble de amomio y magnesio

hexahidratado, cuya férmula es POLL(NH&)Mg.GHzO.

Los estudios posteriores con los medios de cul
tivo para conocer la excrecidn de amomio de los tripanoc-
somas a lo largo del cultivo, en las condiciones especi-—
ficadas en el apartado 3.8., dieron los resultados deta-
llados en el cuadro22 y gréfica 21 para el medio Grace

+ 100 meqg ClNa/l, Ya que no se observaron diferencias

con los otros medios probados.

En el momento que se observaba la precipitacidn
de los cristales, entre los dias 24 v 45 postfinoculacién,
se procedia a medir los distintos pardmetros estudiados
del cultivo. aAsi se pudo comprobar que el nimero de orga-
nismos/ml Jamas rebasaba los 15 x 106, 2l pH siempre era
iguai o supérior a 7,0, la glucosa no fue detectable ¥

el amonio siempre se encontraba en una concentracidn su-

perior a 0,4 mg/ml.

- Es preciso indicar gtie los cultivos gque fueron
abiertos para tomar las muestras, fueron incapaces de
Precipitar cristales tras mantenerse cerrados 60 dias des

pués de la Hiliiima toma de muestTas.



Microfotografias n? 1 y 2.~ Cristales obtenidos en culti-

vos de T. cruzi en medio Grace de OSUNA y col (1979).



Microfotografia n? 3.—«Maclé cristalina observada en un

cultivo de T. cruzi en medio Grace + 100 meq de ClNa/l.
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FIGURA N2 b4, Diwgrama de difracciéon de rayos X de los cristales precipitados por

T, cruzi en medio Grace moditicado de OSUNA v col, ('19814—)-
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Cuadro n? 22.- EVOLUCION DE UN CULTIVO DE Trypanosoma cruzi EN MEDIO GRACE + 100 meq ClNa/la

Dia Crecimiento® " Glucosa(mg/ml) . __PpH Ampnid(pé/ml)
0 1,00 1,05+0,09 6,3 0,75190;%4
2 4,9341,22 0,99+0,12 6,240, 1 5,55+.0,59
Y 12,6242,01 0,88+0,04 6,040, 1 13,58% 1,14
6 16,8043,17 0,69+0,02 545+0,1 . 25,00+ 1,74
8 24,90+2,83 0,61+0,04 : 5,240, 1 57,58423,94
10 25,60+3,90 0,48+0,03 5,640, 1 83,85+ 2,74
12 18,8542 ,89 o,35io;o3 6,540, 1 - 139,884+°5,23

24 14,03+0,93 . 0,0540,01 7,440, 1 268,00+35, 10

a) Los resultados son media + error estéandar de 4 experiencias.
b) El crecimiento se expresa en millones de organismos/ml.

e e e e e e e e e e e e e e S S L P



GRAFICA N2 21.- Evolucidn de un cultivo de T.cruzi
en medio Grace+100 meq ClNa/1.

20 1
15 7

10 : 102

i
5 ' 10 15 20 Dias

a) Crecimiento (o) en millénes de organismos/ml.
b) pH (o)
¢) Concentracién de glucosa (O) en mg/ml.

d) Concentracién de amonio (W) en mg/ml.
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4.6.~ PRODUCCION DE 'CO, A PARTIR DE D= (U=""*c)~crucosA.

4.6;1.— PRODUCCION DE 14(302 POR FORMAS EPIMASTIGOTAS Y

METACICLICAS DE Trypanosoma cruzi.

Se determina la ppredutcidén de 14CO2 a partir

C)=-glucosa en matraces con distinto ntmero de

de D--(U-14

tripanosomas (apartado 3.10.) con el fin de comprobar si
existe algln tipo de cooperacidén en el consumo de gluco-
sa entre los pardsitos, independientemente de la edad de

los mismos en cultivo,

Los resultados quedan reflejados en el cuadro

n? 23 y grafica n? 22.

Por el método de los minimos cuadrados se de -
terminan las rectas y las pardbolas de regresién ¥y sus
coeficientes de correlacidén (R), tanto en el caso de las
formas epimastigotas como en. el de las metaciclicas, ob-

teniéndose las siguientes ecuaciones:
Para epimastigotes: vy = 3,77x  + 73,54x + 281,97 (R=1,00)

Para metaciclicos: vy = 87,61x + 319,02 (R= 0.91)
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Al extrapolar la pardbola y la recta hasta un

6
valor de "x"= 100 x 10 tripanosomas/matraz, obtenemos

i
un valor de "y"= 45,3 yv 9,1 nmoles de 14002 liberadosfhg

ra por epimastigotes y metaciclicos, respectivamente.

4.6.2.- EVOLUCION DE LA PRODUCCION DE 14309 EN UN CULTI-

VO DE EPIMASTIGOTES DE Trypanosoma cruzi.

1

)
Se ensaya la produccidn de +CO? a partir de

po(utb

C)—glucosa en formas epimastigotas en determinados
momentos de su evolucidn, cultivadas como se indica en

el apartado 3.2.1.

Se hacen dos grupos de experiencias: una con un
. : .. S) ‘

nimero de tripanosomas fijo (20 x 10 ) vy otro con los
tripanosomas que se encuentran en un volumen constante
del medio de cultivo en el dia de la determinacidn. Con
ello, pretendemos conocer si la densidad de organmismos en
el cultivo puede influir a efectos de cooperatividad en
el consumo de glucosa y si los parasitos estudiados va-

rian, a lo largo del cultivo, su capacidad de consumir

glucosa.

De ambas experiencias se comprueban resultados

similares en los que se ve una clara disminucidén de la
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produccidn de 1"’Z"'COZ a partir del momento en que el cul-

tivo alcanza la fase estacionaria (cuadro n? 24).

-



POR FPORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypano-

Cuadro n? 23.~ PRODUCCION DE
soma cruzi, A PARTIR'DE‘D—(U~14C)—GLUCOSA, RECOLECTADAS EN EL 8¢ Y 9o

DIAS DE CULTIVO, RESPECTIVAMENTE.

60

2

B R e e et R e S T g o e S

Epimastigotes

N¢ de organismos pmoles de 14002/h
6,2 x 10° 704 + Lo (4)*
11,0 % 106 1925 + 128 (5)
13,0 x 108 2498 + 263 (3)
17,0 x 10° R7TTT + 312 (4)
21,6 x 10% . 3020 + 251 (R)
28,8 x 10° 5379 + 5u48 (4)
51,2 x 100 13948 + 1340 (4)
64,0 x 106 20467 4+ 1846 (3)

Metaciclicos

N? de organismos
3,2.x 106
6,1 x 106
8,8 x 106
14,0 x 106
17,6 x 106
29,0 x 106
39,6 x 106

pmoles de 14002/h
473 &+ 49 (3)°
1123 + 222 (2)

1012 + 188 (2)

2121 + 198 (2)

1240 + 85 (2)

3760 + 66 (2)

3188 + 153 (2)

a) Los resultados son media + error esténdar. El nGmero

’” »
entre paréntesis.

de determinaciones

se indica
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nmoles de 14COz/hora

N
o

-
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-
o

20 1o 50
Millones de organismos
GRAFICA N? 22.- Produccidn de 14002 por formas epi-

mastigotas (o) y metaciclicas (e)
de T.cruzi, a partir de D-(U-1ac)-

glucosa.
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14 o |
o CO, POR FORMAS EPIMASTTGOTAS DE Trypano-
soma cruzi, A PARFIR DE D-(U-'7'C)-GLUCOSA, A LO LARGO DE SU CULTIVO,

Edad del cultivo Organismos/ml pmoles de 1ZJ'C02/11ora/1O6 organismos
en dias en cultivo (x106) A A B
6 2,7 % 0,3° 95 & 4° o + 8°
8 3,8 + 0,7 : 108 1+ 23 137 + 33
10 4,8 + 0,1 43 + 30 131 + 19
12 10,0 + 1,4 192 + 23 134 + 19
14 16,8 + 0,2 68 + 22 21 + 12
17 20,3 + 0,8 59 + 1+ 9
20 15,4 + 0,7 , 23 + 11 B4 + 15
(A) = Experiencia realizada con 20 x 106 tripanosomas/matraz.

(B) = Experiencia realizada con los tripanosomas recogidos de 3 ml de medio/matraz.
(¢) = Los resultados corresponden a los valores medios + error estandar de dos determina
ciones duplicadas.



4.7.— DETERMINACIONES ENZIMATICAS

4.7.1.—- HEXOKINASA (E. C. 2.7.1.2)

Se ensaya la actividad especifica de la enzima

hexokinasa como se indica en el apartado 3.13.1.

G

Los valores de la actividad frente a la concen
tracidén de sustrato vienen QW#DHHmaom en el cuadro n? 25
y en la grafica n? 23, observandose una cinética de tipo
hiperbélico, dmdwo en las formas m@HBdeHmoﬁmm como en

‘las metaciclicas.

Para calcular los valores de la velocidad méxi
ma (Vmédx) y de la constante de Michaelis (Km) se utiliza
la ecuacidén de FEadie-Hofstee Awwmﬂﬁmao 3.13.10.), em =
Pleando para ello los valores medios de la velocidad ha-
llados a las concentraciones de sustrato probadas v de -
termindndose las rectas de HmmﬁmmHme por el método de
los minimos OCWQHonm.oUﬂmmeﬂQomm las siguientes ecua-

ciones:
Para epimastigotes: ¥ = - 0,025x + 98,80 (R= 0,96)

Para metaciclicos: y = - 0,035x + 53,73 (R= 0,97)
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siendo el valor de Km de 25 M para los epimastigotes ¥y
de 35 FM para los metaciclicos, mientras que Vméx es de
98,80 mmoles de sustrato convertido/minuto/mg de protei-
na, para los primeros, y de 53,73 mmoles de sustrato con

vertido/minuto/mg de proteina, para los segundos.



Cuadro n? 25,~ ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA HEXOKINASA (E. C. 2,7+.1.2) EN FOR-

R SR S S E R S S S R R R N S N R O N N O R R R R R R T S R S ST S N s e o T e S S e e e o e e i e e e o e

MAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypanosoma cruzi.

Concentracidn de

sustrato (mM)

0,01
0,05
0,1
0,5

s

1]

o o O

y

o

H

Actividad especi{fica (a)

Epimastigotes

29,97+1,90(2)
59,47+4,91(2)
70,7240,59(3)
89,83+4,59(3)
96,&8;4,62(3)

*102,68+4,57(3)

Metaciclicos

12,5341,29(2)
30,6342,10(4)
35,56+3,39(3)
us,7h+3,07(3)
51,8642,43(3)
52,894k ,40(2)
55,6142,99(3)
60,88+0,23(2)

(a) = Los resultados corresponden a los valores medios + error estandar, expresa~

dos en nmoles de sustrato tranaformado/minuto/mg proteina. El nGmero de de=-

temminaciones duplicadas se indica entre paréntesis,



Actividad especifica (V) (mmol/min/mg prot)

100

Ut
O

o

V (nmol/min/mg prot)
wu
QO

7000 3000

v/¢

Fﬁ'.H

[ 2

i A

1 2

Concentracidén de sustrato (S) (mM)

GRAFICA N2 23.- Actividad hexokinasa en las formas
epimastigotas (o,0) y metaciclicas (e,B) de T.cruzi.
A: Representacidén de Eadie-Hofstee. B: Desarrollo ci

nético de la actividad enzimética (V versus S).
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4.7.2.- FOSFOFRUCTOKINASA (E. C. 2.7.1.11)

La actividad especifica de la enzima fosfofruc
tokinasa se determina como se indica en el apartado 3.13.

2.

Los valores experimentales de esta actividad
vienen detallados en el cuadro n? 26 y en la grafica n?
24, de donde se observa que la cinética es de tipo hiper

bélico a lo largo del rango de concentraciones usados.

Se ha empleadd la ecuacién de Fadie-Hofstee pa
ra el cidlculo de los vaiores de Vmax y Km, utilizando pa
ra ello los valores medios d% actividad encontrados a
las concentraciones de sustrato ensayadas, excepto aqué—
llos que se desvién excesivamente (0,01 mM para epimasti
gotes y‘0,01 mM ¥y 0,05 mM para metaciclicés), determinéan
dose seguidamente las rectas de regresidén, por el método
de los mimimos cuadrados, obteniéndose las siguientes

ecuaciones:

Para epimastigotes: y = - 0,29x + 40,27 (R = 0,97)
de donde Km = 0,29 mM y Vmax = 40, 27 nmoles de sustrato

transformado/minuto/mg de proteina.
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Para metaciclicos: y = —= 0,15x + 13,87 (R = 1,00)

de donde Km = 0,15 mM y Vméx = 13,87 mmoles de sustrato

transformado/minuto/mg de protefna.



Concentracidn de C o Actividad especifica (a)

sustrato (mM) Epimastigotes Metaciclicos
0,01 1,85+0,36(3) 3,23+0,68(2)
0,05 5,9440,93(3) 4,6540,71(2)
0,1 10,4341,32(3) 5,5540,47(3)
0,2 16,7242 ,58(3) 7,67+0,05(2)
0,5 21,9142,63(3) 10,4440,51(3)
1,0 33,4642 ,78(2) 12,2940,52(2)

2,0 36,0242 ,32(2) 12,87+0,5U(2)

(a) = Los resultados corresponden a los valores medigs + error estindar, expresa-
dos en mmolea de sustrato transformado/minuto/mg proteina., El nlmero de de-

termminaciones duplicadas se indica entre paréntesis.



Actividad especifica (V).(nmol/min/mg prot)
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n
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~
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200 300
v/s

L L

1 2
Concentracién de sustrato (S){(mM)

GRAFICA N? 24.- Actividad fosfofructokinasa en las
formas epimastigotas {(o,d) ¥ metaclicvlicas {e,B) de
T.cruzi. A: Representacidn de Eadie-~Hofstee. B: De-—
sarro%lo cinético de la actividad enzimdtica (V ver
sus S),



4.7.3.~ FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA (E. C. 3.1.3.11)

Se ensaya la actividad especifica del enzima
fructosa-1,6-bisfosfatasa como se indica en el apartado

3.13+.3.y en las formas epimastigotas de T. cruzi.

Esta actividad se determina a dos pH distintos
(7,2 v 9,5), asi como a dos temperaturas diferentes (28
v 379C) a la concentracidén de 0,05 mM de sustrato, obte-=
niéndose los mejores resﬁltados a pH 7,2 v a 372C (cua -

dro n? 27).

Seguidamente se determina la actividad, a pH
7,2 v 372C, a distintas concentraciones de sustrato (cug
dro n? 28 y grafica n? 25) observéndose una cindtica ti-
pica de inhibicidn por exceso de sustrato a partir de
concentraciones superiores a 0,075 mM ae fructosa-1,6=

bisfosfato, siendo del 46% a 0,25 mM y del 100% a 10 mM.

Para calcular los valores de la Vmadx y de la
Km se utiliza la ecuacién de Eadie-Hofstee empleando pa-
ra ello los valores medios hallados entre las concentra-—
ciones de sustrato de 0,005 mM y 0,075 mM, excluyendo
las que comportaban inhibicidén por sustrato y la de

0,025 mM, La recta de'regresién, determinada por el méto
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do de»loéLminimOS~cuadrados, es la siguijente:
v = - 0,0070x + 3,03 (R = 1,00)

de donde Vmax = 3,03 mmoles de sustrato transformado/

minuto/mg de proteina y Km = 7,0 .

En las formas metaciclicas se ensayé esta ac -
tividad, a pH 7,2 y a 379C, obteniéndose un valor de
1,46 mmoles de sustrato transformado/minuto/mg de pros
teina, a una concentracidén de D-fructosa-1,6-bisfosfato
de 0,075 mM, observadndose una inhibicidén del 19% a con-

centracién 0,25 mM.
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Cuadro n? 27.- EFECTO DEL pH Y DE LA TEMPERATURA
SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL
ENZIMA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA
(E. C. 3.1.3.11) EN FORMAS EPTMAS—
TIGOTAS DE Trypanosoma Cruzi .

* pH Temperatura % Actividad especifica(a)
742 37eC 100
7,2 28¢eC 66
9,5 37¢C L8
9,5 282C 4o
(a) = Las condiciones.se indican en el apartado

3.13.3. La concentracidédn de sustrato es de 0,05mM.

Los resultados son media de dosdeterminaciones

duplicadas.

T o . . . e . S . iy g o o ey e S s e e et S s o s o o o S — — — ——— A= M NN I IS
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Cuadro n? 28.- ACTIVIDAD ESPECIFTCA DEL ENZIMA
FRUCTO0SA~1,6-BISFOSFATASA (E. C.
3.1.3.11) EN FORMAS EPIMASTIGOTAS

DE Trypanosoma cruzi.

Concentracidn de Actividad

sustrato (mM) especifica (a)
0,005 1,27+0,22(3)
0,010 | 1,76+0,20(2)
0,025 1,9540,28(2)
0,050 2,61+0,05(2)
0,075 ‘ 2,82+0,96(3)
0, 100 2,30+0,49(2)
0,250 1,32+0,10(3)

(a) = Los resultados corresponden a los valores
medios + error estandar, eipresados en nmo-—
les de sustrato convertido/minuto/mg de pro
teina. El1 nimero de determinaciones duplica

das se indica entre paréntesis.




Actividad especifica (v) (nmol/min/mg prot)

A

V (mmol/min/mg prot)

W

o
¥
b3

—

0,1 0,2
Concentracidén de sustrato (S) (mM)

GRAFICA N2 25.- Actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa

en las formas epimastigotas {0.0) -de cultivo de. Txy~
somg, Cruzi. A: Representacién de Eadie—Hofstog .

B: Desarrollo cinédtico de la actividad enzimatica

(V versus s).



b.7.4.- PIRUVATO KINASA (E. C. 2.7.1.40)

Se determina la actividad especifica del enzi-

ma piruvate kinasa como se indica en el apartado 3.13.4.

La velocidad de la reaccidén a distintas concen
traciones de sustrato es determinada (cuadro n? 29 y gTd
fica n? 26), observaAndose una cindtica de tipo sigmoidal
tanto para las formas epimastigotas como para las metaqi

clicas, aunque en éstas es menos acusada.

Para el calculo de Vmax y Km, se emplean los
valores medios de velocidad hallados a las concentracio-
nes de sustrato ensayadas, excepto aquellos que se des =
vian de la recta por efecto de la sigmoicidad de la cur-
va de saturacidn (O,T v 0,2 mM para epimastigotes y 0,05
¥y 0,1 mM para metaciclicos), determindndose las rectas: de

regresidn:

Para epimastigotes: vy = - 0,61x + 38,57 (R = 0,94)
de donde Km = 0,61 mM v Vmdx = 38,57 mmoles de sustrato

convertido/minuto/mé de proteina.

Para metacfclicos: vy = - O,4%1x + 41,89 (R = 0,99)

de donde Km = 0,41 mM y Vméx = 41,89 nmoles de sustrato

transformado/minuto/mg de proteina.



L T L L N N S N S T e R N S R R R R S N S R R S R S S S R T ST s T eSS TR R T EEE=

Cuadro n? 29.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA PIRUVATO KINASA (E. C. 2.7.1.40) EN
FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypanasoma cruzi. .

Concentracion de Actividad especifica (a)

sustrato {mM)

Metaciclicos

Epimastigotes

0,05 2,51+0,05(2) 3,80+0,40(2)
0,1 13:26i1332(2) 6!47i0919(2)
0,2 18,3032,98(2) 14,12io,64(3)
0,5 20:37i2g64(4) 23’24i0:62(3)
1,0 25’5441183(3) 27162i0?70(3)
2,0 27,3710,51(3) 34,4411,53(3)
5,0 33,8812,54(3) 38,73x1,79(3)
10,0 36,514 ,80(3) 42 ,4243,42(2)
(a) = Los resultados correspondeﬁ a los valéres medios 4+ error esténdar, expresa—‘

dos en nmoles de sustrato transformado/minuto/mg proteina. El nfmero de de-

terminaciones duplicadas se indica entre paréntesis.
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Actividad especifica (V) (nmol/min/mg prot)
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GRAFICA N2 26,.,— Actividad piruvato kinasa en las
formas epimastigotas (o0,0) y metaciclicas (e,8) de
T.cruzi. A: Representacidn de Eadie-Hofstee. B: De-
sarrollo cinético de la actividad enzimética (V ver
sus S).
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4.7.5.~ GLUCOSA~6-FOSFATO DESHIDROGENASA (E. C. 1.1.1.49)

La actividad especifica del enzima glucosa—6-
fosfato deshidrogenasa se ensaya por el método descrito

en el apartado 3.13.5.

Los wvalores, calculados experimentalmente, de
esta%aétividad vienen especificados en el cuadro n? 30 ¥y
en la grafica n? 27, en donde se observa la cindtiva de
tipo hiperbdlico a lo largo del rango de céncentraciones
usado, tanto en las formas epimastigotas como en las me-=

taciclicas,

Se observé que cuando la reaccidn enzimatica
se iniciaba con el sustrato, la velocidad de la misma era
inferior en un h9,7%'a la iniciada con el extracto enzi-
matico. Ante esto se decidid iniciar siempre la reacéién

con el extracto.

Los valores de Km y Vmax son calculados con la
ayuda de la ecuacidén de Eadie-Hofstee, utilizando para
ello los valores medios de la actividad enconstrados a
las cdncentraciones pfobadas de sustrato (excepto 0,01 mM
para epimastigotes), deteminéndose las rectas de regre-—

siém, por el método de los minmimocs cuadrados, obteniéndo



|
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se las ecuaciones siguientes:

O,‘99 )

Para epimastigotes: y = - 0,21x + 139,37 (R

Para metaciclicos: ¥y = - 0,75x + 66,15 (R = 0,95)

siendo el valor de Km para epimastigotes de 0,271 mM ¥

para metaciclicos de 0,75 mM, mientras que para los pri-
meros la Vmax es de 139,37 mmoles de sustrato convertidof
minuto/mg de proteina, para los segundos es de 66,15 nmo

les de sustrato utilizadofminutufmg‘de proteina.



Cuadro n® 30.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA
(E. C. 1.,1.1.49) EN FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypano-

soma cruzi.

Concentracidén de Actividad especifica (a)
sustrato (mM) Epimastigotes Metaciclicos
0,01 8,57+ 0,94(3) 0,954+0,27(2)
0,05 27,95+ 5,40(3) 3,8210,27(R)
0,1 Wh,97+ 3,29(3) 8,20x2,09(3)
0,5 94,04+11,32(3) 20,33+1,13(2)
1,0 ’ 112,83+11,30(3) 37, 14+1,58(3)
3,0 136,141 6,35(3) 58,4243,91(3)
10,0 138,33+ 3,80(3) 65,9547, 18(4)
(a) = Los resultados corresponden a los valores medios i+ error estandar, expresa-

dos en nmoles de sustrato transformado/minuto/mg proteina. E1 nimero de de-

terminaciones duplicadas se indica entre paréntesis.
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Actividad especifica (V) (mmol/min/mg prot)
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GRAFICA N2 27.- Actividad glucosa-6-fosfato deshidro
genasa en ias formas epimastigotas (o D) v meta01cll
cas (e,®) de T.cruzi. A: Representacidn de Eadie-Hof
stee. B: Desarrollo cinético de la actividad enzimé-
tica (V versus S).



4.7.6.~ CITRATO SINTASA (E. C. 4.1.3.7)

Se determina la actividad especifica del enzi-

ma citrato sintasa como se indica en el apartado 3.13.6.

Los Valores‘de las actividades especificas
frente a la concentracidn de oxalacetato (cuadro n? 31 vy
graficas n? 28 y 29) vy frente a la de acetil-coenzima A
(cuadro n? 32 y graficas n? 30 v 31) muestran una cinéti
ca de tipo hiperbdlico, tanto en las formas epimastigo-—

tas como en las metaciclicas.

Cuando la concentracidén de oxalacetato era va-
riable, se fijaba la de acetil-coenzima A en 0,3 mM,
mientras que cuando era ésta la variable; se fijaba la I
de oxalacetato en 0,5 mM, siguiendo la técnica descrita

por SRERE (1969).

Los valores de Vmdx y Km son calculados en base
a la ecuacidn de Eaaie—Hofstee, empléando para ello los
valores medios de actividad hallados a las concentracio-
nes de sustrato ensayadas (excepto a los valores méAximos
de- concentracion de ios dos sustratos), dgterminéndose
las rectas de regresidn, por el método de los minimos

cuadrados, obteniéndose las siguientes ecuaciones:



A) Concentracidn variable de oxalacetato..
- Para epimastigotes: y = - 0,0046x + 24,68 {R= 0,94)

de donde Km = 4,6 My Vmadx = 24,68 nmoles de sustra—

to utilizado/minuto/mg de proteina.

- Para metaciclicos: Yy = - 0,0041x + 252,85 (R= 1,00)
de donde Km = 4,1 M ¥y Vmax = 252,85 mmoles de sustra-
to transformado/minuto/mg de proteina.

B) Concentracidn variable de acetil-coenzima A.

- Para epimastigotes: y = - 0,0049x + 23,33 (R= 0,95)

de donde Km = 4,9 My Vmax = 23,33 nmoles de sustrato

transformado/minuto/mg de proteina.
- Para metaciclicos: y = - 0,036x + 281,60 (R= 0,99)

de donde Km = 3,6 puM y Vmax = 281,60 mmoles de sustra-—

to.transformado/minuto/mg de proteina.
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FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypanosoma cruzi, CUANDO LA
CONCENTRACION DE ACETIL-COENZIMA A ES DE 0,3 mM.

Concentracidn de Actividad especifica (a)

oxalacetato (mM) ‘ Epimastigotes Metaciclicos
0,001 4,76+1,14(2) 49,51+ 0,58(2)
0,005 10,08+0,17(2) 137,44+ 6,64(3)
0,0% 22,5042,19(2) 232,63217,18(2)
0,1 ©23,4912,91(2) 244 ,61+13,80(2)
0,5 27,6542,01(h) 189,97+ 2,72(2)

(a) = Los resultados corresponden a los valores medios + error estédndar, expresa-
dos en mmoles de sustrato transformado /minuto/mg proteina. El nimero de de
terminaciones duplicadas se indica entre paréntesis, -
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Actividad especifica (V) (mmol/min/mg prot)
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GRAFICA N? 28,- Actividad citrato sintasa en las formas epimas—
tigotas (o) y metaciclicas (e) de T.cruzi, cuando la concentra—
cidn de acetil-coenzima A es de 0,3 mM. Representacidn de Eadie
~Hofstee. (S=Concentracidén de oxal-acetato, mM).



Actividad especifica (V) (mmol/min/mg prot)
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GRAFICA N2 29.- Desarrollo cinético de la actividad citrato
sintasa en las formas epimastigotas (o) ¥y metaciclicas (e)
de T.cruzi (V versus S), (S=Concentracidén de oxzal-acetatc,mM),
cuando la concentracidn de acetil-coenzima A es de 0,3 mM.
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Cuadro n? 32.~ ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA CITRATO SINTASA (E. C. 4.1.3.7) EN
FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypancsoma cruzi, CUANDO LA
CONCENTRACION DE OXALACETATO ES DE 0,5 mM.

Concentracidbn de Act;vidad especifica (a)
acetil-~CoA (mM) Epimastigotes Metaciclicos
0,001 4,2740,47(3) 62,51+ 0,98(2)
0,002 6,53+0,43(2) 99,66+ 0,99(2)
0,005 10,485%1,20(2) 163,80+14,95(3)
0,05 18,7141,54(3) 242,33+17,24(2)
0,1 , 21,57+3,63(%) 293,59+43,74(3)
0,3 27,6542,01(4) 189,97+ 2,72(2)
(a) = Los resultados corresponden a los valores medios + error estandar, expresa-

dos en nmoles de sustrato transformado/minuto/mg proteina. El némmerc de de-
terminaciones duplicadas se indica entre paréntesis.
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Actividad especifica (v) (mmol/min/me prot)
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GRAFICA N? 30.- Actividad citrato sintasa en las formas epimas=—
ti o‘r\'tas (0) v metaClcllpas (Q) de '—FIK‘CL_U‘Z‘}:, cuando la concentra-—
cién de oxal-acetato es de 0,5 mM. Representacién de Eadie-Hofs
tee. (S Concentracidn de aoetll coenzima A, mM)



Actividad especifica (V) (rmol/min/mg prot)
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GRAFICA N¢
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de T.crusi
acetato es

0,05 0,10

(S) Concentracién de acetil-coenzima A. (mM)

31.~ Desarrollo cinético de la actividad citrato
las formas epimastigotas {o) ¥y metaciclicas (o)
(v versus S), cuando la concentracidn de otalw
de 0,5 mM.
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4.7.7.~ ISOCITRATO DESHIDROGENASA NADP (E. C. 1.1.1.42)

Y NAD (E. C. 1.1.1.41) DEPENDIENTES.

Se ensaya la actividad especifica del enzima
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD, asi como
la de la enzima isocitrato deshidrogenasa dependiente de

NADP, como se indica en el apartado 3.13.7.

No se ha conseguido detectar actividad isoci-
trato deshidrogenasa NAD dependiente a concentraciones
de sustrato de 2,0 mM, ni aGn usando 0,6 mg de proteina/
ml; cantidad doce veces mayor a la usada para el enzima
dependiente de NADP, tanto para las formas epimastigotas

-~ - -
como para las metaciclicas.

Sin embargo, si se ha detectado una clara acti
vidad isocitrato deshidrogenasa NADP dependiente. Los
valores de ésta frente a la concentracidn de sustrato
vienen detallados en el cuadro n? 33 y en la grafica n?
32, observédndose una cinética de tipo hiperbélico; tanto

para los epimastigotes como para los metacfclicos.

Para calcular los valores de Vmdx y de Km uti-
lizamos la ecuacidén de Eadie-Hofstee, empleando para

ello los valores medios de la actividad especifica halla
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dos a las concentraciones de sustrato probadas, determi-—
nandose las rectas de regresidén por el método de los mi-

nimos cuadrados, obteniéndose las siguientes ecuaciones:
Para epimastigotes: y = - 0,031x + 102,20 (R= 0,97)

Para metaciclicos: y = - 0,016x + 204,31 (R= 0,95)

I

siendo el valor de Xm de 31 PM para los epimastigotes ¥y
de 16 PM para los metaciclicos, mientras gque la Vméx es
de 102,20 y 204,31 nmoles de sustrato transformado/minu
to/mg de proteina de. epimastigotes y metaciclicos, res-

pectivamente.
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Cuadro n? 33.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA ISOCITRATO DESHIDROGENASA NADP-DE-
PENDIENTE (E. C. 1.1.1.42)ENI[FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE

Trypanosoma cruzi.

Concentracidn de Actividad especifica (a)

sustrato (mM) . Epimastigotes Metaciclicos
0,001 3,44+ 0,43(3) 10,39+ 2,04(4)
0,005 14,35+ 2,53(3) 48,55+ 3,11(2)
0,01 : 24,68+ 3,30(3) 86,76+ 6,30(2)
0,02 36,91+ 1,82(2) No determinado
0,05 47,96+ 2,14(3) 178,69+ 9,19(3)
0,5 ' 98,85+17,58(2) 199,40+18,76(3)
1,0 107,51+13,53(2) ‘ No determinado
2,0 110,31+ 8,45(2) 177,14+ 2,85(3)

(a) = Los resultados correspoihden a los valores medios + error estindar, expresa-

dos en nmoles de sustrato transformado/minuto/mg proteina. El nlmero de de-
terminaciones duplicadas se indica entfe paréntesis.,



Actividad especifica (V) (mmol/min/mg prot)
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GRAFICA N2 32.,- Actividad isocitrato deshidzogcnasa
NADP-dependiente en las formas epimastigotas (o, O)
y metaciclicas (e,M) de T.cruzi. A: Representacién

de Eadie-Hofstee. B: Desarrollo cinético de la acti
vidad enzimética (V versus S).



4.7.8.~ SUCCINATO DESHIDROGENASA (E. C. 1.3.99.1)

La actividad especifica del enzima succinato
deshidrogenasa se determina por el método descrito en el

apartado 3.13.8.

Los resultados experimentales de la actividad
especifica vienen expresados de dos formas distintas:
por mg de proteina y por mg de peso himedo, con lo que
podemos comprobar la relacidn proteina/peso hémedo en

ambas formas de Trypanosoma cruzi (cuadros n? 34 v 35 vy

graficas n? 33 y 34).

Los valores de Km y Vmax son calculados en ba=
se a la ecuacidén de Eadie-Hofstee, empleando los valores
medios de actividad encontrados a las concentraciones de
éustrato ensayadas (excepto a 0,0é vy 0,1 mM, en ambas
formas), determmindndose las rectas de regresién por el
método de los minimos cuadrados, obteniéndose las siguien

tes ecuaciones:
A) Por mg de peso himedo.

- Para epimastigotes: y = - 0,40x + 0,85 (R= 0,86)
de donde Xm = 0,40 mM vy Vméx = 0,85 mmoles de sustrato

transformado/minuto/mg de peso htmedo.



— Para metaciclicos: y = - 0,61x + 1,18 (R= 0,88)
de donde Km = 0,61 mM y Vmdx = 1,18 mmoles de sustrato
transformado/minuto/mg de peso hiGmedo.

B) Por mg de proteina.

- Para epimastigotes: y = - 0,41x + 8,07 (rR= 0,85)
de donde Km = 0,41 mM y Vmidx = 8,07 nmoles de sustrato
transformado/minuto/mg de proteina.

- Para metaciclicos; v = - 0,67x + 38,34 (R: 0,91)

de donde Km = 0,67 mM y Vmédx = 38,34 nmoles de sustrato

convertido/minuto/mg de proteina..

Cuando se empled Tritdén X-100 para disolver
las proteinas de membranas, la actividad succinato deshi-

drogenasa detectada fue practicamente nula.
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Cuadro n? 34,- ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA SUCCINATO DESHIDROGENASA (E. C. 1.
3.99.1) EN FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypanosoma cruzi,

Concemtracidn de Actividad especifica (a)

sustrato (mM) Epimastigotes Metaciclicos
0,05 0,19+0,02(4) 0,2440,02(2)
0,1 0,34+0,06(4) 0,2740,01(2)
0,5 0,49+0,12(3) 0,55+0,01(2)
1,0 0,58+0,06(3) 0,70+0,02(2)
5,0 0,69+0,15(3) 0,90+0,04(2)
10,0 0,94+0,14(3) 1,2840,09(2)

(a) = Los resultados corresponden a los valores medios i error esténdar, expresa-
dos en mmoles de sustrato transformado/min/mg peso-hfmédo. E1l nfmero de de-
temminaciones duplicadas se indican entre paréntesis.
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Actividad especifica (V) (mmol/min/mg peso htmedo)
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GRAFTICA N¢ 33,- Actividad succinato deshidrogenasa
de las formas epimastigotas (o,0) y metaciclicas
(e,m) de T.cruzi. A: Representacién de Eadie-Hofs-
tee. B: Desarrollo cinético de la actividad enzimi
tica (V versus s).
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Cuadro n? 35,-~ ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ENZIMA SUCCINATO DESHIDROGENASA (E. C. 1. .
3.99.1) EN FORMAS EPIMASTIGOTAS Y METACICLICAS DE Trypanosoma cruzi.

Concentracidn de Actividad especifica (a)

sustrato (mM)

Fpimastigotes

Metaciclicos

0,05 1,79+0,12(4) 7,2240,44(2)
0,1 3,2240,55(4) 8,35+0,18(2)
0,5 4,554+0,81(3) 17,05+0,08(3)
1,0 5,5540,32(3) 21,49+0,36(2)
5,0 6,38+0,56(3) 29,884+1,63(4)
10,C 8,91+0,63(3) 40,7611,96(3)
(a) = los resultados corresponden a los valores medios t+ error estandar, expresa-

dos en mnmoles de sustrato transformado/minuto/mg proteina. E1 nimero de de-

terminaciones se indica entre paréntesis.,
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GRAFICA N? 34,- Actividad succinato deshidrogenasa
en las formas epimastigotas (o0,d) vy metaciclicas
(e,m) de T.cruzi. A: Representacidén de FEadie-Hofs-
tee., B: Desarrollo cindtico de la actividad enzimi
tica (V versus s).
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5.1.— METACTICLOGENESIS DE Trypanosoma cruzi.

El hospedador invertebrado de Trypanosoma cru-—

zi es un insecto red(vido de los géneros Triatoma, Rhod-

nius, Panstrongylus, ... En el recto del insecto tiene

lugar la diferenciacién de las formas epimastigotas (DI-
AS, 1934) o esferomastigotas (BRACK, 1968) a metacicli -
cas. Las glandulas rectales parecen ser la regidén prefe-~
rida para su colonizacidn,por T. cruzi, en el intestino

de Triatoma infestans, T. dimidiata y Dipetalogaster . maxi-

mus (ZELEDON y col., 1984; BOKER y SCHAUB, 1984).

Dada la estrecha relacidn entre el sistema ex-—
cretor y el saco rectal, no hayAduda que T. cruzi esta
influido por las secreciones y excreciones de estos 6rg§
nos, los cuales constituyen su biotopo y su nicho ecold-

gico (ZELEDON y col., 1977).

Es en la mitad posterior del intestino medio
donde la absorcidén de carbohidratos tiene lugar en nume-—
rosos insectos. Cuando estos azlcares no se han absorbi-
do completamente en el intestino medio, la funcidn se
realiza en la porcidn posterior. Esta interviene funda -

mentalmente en las funciones de digestidn y absorcidn y
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desempefla un papel especialmente importante en la forma-
cibén de las heces ¥y en la reabsorcién del agua. Los pun-
tos mads activos en la absorcidn del agua son grupos de
célu;as epiteliales altas, localizadas en el recto y de-
nominadas almohadillas rectales (MEGLITSCH, 1978), por
lo que las heces tendrédn pocos carbohidratos y poca agua,

luego éstas tendrdn una presidn osmética alta.

El material excretado por Rhodnius puede clasi
ficarse, en opinidén de WIGGLESWORTH (1931b), en tres

fracciones. En todas ellas puede encontrarse T. cruzi:

1) Orina: fluido claro, copioso, coloreado, que se excre

ta poco después de la comida.

2) Fraccidn amarilla de la excreta: Masa seca, como um .

polvo.’

3) Fraccibén negra de la excreta: masa negra gque represen

ta el residuo de la comida previa.

Las fracciones amarilla ¥y negra tienen la mis
ma composicidn en aminodcidos y sdlo difieren en que la
fraccidén negra esti contaminada por hematina, lo que en-

mascara el color amarillo de los pigmentos excretados

(HART NGTON, 1961a y b).
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En la orina se excreta &cido cisteico, cisti-
na y sales inorganicas. La excreta posterior (fraccidn
amarilla ¥ negra) contiene siete aminoécidos: Leu, Gly,
Val, Ala, Phe, His y Taurina, junto con histamina y los
pigmentos amarillos. Es digno de notar la alta concen -
tracién de histidina, no sélo en la excreta, sino tam -

bién en la hemolinfa de Rhodnius prolixus (HARINGTON,

1961a y b) lo que coincide con lo encontrado en otros
insectos. Otras sustancias de la excreta de Rhodnius son
4dcido Grico (WIGGLESWORTH, 1931b), urea y amomio, estos
dos Gltimos también presentes en la excreta de Triatoma.
El amonio no se encuentra.en la orina ¥y no es comin en

la excreta de animales terrestres.

Por otra parte, en este mismo insecto, se ob -
serva una secrecidn selectiva de K' en el segmento supe-—
rio; del tGbulo de Malpigio vy una reabsorcidn del ién en
el segmento inferior; el Na+, Jjunto con el agua, sera

reabsorbido en el recto (WIGGLESWORTH, 1959).

El medio de GRACE (1962) con el que trabajamos
contiene todos los aminoacidos excretados, excepto la
taurina,el cual es proporcionado asi como la histamina,

por el SBF con ¢l que se suplementa el media dz2 cultive
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(TABLAS CIENTIFICAS, 1965). Es de notar que este medio

tiene un elevado contenido de histidina (2,5 g/1).

Se ha trabajado en medios de elevada presién
osmética con diversos tripanosomidtidos pardsitos de in-
sectos, observandose en general que no se afectan de for
ma importante las curvas de crecimiento de estos proto-
z008 ¥ que incluso el desarrollo se ve favorecido en al-

gunas especies de Crithidia y Herpetomonas (TAVARES Da

SILVA y ROITMAN, 1982).

En Herpetomonas samuelpessoai, pardsito de re-—

dGvidos, no sdlo se favorece el creécimiento sino que tam
bién se induce una transformacién de formas promastigo -
tas a formas paramastigotas y de éstas a opistomastigo -
tas (ALMEIDA y SOUZA, 1978), diferenciacién que tambiédn

ocurre cuando en lugar de aumentar la presidn osmdtica,

se adiciona 2-deoxi-D-glucosa (ANGLUSTER y col., 1977) o
por incubacidén a 372C en lugar de a 282C (ROITMAN v col.
1976). Este aumento de temperatura tambidn conduce a una

transformacidén en Trypanosoma conorhini, parasito de ma-

miferos, (DEANE y KIRCHNER, 1963; DESOWITZ, 1963).

Sin embargo, Crithidia fasciculata parece te -

ner un requerimiento osmdtico o al menos de electrolitos




(quizéds especificamente para ClNa) asi como de un factor
lipidico para el crecimiento a temperaturas superiores
a las normales de cultivo, posiblemente, en opinidn de
los autores, para una eficiente reparacidn de membranas,
como ocurre con otros microorganismos (ELLENBOGEN v col.

1972; GUTTMAN, 1963).

CROSS ¥y COl.A(f§§S£) ensayan el cultivo de Trv-

panosoma cruzi emn medios HX25M descrite para T. brucei,

cepa S 42, sin obtener un crecimiento muy bueno, lo cual
achacan a una presidn osmdtica excesiva del medio o a un
PH no adecuado. Como nosotros hemos observade un huen
crecimiento de T, cruzi en medios de presidn osmdtica
elevada (cuadros n? 3, 5 v 7), no coincidimos con estos
autores y consideramos que, simplemente, el medio no es
adecuado por la ausencia de algin factor de crecimiento
para T. cruzi (o bien que su concentracién nc sea la dp-—
tima).

Por otra parte, todos los microorganismos gque
durante su evolucidn se establezcan en el tracto diges—
tivo de insectos como una fase fundamental de su ciclo
de vida, deben tener mecanismos reguladores de la presidn

osmética. Asi, CLARK (1959) confirma la existencia en
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T. cruzi de una vacuola contridctil, situada en la base

del flagelo, que se encargaria de la osmorregulacién del

protozoo.

La amplia distribucidén entre flagelados de vi-—
da libre de un sistema de vacuola contrictil que descar-
ga en la bolsa flagelar, sugiere que éste puede represen
tar uné exocitosis primitiva y funcidén de recuperacidn
osmética, la cual se ha adaptado secundariamente a la se
crecidén de sustancias con otras funciones en los flagela
dos pardsitos que habitan medios osméticamente mis esta-
bles. Entre las sustancias excretadas se encuentran las
glicoproteinas de superficie responsables de las varia -
ciones antigénicas en T. brucei (viCKERMAN v PRESTON,

1976).

Los efectos de la presidn osmbética y de la tem
peratura podian ser importantes de cara a la transforma-
cién de tripanosomas patdgenos, donde el paso del hospe-
dador invertebrado al vertebrado, es acompafiado de cam -
bios osmbéticos y de temperatura (TAVARES Da SILVA y ROI'T

MAN, 1982).

(3

El medio Grace modificado por OSUNA v col.

. »> -
(1979) muestra unos rendimientos de metaciclogénesis ele
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vados, tal como ya se ha expresado en apartados anterio-

ITesS.

Dado que la Gnica modificacidn existente en di
cho medio sobre el Grace comercial es la brusca bajada v
subida de pH con ClH 7y NaOH (apartado 3.4.) v pensando
que este cambio podria alterar alguno de los componentes
del medib, preparamos sus diferentes compuestos como se
indica en el apartado 3.3. Se pudo comprobar que el me-—
jor rendimiento correspondia a cuando la alteracidén del

" pH se realizaba con los azlicares.

Del estudio con el cromatdgraro liquido'de al-
ta presién (apartado 3.3.1.) de las posibles modificacio
nes sufridas por los azGcares, se demostrd gque éstos no
experiﬁentaban variacidén y que las alteracicnes del dia-
grama del cromatégrafo (fig. n? 1 ) se debian a la pre -
sencia de ClNa, formado en el tratamiento con ClH y NaOH

de los azGcares (apartado 4.2.).

Por ello, decidimos realizar un estudio sobre
el papel que el ClNa y/o la presidn osmbética, u otros

factores relacionados (fuerza iénica, concentracidn de

+

Na“,...), juegan en el proceso de metaciclogénesis.
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En la primera experiencia se realizd un estu—
dio con concentraciones crecientes de ClNa (apartado 3.
2.4.). Ello supomne un incremento de la concentracidn de

N‘a+

desde 25 meq/}, que lleva el control (GO), a 75 meq/1
(G1), 125 meq/1 (G2) y 175 meq/1 (G3), medidas con un
electrodo selectivo Beckman., Este aumento de la concen-—
tracién?de ClNa genera, igualmente, un incremento de-~fa.
presidén osmética desde 375 mOsm, que tiene el control
(Go), a 475 (G1), 575 (GR) v 675 (G3) mOsmoles, medidos

" en un osmémetro automAtico (Precision Systems Inc., mo-

deio Osmette S).

Los resultados obtenidos sobre el crecimiento
(cuadro vy grafica n? 3) no muestran diferencias signifi-
cativas a nivel de crecimiento maximo, con respecto al
confrol. Sin embargo, a nivel de transformacidén maxima
(cuadro n? 4) si se observan diferencias significativas,
con respecto al control, en el medio G1 (P < 0,03) ¥ en
el medio G2 (P < 0,004). En el medio G3 las diferencias
no son significativas, indicando que una eXxcesiva concen
tracidén de ClNa, de Na¥ v/o presién osmética (673VmOsm)
blogquean la mejora de la diferenciacidén producida en GI1
7 G2. No parece que estos factores influyan sobre el cre

cimiento.




Con el fin de comprobar si la presién osméti-
ca era la causante de este aumento de la metaciclogéne-
sis, se realizdé un estudio con diversos medios de culti
vo en los que se producia la misma presién osmbética que
en G1, G2 y G3, condistintas concentracioﬁes de sorbi -~
tol, medios G6 (475 mOsm), G7 (575 mOsm) vy G8 (675 mOsm)

(apartado 3.2.4.).

Con respecto al creéimiento se puede observar,
tanto en las curvas como en los valores de crecimiento
maximo, una disminucidén del mismo a medida que aumenta
la concentracién de sorbitol en el medio de cultivo, que
en ningln caso llega a ser significativa (cuadro y grafi

ca n? 7).

En cuanto a la transformacidn, no se observan
diferencias apreciables en las curvas, pero a nivel de
transformacidén méxima, se muestran menores diferenciacig
nes en G7 (34,3%) v en G8 (29,5%), aunque no son signifi

cativamente diferentes al control (36,8%).

De todos los resultados anteriormente expuestos
se deduce que la presidén osmbética parece que no es el
factor que provoca el incremento de la transformacidn ma

xima observada en G1 y G2, a no ser que el aumento de la
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viscosidad del medio, que se produce al aumentar la con-
centracién de sorbitol en el mismo, bloqueara.: el estimu

lo de la transformacidn generado por la presidn osmbtica.

Por ello, se decidid trabajar con medios de
presién osmética de 475 mOsm, como en el caso de G1, pro
ducida por ClK (medio G&4), sulfato magnésico (G5) y saca
rosa (G9), con el fin de que una concentracién elevada
de estos productos no tuviera un efecto negativo sobre

la metaciclogénesis.

Al observar los resultados obtenidos de creci-
miento del pardsito en estos medios (cuadro y grafica
n? 5) se deduce que estas curvas son similares, con un
ligero aumento cuando el medio era adicionado con sulfa-
to magnésico, sin embargo no se obtuvieron diferencias

significativas a nivel de crecimiento méAximo.

En cuanto a la transformacidn obtenida con es-—
tos medios (cuadro y gradfica n? 6), sélo se observa un
ligero retrasoc en la curva del medio adicionado con saca
rosa, pero a nivel de transformacién méxima, los resulta
dos son muy similares, excepto en el medio con ClK, en
el‘que fue mayor, aunque estadisticamente no sigmificati

VOe.




Por todo " ello parece que se puede excluir la
presidén osmética como factor principal desencadenante

del incremento de la diferenciacidn de Trypanosoma cruzi

en los medios G1 y GR2.

Otro posible hecho que puede haber influido en
el incremento de la metaciclogénesis de estos medios, es
el incremento de la fuerza idmica originado por los elec

trolitos afiadidos.

Para analizar este factor, comparamos los re -

sultados obtenidos con los diversos electrolitos siguien
do la esqala de fuerza idnica producida por los mismos.
De la observacidén de la gréafica n?35 se deduce un aumen
to de la transformacién cuando el incremento de la fuer-
za idbnica no supera 0,10, mientras que los valores de

0,15 ¥ 0,20 rebajan los valores de diferenciacién a los

obtenidos con el control.

De ello parece deducirse que, o bien la fuersza
iénica no tiene ningin papel en el crecimiento ¥y en la
transformacibén, o bien se requiere una fuerza idnica ade

cuada para un aumento de la diferenciacidn.

Otro posible factor del aumento de la metaciclo

génesis en G1 y G2, podria ser la relacidén entre las con
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R . + o+ .
centraciones de los iones Na vy K existente en los me-—
dios de cultivo ensayados.(la concentracidén de XK' ha si

do medida en un electrodo selectivo Beckman).

En la grafica n? 36 no se observa ninguna rela

cién entre los valores méximos de transformac¢idny los de
.z + /o -+ . . 2o

la relacion Na /K y siendo el rango de crecimiento méxi-

mo similar en todos los casos.

Por ltimo, pensamos que la concentracidn de
+ - o :
Na' a unos niveles adecuados pedria ser el factor que in

crementara la transformacidn, pero que los niveles exce-

sivos del mismo (175umeq/l) bloqueen este proceso,’

El medio con el que mejor transformacidn se ob
. . . +
tiene (GR) tiene una concentracién de Na® de 125 meg/1,
préxima a la concentracidn que existe en la orina de Di=-

petalogaster maximus, un vector de Trypanosoma cruzi .

(ZELEDON y col., 1977).

Por todo ello, pensamos que la induccidn para
la transformacién de formas epimastigotas a formas meta-
ciclicas de T, cruzi, es multifactorial, bajo nuestras
condiciones experimentales. Parece que los miveles ade -
cuados de Na* juegan un papel importante en la misma,

, . ” . . 1 f [ .d,
aunque quizas la presidn osmotica o la fuerza ionica ido
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neas, inducidas por el ClNa afiadido, no serfian factores
descartables, siendo quizas factores asociados en el

proceso de metaciclogénesis.

Es de notar que ninguna de las modificaciones,
realizadas basta el momento, del medio de cultivo alterd
la curva de crecimiento de T. cruzi de una manera signi-
ficativa, por lo gque la posibilidad de un crecimiento ex
cesivo dei protozooc queda descartada para explicar el ag

mento de la metaciclogénesis obtenido.

La alta concentracidén de acido Grico encontra-—

da en la orina de Rhodnius prolixus, que supone del 64

al 84% de la orina seca v del que el 83-89,5% esti en
forma de Acido libre (WIGGiESWORI‘H, 1931a), ha sugerido
a algunos autores que esta sustancia o sus sales podria
jugar un papel importante en la diferenciacidn. Asi,
ZELEﬁON vy ALVARENGA (1976) adicionan a su medio de culti
vo urato sédico, mientras que JIMENEZ ORTIZ (1981) adi -
ciona Acido Grico. En ambos casos los autores no obsér -
van ningtn estimulo de la transformacidn, por lo que de-
ben existir otros factores en la orina del insecto vec -
tor que favorezcan dicho proceso. STEINERT (1958) demos-

tré, "in vitro", que el paso de epimastigotes a tripomas




tigotes sanguineos podia ser inducido por la adicién de

urea al medio de cultivo de Trypanosoma mega, pardsito

de sapos, en la fase estacionaria de crecimiento.

Diversos autores, pensando en la posibilidad
de que existan factores intrinsecos del vector, afiaden
a los medios de cultivo hemolinfa o extractos totales o
de 6rganos aislados del redGvido o de otros insectos. De
esta manera, WOOD y PIPKIN (1969), usan un sistema de

cultivo de células del insecto Antheraea eucalvypti adi -

cionado con hemolinfa de un lepiddéptero, Philosamia cyn-

thia, a diversas concentraciones, Jjunto a concentracio -

nes variables de S3SBFI, llegando a obtener un 90% de meta

e}

tripomastigotes con 1% de hemolinfa v 10% de SBFL. WOOD

v S0USA (1976) remplazan la hemolinfa de P. cvnthia por

extracto de Rhodnius prolixus, con resultados similares

para concentraciones de extracto de 0,23%.

Estos autores suponen que en la hemolinfa de
los insectos existen factores que pﬁeden afectar al pard
sito cuando se encuentra en el intestino del vector. Pa-
ra ello se basan en un trabajo de CLEVELAND (1959) en el
que se demuestra que la ecdisona, hormona de la muda de

los insectos, induce la reproducidn sexual de los pro-




tozoos flagelados que existen como endosimbiontes en el

intestino de Cryptocercus punctulatus (cucaracha comedo

ra de madera).

Cuando se prepararon extractos de diversos he
mipteros se encontrd que, aungue todos no tuvieron la
misma capacidad estimuladora de la diferenciacidn, to -
dos poseyveron algln factor favorecedor de la misma (CH;
ART vy CARNEIRO, 1978a). Los autores concluyen que este
factor comiin a Hemiptera, puede estar presente en otros
6rdenes de insectos, yva gque la hemolinfa del lepiddpte-

ro P. cynthia también estimula la transformacidn.

Recientemente, De IS0LA v col. (1981) adicio-
nan al medio de cultivo extracto de diversos Organos de

Triatoma infestans, observando un incremento de la meta

ciclogénesis en el.caso de los extractos de intestino vy
de estdmago, pero sdélo si la chinche estaba recidn ali-
mentada y no en ayunas.Sugieren la posibilidad de que

la sangre procedente de la comida del redivido esté in-
cluida en el proceso, bien directamente bien por estimu
lacibén de la producidn y/o secrecidén de componentes es-

pecificos.

Sin embargo, ALVARENGA v BRENER (1978) demues




tran que, al menos "in vivo", el ciclo de vida del paréd
sito .en el vector puede ser desarrollado incluso en
chinches alimentadas con solucidén salina que lleva en
suspensién tripomastigotes, es decir, sin sangre. LANAR
(1979) propone que algin o algunos factores secretados

por una linea celular embrionaria de T, infestans (TI-

32) son responsables de la diferenciacidén de las formas
estafilomastigotas a metaciclicas. Por todo ello, la
fuente de alimento de los triatomas no parece ser criti

ca.

De diversas regiones del tracto intestinal
del vector, han sido aisladas varias lectinas (PERELRA
v col., 1980 v PEREIRA v col., 1981) capaces de unirse

a Trypanosoma cruzi. Se ha propuesto gue la interaccidn

de estas lectinas con las superficies de las membranas
de los pardsitos, regula la morfogénesis de este proto-

200 en el intestino del redivido.

SHER v SNARY (1982) describen la inhibicién
de la diferenciacidén de epimastigotes a metaciclicos in
vitro, por medio de un anticuerpo monoclonal especifico
para una glicoproteina de superficie de T. cruzi de peso

molecular 72000 y proponen que esta molecula puede ser




un receptor que controla la diferenciacién del parédsito

en la chinche.

CoX (1982), comentando los resultados de SHER
v SNARY (1982), sugiere gue en el intestino del insecto
vector existe una sustancia o sustancias gue reaccionan
con la glicoproteina de Pm 72000 de la superficie del
epimastigote, inhibiendo asi la transformacidn a metatri
pomastigote. Esta inhibicidn puede servir a dos propdsi
tos: primero, para acumular epimastigotes en el intesti
no medio hasta que haya una proporcidn relativamente
grande que pueda transformarse a metaciclicos, aseguran
do asi la infeccidén del hospedador vertebrado vy, segun-
do, para retener un nimero de epimastigotes no transfor
mados para posteriores diferenciaciones e infecciones.
Los parasitos necesitan ser retenidos en el intestino
medio, ya que las condiciones nutricionales son mas fa-

vorables que en el intestino posterior.

Recientemente, De TSOLA v col. (1984) llegan
a la conclusidén de que en el intestino del redGvido exis
te un factor responsable de la transformacidn. Dicho fac
tor cuando es adsorbido por formas epimastigotas de T.

cr¥zi ¢ promastigotas ds Ledizhmania mexicana, pierde su




actividad. De manera similar ocurre cuando se adsorbe
con eritrocitos de oveja., Esto implica que dicho fac-
tor debe ligarse a las membranas del parésito o de las
células de oveja, lo que sugiere un mecanismo parecido

al de las lectinas.

SHER v col. (1983), utilizando cémaras de di
fusidn implantadas subcutdneamente en ratones en las
que se colocan epimastigotes, consiguen una elevada
transformacidén a tripomastigotes en 24 horas, basdndo-
se en la hipétesis de que la exposicidn de una etapa
de invertebradc (epimastigote) al hospedador vertebra-
do podria inducir al parédsito a diferenciarse, como
una adaptacidn a su nuevo medio. Cuando los parédsitos
se sacaron de las camaras tras 7 horas v se colocaron
en un medioc de cultivo, la transformacidn tuvo lugar
igualmente, por lo gque los autores piensan gue es posi
ble disociar operacionalmente los hechos gue disparan
la transformacidn morfoldgica de epimastigote a tripo-
mastigote del proceso de diferenciacidn en si mismo.
Suponen la existencia de factores del hospedador verte
brado que programan o desencadenan la transformacidn

a tripemasiigote.,




La influencia del suero en la metaciclogénesis
de T. cruzi, también ha sido investigada, pero mientras
hay unanimidad de su necesidad para un crecimiento ade -
cuado, en cambio su actuacidén en la transformacidn es

controvertida.

WOOD y PIPKIN (1969), LOPETEGUI y SOSA-MTATE -
LLO (1982) y UCROS y col. (1983) coinciden en que la pre
sencia del suero en concentraciones adecuadas (6-10%) es
fundamental para este proceso, es mis, O DALY (1976) ob—v
servd que determinadas fracciones v proteinas del suero
son esenciales para el mismo. Sin embargo, SULLIVAN
(1982) consiguid similares porcentajes de metaciclogéne—
sis en medios sin suero ¥ con distintas concentraciones

de suero (entre 1 v 10% ) .

Quizads las diferentes cepas de T. cruzi usadas
asi como los distintos medios empleados, son la explica-

cidén de estos resultados discordantes.

0°DALY (1976) sugiere que la transformacidn es
inducida por fracciones proteicas de cdiferentes movilida
des electroforéticas obtenidas del SBF. El principal fac
tor estimulante pudo ser un péptido de bajo peso molecu-

lar, similar al que actua de estimulo a la division (0




DALY,comunicacién personal a ZELEDON y col., 1977). Hay
una posibilidad de que tales sustancias estén presentes
en la orina de la excreta de redGvidos, yva que HARING -
TON (1961b) indicd que al menos dos de los pigmentos

amarillos encontrados en las heces eran péptidos.

Muchos autores coinciden en que‘un factor in-
dispensable para la transformacidén es el agotamiento de
determinadas sustancias en el medio y que cuanto més in
completo sea éste, soporta una menor multiplicacidn de
los flagelados, aunque se obtienen mayores porcentajes
de diferenciacidén, esto siempre se produce al finalizar
la fase exponencial de crecimiento (CAMARGO, 1964 ; CHI A
RI vy CARNEIRO, 1978bj; LOPETEGUL y SOSA-MIATELLO, 1982;

CONTRERAS v col., 1983).

CASTELLANT v col. (1967) observan gque al afia-
dir a la mezcla béasica del medio LIT, infusiédn de higa-
do de buey, el proceso de diferenciacidn desciende, aun
que el nGmero total de protozoos/ml aumenta notablemen-—
te. Igual le sucedid cuando la adicidn fue infusidn de
corazdén de perro y el PH del cultivo era de 7,2. Pero
cuando este cultivo se realizbd a pH 6,7, continud el

buen crecimiento acompafiado de un grado de diferencia -
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cidén alto. Otros factores, ademds del pH, que afectan a
la metaciclogénesis, seglin estos autores, son la edad
del cultivo, el tamafio del indculo y la preincubacidn a

ciertos niveles bajos de temperatura (2712C, 48 horas ).

FERNANDES v col. (1969) consideran que el ago
tamiento de carbohidratos (sustrato) del medio de culti
vo de este hemoflagelado, coincide con el término de la

fase exponencial de crecimiento, v la acumulacidn de

e . ! - . - N # . I .
acidos organicos (acidos succinico v mdlico) conduce a

valores minimos de pH (5,6-6,0). Con 21 consumo de es -

TOos

19/]

tos acidos, el pH se eleva de nuevo v los pard e

4]

diferencian. Ellos encuentran, en experimentos no publi

cados, que los Aacidos acético v pirftvico, afadidos a un

[0)]

)

L

r
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medio libre de glucosa a pH inicial bajo {6,0 & menor),

lleva a una rapida transformacidén de formas epimastigo-

-

tas a metaciclicas.

La inclusidn del ciclo de los acidos tricarbo
xilicos en la inducecidén de la diferenciacidn es, aparen
temente, un hecho general, al menos en bacterias. BRUN
y SCHONENBERGER (1981) estimulan la transformacidn de
formas sanguineas de T. brucei a formas prociclicas, in
vitro, por adicidn de citrato yfo cis—-aconitato al me -

dio de cultivo.




Si se mantiene la concentracidn inicial de
glucosa por adicidn diaria, se inhibe la diferenciacidn
y el pH decrece hasta niveles tdxicos. Si el cultivo se
realiza en condiciones de anaerobiosis a pH 6,7, se inhi
ben tanto el crecimiento como la transformacidn. La oxi
dacidén de la glucosa a través del ciclo de las pentosas

es muy pronunciada y el ciclo de Krebs funciona a velo-

cidad limitada (CACERES y FERNANDES, 1976).

Para estos autores, la oxidacidén de la gluco-
sa no estad relacionada con la diferenciacidn, pero ésta
si lo esta con el consumo de los &dcidos orgédnicos succi
nico y madlico. Suponen que la situacidn fisioldbgica en
el final del intestino del vector puede ser muy similar
a un cultivo con la glucosa agotada; el medio es pobre
en nutrientes y en oxigeno, v el ciclo de Krebs, aparte
de energia, puede reconvertir los acidos orgénicos en
aminodcidos (alanina, &dcido aspartico y dcido glutémico,
De BOISO vy STOPPANI, 1973), permitiendo todo ello la me
taciclogénesis. De BOISO (1983) también considera que
la acidificacidén del medio, aunque disminuye la veloci-
dad de crecimiento, estimula la diferenciacidn a metaci

clicos.




Sin embargo, LOPETEGUL y SOSA-MIATELLO (1982)
consiguieron diferenciacidén sin que el pH bajara de 7,0
v UCROS ¥y col. (1983) obtuvieron incluso mejor transfor
macién a un pH inicial 9,0 que a un pH 5,5-6,0. LANAR

(1979) llega a las mismas conclusiones que los anterio-

res: la metaciclogénesis es independiente del pH.

Hay pocd informacidn en la literatura concer—
niente al rango de pH existente en el intestino poste -
rior de las chinches redividas. WIGGLESWORTH (1931b) es

tudidé el pH de los tlibhulos de Malpigio de Rhodnius DO~

lixus. Estos Organos son responsables de la excrecidn
de dcido UGrico en la porcidn posterior del intestino

del insecto. WIGGLESWORTH encontrd que era ligeramente
dcido (pH 6,6) en su segmento inferior. Bl &4cido Urico

es, de hecho, un &cido débil (pX, 3,4%). ZELEDCN v col.,
i

(1977) informan que el pH de la orina de Dipetalogaster

maximus es bastante alcalino (pH 8,5), excepto inmedia-

tamente después de la ingesta de sangre, que baja a 7,3.

Otro factor importante a tener en cuenta y
que diversos autores han hecho notar, es el frasco o re
cipiente de cultivo empleado, pues parece qgue la difu -

sién de los gases puede ser importante para ia metaci -
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clogénesis, al menos in vitro, va que se obtienen porcen
tajes muy diferentes de transformacidn segin =l tipo de

frasco empleado (UCROS v col., 1983).

OSUNA v col. (1979) consigud

transformacidn en medio Grace suplementado

de 3
BFI, medio al gue habian sometido previaments a una

drastica bajada de pH hasta 1,3 con ClH v posterior

ajuste a 3,3 con NaOH. Ellos sugieren la alteracién,

por accidn del Acido o de la base usados

I;_J

rios componentes del medio de cultivo ¥ proceden a estu
diar 3 vitaminas que, hipotéticamente, pudieron alterar

se en dicho proceso. Estas vitaminas fueron tiamina,

=4 T ~, v Qe
clogénesis {JIMEXNEZ ORTIZ, 1981}.

o 197K S MACADTNT v OORRBETA O 1OTRY

MACARTNT (1978) v MACARINI v CCRRETN {1878

investigan, por una parté, las necesidades de crecimien

to de Nocardia rhodnii, actinomiceto simbionte obligado

del intestino de Rhodnius prolixus, vector de T. cruzi.

-

Encuentran que, junto con oiras sustancias, requiere co
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mo Gndcas sustancias orgénicas: acetato, Tiamina, acido

@]

glutdmico o aspartico o sus amida

tudian las vivtaminas excretadas

detectando acido f£dlico v piridoxi

lina, riboflavina,

dcido nicotinico.

Los requerimientos vitvaminicos ds las FTormas
de cultivo de T. cruzi parscen varizr aon =@ da

dio en gue se ha realizado =1

con i medic de BONE v PARE

“ IS -~ -
embarge, cuando los parasites fueron cultivados s me-

iy
b{
|
i
b

cer, parcialmente al m:

cos, perc gue para alt

SQon necesarias colina




Uno de los posibles factores, que de una mane
ra hipotética, se barajaba por nosotros para explicar
los altos porcentajes de metaciclogénesis logrados en
el medio Grace modificado (OSUNA y col., 1979), era la
alteracidén de vitaminas. Por otra parte, el hecho de
que existan una serie de medios con extracto de insecto
en los que se logra altos porcentajes de‘formés;infecti
vas (WOOD y PIPKIN, 1969; WOOD y SOUSA, 1976, entre
otros), vy en base a los trabajos de JIMENEZ ORTTZ (1981)
en los que llegaba a la conclusidn de gque la ausencia
de tiamina en el medio podia estimular la metaciclogéne
sis, nosotros hemos estudiado la posible presencia de
una tiaminasa en el extracto de Rhodnius, asi como los

niveles de tiamina en el medio modificado.

No hemos conseguido demostrar, por métodos es

pectrofotométricos (apartado 3.,6.1.), una actividad ti

|@

minasa tipica en extractos de Rhodnius prolixus, pero

no hay duda de que la tiamina libre desaparece del me -
. . N N . N { . 1]
dio en presencia del extracto del insecto (apartado 4.3.

o).

Caben diversasposibilidades: que una parte re

lativamente grande Jde tiamina se una a proteinas (NISHL




MURA v col., 1984), no permitiendo quizas su deteccidn
por el método del tiocromo. Por otra parte, pudiera ser
que nos encontremos ante una actividad tiaminasa de ca-—
racteristicas distintas a las va descritas para la tia-
minasa I (FUJITA, 19535; WITTLIFF y AIRTH, 1970a) v la

tiaminasa II (WITTLIFF vy ATRTH, 1970b).

La total inactivacidn de estos enzimas, de
cualquier fuente probada, tiene lugar tras 20 minutos
de calentamiento a 802C (tiaminasa II, WITTLIFF y ATIR-
TH, 1970b) o a 100°C (tiaminasa I, FUJITA, 1953). Nues-

tra actividad quedd disminuida en un 36% tras calenta -
. . ; I t A ”
miento a 100¢C durante 30 minutos {apartado 4.3.2‘).
Por todo ello, también debemos pensar en la posibilidad
de cualquier otro enzima capaz de actuar sobre la tiami
Na, en nuestras condiciones experimentales, retvirandola

del medio.

El enzima tiaminasa I ha sido encontrado en
bacterias, helechos, crustaceos v peces de agua dulce
(KIMURA, 1963; MURATA, 1963).

La actividad tiaminasa II ha sido encontrada

s6élo en procariotas {MURATA, 1963).

Quizads la actividad manifestada por el extrac




to de Rhodnius, pudiera corresponder bien al metabolis-
mo del propio triatémido, pues hay que recordar que na-
turalmente subsiste exclusivamente de sdhgre de mami fe-
ros. .y que la cantidad de esta vitamina es realmente ba-
ja en la misma (0,01 mg/l en el hombre, TABLAS CIENTIFI
CAS, 1963), o bien por los endosimbiontes que habitan

en su intestino.

Desgraciadamente, nuestra cepa de Rhodnius se
extinguid, impidiendo asi continuar los experimentos,
aunque siguen programados para una vez gue Irepongamos

la misma.

La alteracidn del pH a que se somete el medio,

consiguid, como ya se ha expuesto anteriormente, redu -

o

n oun 407

cir la concentracidn de tiamina

[

. 51in embargo, -

jo3

la vitamina restante permite el desarrollo de Lactobaci-

llus fermentium, cepa ATCC 9338 (apartado. %4.3.).

Tratando de determinar si el causante o cau-—
santes del incremento de la transformacidn en el medio
de OSUNA v col. (1979) era ClH, NaOH o ambos, preparamos
diversos medios, calculando previamente el ClH necesa -
rio para llevarlos a pH 1,3 v la cantidad de NaOH para

-~ ;

volverlos a pH 35,8, como se indica en el apartado 3.Z.4.
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Los resultados, tanto para el crecimiento co-
mo para la transformacidn, fueron muy similares, no ob-
servandose diferencias estadisticamente significativas
al comparar todos los medios entre si (cuadro v grafi-
ca n? 1y 2). De ello parece deducirse que el orden del
cambio de pH seguido por los autores (acidificacién v
posterior neutralizacidén)., asi{ como el tiempo de accidn
del pH acido o bésico sobre el medio, no ejercen influen
cia alguna sobre el crecimiento y diferenciacidn de Try~

panosoma cruzi..

~

Nuestros siguientes experimenfos consistieron
en preparar medio Grace, en nuestro laboratorio, al que
rivamos de diversas vitaminas individualmente (tiamina,
dcido félico, D-pantotenato cdlcico, riboflavina v Aci-
do nicotinico) o en grupo (colina, i-inositol, PABA, pi -~

ridoxina y biotina) (apartado 3.2.%.).

De nuestros resultados (cuadros vy graficas n?
9 v 11) se deduce que tanto el &cido félico como la tia
mina, el D—panto?enato cdlcico y la riboflavina (coinc£
diendo con otros autores como BONE y PARENT, 1963; CI-
TRT, 1954 vy AVILA y AVILA, 1981) son necesarias para el

crecimiento de T, cruzi, ya que éste se vid disminuido




significativamente a nivel de crecimiento méximo (P<

0,007, P< 0,04, P<O0O,04 v PcoO,02, respectivamente). La
ausencia de &Acido nicotimico también disminuyé el creci
miento pero sin llegar a niveles estadisticamente signi

ficativos.

En cuanto a la transformacidn méxima (cuadros
v gréfiéas n? 10 y 12), ésta no se vib significativamen
te alterada en ningGn caso, aunque en todos ellos, ex -
cepto en ausencia de D-pantotenato cdlcico (7,6%) fue
claramente inferior al control (9,8%), posiblemente de-
bido a que son necesarias tanto para el Crecimiento co-

mo para la transformacidn.

El hecho de que la ausencia de D-pantotenato
cdlcico afecte significativamente al crecimiento pero
no a la transformacidn puede suponer que esta vitamina
sea importante para la divisidn de T. cruzi, no actuan-—

do en el proceso de transformacidn.

En general, las curvas de crecimiento y trans
formacién son inferiores a las de los controles, aunqgue
no todas lleguen a ser estadisticamente significativas,
lo que indica una dependenéia de T. cruzi, al menos par
cial, de todas las vitaminas éstudiadas, coincidiendo

con la opinién de AVILA y AVITA (1981).




En cuanto a las experiencias en las que, en
lugar de vitaminas, se sustrajeron a los medios &cidos
organicos (mélico, succinico, alfa=-cetoglutéirico vy fuméa
rico), se afectd significativamente el crecimiento (cua
dro y gradfica n? 15) Pero no los niveles de transforma-

cién (cuadro y grédfica n? 16), siendo ambos mayores que

en €l control.

Segln diversos autores, la acumulacién de dci
dos orgénicos, que conduciria a un pH &cido (3,6-6,0),
seria una sefial- para la diferenciacidn. Al eliminar es-—
tos Acidos en el medio inicial, lo que hacemos es retar
dar la llegada al umbral de dcidos orgénicos necesarios
para esta seflal. Sin embargo, el sentido del cambio es
hacia una mayor *transformacidn, debida quizids a un me -
Jor crecimiento por ausencia de estos &dcidos. Pensamos
que esta acumulacidn de Acidos orgédnicos no es necesa -
ria para la diferenciacidn, coincidiendo con otros auto
res que observan perfecta transformacidén a pH iguales o

.

Superiores a 7,0.

A pesar de que los resultados obtenidos con
el autoanalizador de aminodcidos entre el medio de GRA-

4 I
CE {196z

g

v @l mismc modificado (OSUNA v col., 1979) en

los que, aparentemente, no hay diferencias en los nive-




les de aminoécidos medidos, decidimos probar la influen
cia de determinados aminodcidos que tedricamente pueden
ser labiles a valores extremos de pH (WEST vy col., 1969)

en el proceso de crecimiento y transformacidn de Trypa-

v o « s e + .
nosoma cruzi, va que la aparicidn de Nﬂq en el medio

modificado era manifiesta tras el tratamiento.

La ausencia de determinados aminocAcidos lAbi-
les a valores.ektremos de pH (Gln, Asn, Ser v Arg) (WEST
v col., 1969), condujo a un crecimiento significativa -
mente inferior (P« 0,003) al del control (cﬁadro v gri-
fica n? 13), lo que indica que estos aminodcidos son im
- portantes de caré al crecimiento de T. cruzi, especial-

mente Ser y/o Arg, yvya que Gln y Asn son fAcilmente obte

nibles a partir de Glu y Asp, presentes en el medio.

Sin embargo, es de notar que a los 353 dizas del
cultivo el ndmero de tripanosomas/ml era similar al del
control al 102 dia (el control, el dia 35 de cultivo,
estaba totalmente agotado y permanecian vivos sélo 1 x

-

107 organismos/ml).

Esto probablemente se debe a que este kineto-
pPlédstido tiene proteasasy es capaz de degradar las pro-

teinas del suero para la utilizacidén de sus aminodcidos




aungque no podemos descartar la posibilidad de seleccidn
de un clon de este protozoo pardsito capaz de sinteti-—

zar los aminoédcidos ausentes en el medio de cultivo.

La transformacidn no sufrid alteracidén signi-
ficativa en ninguno de los casos (cuadro v grafica n?

14).

Cuando se eliminaron, ademéds, los aminodcidos
Thr v Trp, también lébiles a valores extremos de pH
(WEST v col. 1969), no hubo crecimiento en los 10 pri-
meros dias de cultivo, sino al contrario, un ligero de-
crecimiento. Transcurridos 35 dias de cultivo, el nifmero
de tripanosomas/ml era, aproximadamente, 7 u 8 veces su
perior al indculo, aunque aln notablemente inferior- al

control del dia 10 de cultivo (apartado 4.1.).

Estos resultados pueden explicarse como en el
caso anterior, aunqgue aqgui, si ha habido sintesis, ha
sido insuficiente para un crecimiento integral. Nosotros
nos inclimnamos, en ambos casos, por la utilizacidn de
aminodcidos procedentes de la degradacidén de las protei
nas y péptidos séricos por accidn de las proteasas de
este hemoflagelado, aungue en el primer caso puede ha =~

ber cierta sintesis, por lo que alcanzan niveles norma-




les de crecimiento. o porque los requerimientos de ague-—
llos aminoacidos son menores o se encuentran en las pro

teinas séricas en mayor proporcidn que Trp y Thr.

Todos los protozoos paridsitos poseen la capa-
cidad de hidrolizar proteinas en su interior celular,
lo cual es un requerimiento esencial para el control del
crecimiento y desarrollo. Esta autolisis rinde aminoéci
dos que se reutilizan para la sintesis proteica. Algu-
nos de estos organismos también emplean proteinas exbge
nas como fuente de aminodcidos. En la mavoria de los ca
sos estas proteinas son ingeridas por el protozoo, va
sea a través del oitostéma 0 por pinocitosisro fagocito
5is, en el interior de vacuolas alimenticias. Las pro-
teinas son entonces hidrolizadas en la vaduola por las
enzimas lisosomales (catepsinas vy otras peptidasas)g las
cuales se iiberan a la vacuola cuando los lisosomas se

fusionan con elila.

Sin embargo, algunos protozoos parasitos, apa
rentemente, excretan proteasas, las cuales hidrolizan
proteinas en el exterior del pardsito. Los aminoicidos
que se producen pueden entonces ser absorbidos (GUTTER;

DGE y COOMBS, 1977).




Los epimastiggtes de T. cruzi poseen un citos
toma~-citofaringe, el cual también existe en las formas
intracelulares del parésito,(MILDER y DEANE, 1969; SANA
BRIA v ARISTIMUﬁb, 1970), pero no en la fase tripomasti
gota (VICKERMAN y PRESTON, 1976). Estcs autores sugie-
ren que las formas sanguineas del protozoo podrian con-
sumir proteinas del hospedador unidas a su membrana. ME
YER v De SOUZA (1973) han demostrado que las formas in-
tracelulares de T. cruzi pueden ingerir grdnulos de me-
lanina en cultivo de tejidos de células de iris de po -

llo, presumiblemente via citostoma.

Diversas proteasase hidrolasas hén sido descri
tas en extractos de epimastigotes de T, cruzi (ITOW v
CAMARGO, 1977; AVILA y col., 1979; BONTEMPI v col., 1984)v
- aunque no se ha determinado ain si algunas de éstas.u -
otras son excretadas al medio extracelular, aunque si
se ha sugerido que las hidrolasas secretadas en la bol-
sa flagelar pueden iniciar la digestidén de material par

ticulado (AVILA vy col., 1979).

En bacterias gramnegativas, la respuesta qui-
miotdctica estd mediada por S—-adenosilmetionina, la

cual es responsable de la metilacién de unas proteinas
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especificas insertas en la membrana citoplasmética, de-
pendiendo el grado de respuesta quimiotdctica del ntme-—
ro de metilos incorporados por dichas proteinas (HERRE—
RO v col., 1984)., Pensando que la diferenciacidn en T.
cruzi se da como respuesta a sefiales emitidas por el me
dio externo ya sea in vitro (cultivo) o in vivo (recto
del intestino del vector), decidimos comprobar el efec
to de la ausencia de metionina, aminocdcido esencial,

del medio Grace.

Observamos que, aunque la curva de crecimien-
to es algo inferior (cuadro y gridfica n? 13), no hay di
ferencias significativas, al igual que en la transforma
cién (cuadro y gréfica n? 14), pero en ésta, los valo =

res son claramente disftintos. Asi, mientras que sn el

>

control es de 9,3%, en ausencia de metionina es de 2,6%.
’ Iadi b

no

Por ello, podemos sugerir que la metionina es necesaria
para la transformacidn, aunque quizids la existencia de

este aminodcido en el suero no ha permitido un andlisis
correcto del efecto de su ausencia para la metaciclogé—~

nesis.

El hecho antes apuntado de la necesidad de un

consumo previo de nutrientes por parte de las formas no
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infectivas para inducir a la transformacién (CAMARGO,
1964 y CHIART y CARNEIRO, 1978b), nos condujo a plantear
unas eXperiencias con medios en los que se eliminaron
los monosaclridos (glucosa b4 fructosa). Se comprobé que
el crecimiento (cuadro y gréfica n? 15) era excelente,
mejor que en los controles (P< 0,009). El porcentaje de
diferenciacidén fue més alto (36,6%) que en los contro -
les (10,3%), con diferencia altamente significativa

(P< 0,0001) {cuadro y grafica n? 16).

No hay discusidén posible sobre la importancia
de las concentraciones bajas de monosacdridos utilizados
como sustratos por T. cruzi, clara en esta experiencia,
tanto para un buen crecimiento como para una buena meta
ciclogénesis.

Otros autores suponen que el agotamiento de
la glucosa v el écﬁmulo de 4dcidos orgénicos, que condu-
cen a un pH Adcido adecuado del medio, disparan la trans
formacidén. Nosotros proponemos que niveles bajos (o au-
sencia) de sustratos monosacéridos utilizados por este
pardsito, son los que disparan esta diferenciacidn que,
como aseguran otros autores, es independiente del acﬁmg

lo de 4dcidos orgénicos y del pH, aunque en este caso,
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el pH inicial usado es de 5,6-5,7.

Cuando se disminuyd la concentracidén de saca-
rosa del medio (GP1), no hubo cambios significativos res
pecto al control (GPO), aunque el crecimiento maximo au
mentd ligeramente y la diferenciacién disminuydé hasta
el 6,5% (cuadro y gréfica n® 15 y 16). La eliminacidn
de mayores cantidades de sacarosa del medio condujeron
a la deformacidén vy redondeamiento de los pardsitos debi

do, probablemente, a la hipotonicidad del medio.

Habiendo“conseguido asl un medio con buena
transformacién, decidimos trabajar paralelamente con &1
para ensayar si los productos de la hidrdlisis de la
tiamina podrian tener alglin efecto sobre la diferencia-
cién, como apuntaba JIMENEZ ORTIZ (1981). Se prepararon
una serie de medios: un control de Grace complsto (GPO)
otro sin monosacéridos (GP3) v otro sin monosacédridos
ni tiamina (GP2). Los problemas se hicieron con GP2 al
que se afiadid el derivado sulfénico del grupo pirimidi-

nico de la tiamina (GP2A), el grupo tiazélico de la mis

ma a otro (GP2B) y a un tercero (GP2C) ambos.

El crecimiento en todos los casos fue bueno

(cuadro y grafica n? 15 v 17), incluso mejor que el con
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trol (GPO), llegando a ser estadisticamente significati
vo para GP5 (P< 0,009), GP2 (P<£0,03) v GP2C (P< 0,05)
aunque no para GPZ2A y GP2B, debido a sus mayores erro -

res estandar, ya que el crecimiento fue similar.

En cuanto al porcentaje de diferenciacién,
en todos los casos fue significativamente més alto que
el control (GPO) (10,3%) (cuadro.y grafica n? 16 y 18).
Al comparar estadisticamente el resto de los cultivos
entre ellos, ninguno fue distinto de los otros, excepto
GP2A v GP2B (P< 0,04). Es de notar que GP2A tiene un por
.centaje de diferenciacién claramente menor (22%) que el

resto de los casos, siempre superiores al 32%.

De esta experiencia deducimos que ni la tiami
na ni los productos de sus hidrdlisis influven, al me -
nos de forma evidente, ni positiva ni negativamente, so

bre la metaciclogénesis, como sugeria JIMENEZ ORTIZ

(1981).

Por Gltimo, tratamos de conjuntar los dos fac
tores, uno fisico v otro quimico, que, en nuestro traba
Jo, habian dado resultados positivos en el mejoramiento

del porcentaje de metaciclogénesis,

Preparamos Grace control (GP0O), Grace control
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con 100 meq de ClNa adicionado (GPO-ClNak), Grace sin
monosacaridos (GPB) Yy Grace sin monosacéridos con 100
meq/l de CLlNa afiadidos (GP5-ClNal). De esta experiencia
resultd que el crecimiento en todos los casos fue simi-~
lar, aunque superior al control GPO, excepto para GP5
que fue significativamente mayor (P< 0,05) (cuadro v gra
fica n? 19). Sin embargo, la transformacién mejord con-
forme se tenia en cuenta uno o los dos factores conside
rados (cuadro y gridfica n® 20). As{ resultd una signifi
cacidén con respecto al control GPO (9,7% de transforma-
cién) para GP5 de P« 0,003(34,9%), para GPO=ClNal de

P« 00,0001 (43,3%) v para GP5-C1lNa4 de P< 0,0001 (64,3%).
Al compararse estadisticamente unos con otros, sdlo no
resultd significativé la diferencia entre GP35 v GPO-C1
Nal, ya que se trataba de dos factores distintos activan

do la diferenciacidn por separado.

FERNANDES, en dos de sus trabajos (FERNANDES
¥y col., 1969 y CACERES y FERNANDES, 1976) insiste en
afirmar, sin mostrar resultados, que en medios libres
de glucosa, al adicionar 4dcido pirGvico, &cido acético
o dcido mélico, la diferenciacidén se veia estimulada,
siempre gue el pH inicial estuviese entre 3,53 y €,0.

Nosotros, en medios pobres en glucosa (s6lo 1llevan la
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que proporciona el SBFI con que se suplementa el medio
Grace), a pH 5,6-5,7, obtenemos un importante incremen-
to de la metaciclogénesis, sin necesidad de adicionar
dcidos organicos. FERNANDES no dice cudl es la composi-—

cidén de sus medios ¥ si llevan o no suero.

Pensamos que la escasez o falta de glucosa o
sustrato monosacarido adecuado en el medio, una presidn
oy . - n - +
osmotica relativamente alta v una concentracidén de Na
. . . + ot ; .
determinada (o relacion Na /K ), pueden ser las condi-

ciones que se encuentre Trypanosoma cruzi en el recto

de su hospedador invertebrado. Estas condiciones actuan
como sefiales sobre el epimastigote que inducen una res-
puesta del pardsito dirigida en el sentido de la trans-—
formacién a metaciclico. Quizis las lectinas aisladas
del intestino del vector por PERETRA ¥ col., (1980) vy PE-
REIRA v col.,(1981) interaccionen con la membrana del
epimastigote dificultando la entrada activa de la glucgo
sa para su metabolizacidn, o que las glicoproteinas de
superficie a las cuales se unen, estén implicadas en el

transporte activeo de iones ¥y metabolitos.

Se ha demostrado que los niveles de AMPc in -

tracelular modulan el metabolismo vy el nivel de creci -
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miento en células procariotas ¥ eucariotas (PASTAN vy col.
19755 PRASAD, 1975 y MALLICK y HERRLICH, 1979). También
hay evidencias de que el AMPc regula el proceso de dife
renciacidén y proliferacidn celular en tripanosomatidos
(STRICKLER y PATTON, 1975; KAUSHAL v col., 1980 y MANCI
NI y PATTON, 1981)..4s{ mismo, elevados niveles de esta
sustancia provocan una inhibiciédn de la sintesis de DNA
con la consiguiente inhibicidn de la divisidn celular
(OLIVEIRA ¥y col., 1984). Igualmente es sabido, pero no
explicado, gque cuando los niveles de glucosa disponibles
para una célgla disminuyen, paralelamente aumentan los

niveles de AMPc intracelular (MAHLER v col., 1981).

Proponemos la ppsibilidad de que niveles bajos
de glucosa induzcan en epimastigotes el aumento de los
niveles de AMPc intracelulares, conduciendo a una inhi- -
biciéﬁ de la sintesis de DNA v de la divisidn celular y
provocando asi la diferenciacidn a forma metaciclica,
fase de vida de T. cruzi incapaz de dividirse. Experien
cias preliminares en este sentido, realizadas en nues -

tro laboratorio, parecen avalar esta posibilidad.

. . + /ot .
En cuanto a la relacidén Na /K s Se han medido

los mé%éde Na®™ v de X7 en la orina de Dipetalozaster ma—




ximus, vector de T. cruzi, siendo de 148,0 vy 6,5, res -
pectivamente (ZELEDON vy col., 1977) v siendo su rela -
cidén de 22,77.

En el medio control utilizado por nosotros,

. + +
las concentraciones de Na v X

son 25 v 75 meq/l, res-—
pectivamente, y en el de mayor transformacidn son de
125 v 75 meq/l, respectivamente. La proximidad de los
valores de concentracién de Na' quizéds son la causa de
la buena diferenciacidn in vitro v no otros factores £i
sicos, aunque deberiamos considerar la conjuncidn de
dos factores: la concentracién de Na’ adecuada junto
con la presidn osmbética pertinente.

En estas experiencias el pH inicial fue de

6,4, pero como va hemos mencionado anteriormente gque el
pH de la orina de vectores de este pardsito varié eﬁtre/
6,6 vy 8,5, no podemos considerar gue el pH sea un fac -
tor que intervenga en la metaciclogénesis, coincidiendo
con la opinidén de LANAR (1979), LOPETEGUI y col. (1982)
¥y UCROS v col. (1983). Por su parte, CONTRERAS v col.
(1985) han conseguido un importante porcentaje de dife-
renciacidn (83%) con bajo crecimiento, en un medio gque

L. . . 7 . - . T R
imita la composicidén salina de la orina de triatdmidos
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suplementado con un 10% de suero bovino de recién nacido.

Otros factores que intervienen en el porcenta
je de metaciclicos obtenidos son la cepa del protozoo ¥
el tiempo de mantenimiento en el laboratorio en culti -
vos seriados in vitro, pues cuanto mas tiempo ha trans-
currido desde su aislamiento in vivo, menor es la trans
fromacibén obtenida. Esto parece ser debido a que, como
se ha demostrado trabajando con clones aislados, éstos
tienen distintas capacidades de transformacidn, incluso
algunos carecen de esta propiedad. Estos se ven favore-
cidos por el subcultivo in vitro, pues los gue s& dife-
rencian mueren sin descendencia, empobreciéndose el cul
tivo en formas capaces de transformarse (CHTART, 1974

CRANE y DVORAK, 1982; GARCIA y DVORAK, 1982).




5.2.- PRODUCCION DE NH4+ POR Trypanosoma cruzi.

De la propiedad de las formas epimastigotas
de T. cruzi de producir amonio, conociendo que esta ba-
se puede ser capaz de inhibir la fusién lisosdémal de
ias células hospedadoras (GORDON Yy col., 1980), se des-
prende la necesidad de conocer si los>amastigotes de T.
cruzi son capaces de producir amonio vy si éste es el

mecanismo utilizado por ellos pPara inhibir la fusidn 1i

" sosomal, .

De nuestras experiencias se demuestra la- pro-
duccidén de amonio por estas formas liberadas por las cé

lulas (apartado 4.4.), En trabajos anteriores realiza -

7/

dos en nuestro laboratorio (GAMARRO CONDE, 1984; 0SUNA
¥y col., 1985&) se demostraba gue las formas intracelula
res del parédsito actuaban sobre los lisosomas impidien-
do la fusidén de éstos con las vacuolas endociticas.
Igualmente hemos demostrado, por procedimientos indireg
tos, que esta inhibicidn no se produce por poliaminas,
como se habia sugerido por algunos autores, y si por

¢loruro amémico (OSUNA vy col., 1985b). Asf{ mismo hemos
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comprobado gque la produccidén de amonio en células parasi
tadas es superior a las de las células control (resulta

dos no mostrados).

Todos estos indicios nos permiten sugerir que
la inhibicidn de la fusidn lisosomal por amastigotes de
T. cruzi podria realizarse por el amonio excretado por
é1l mismo o el producido por el propio metabolismo celu-
lar, activado de alguna forma desconocida por ia interio
rizacidén o presencia del pardsito en el citoplasma celu

lar.

La precipitacién de estruvita (POQ(NHA)Mg.6
HEO) observada en oultivos viejos en medio Grace (apar—
%ado 4.5.) puede deberse a una elevada presidn osmdtica
del medio, ya gue no hemos observado diferencias signi-
ficativas en la produccidén de amonio entre los medios
estudiados. La presidén osmdtica del medio Grace + 10%
de SBFT es de, aproximadamente, 375 mOsm v la de los me

dios Grace modificados, estudiados aqui, es de 3530-373

mOsm.

SHLINANO y SAKAT (1975), trabajando con Pseu-

P

domonas calciprecipitans, llegan a la conclusién de que

la relaciédn Mg2+/0a£+ es el mls importante de los facto




- 311 -

res que controlan los tipos de cristalizacidén en el me-—
dio, obteniendo estruvita siempre que esta relacidn es

igual o superior a 4 (en peso).

Trabajando con bacterias de agua dulce FERRON-
VILCHES v col. (198&) observan que el nlmero de cepas
productoras de estruvita es méiximo cuando la relacidn
fosfato/magnesio del medio de cultivo es 1, disminuyen-
do dicho nlmero si la concentracidn de Mg2+ se eleva.

Nosotros hemos obtenido precipitaciédn de cris

tales de estruvita sin modificar ninguna de estas rela-

ciones en el medio original.

RIVADENEYRA v col. (1983) sugieren que las
bacterias pueden tener un claro papel en el proceso de
formacién natural de estruvita, como sugeria MORITA
(1980) para la formacidn de calcita, actuando como nd-~
cleo para una precipitacidn no biolégica. Igualmente
afirman que la produccidn de amonio POr cepas no pro -~
ductoras de estruvita indica que esta excrecidn por ta-~
les bacterias no es el Gnico factor causante de la pre-
cipitacidn de este cristal, aunque puede influir, indi-
cando la existencia de otros factores incluidos en el

Proceso ¥ que aln estéan por deberminar,




Basédndonos en esto, nosotros sugerimos que, si
realmente otros factores y no sélo la excrecidn de amo~
nio estédn incluidos en la precipitacidn de estruvita,
quizés los protozoos de vida libre tambidn hayan contri
buido a la formacidn de depdsitos naturales de estruvi-—
ta y de otros minerales, vy que la presencia de esta ca-
pacidad en un protozoo.parisito puede deberse a una pTro
piedad no perdida en el proceso de evolucidn desde su

forma de vida libre hasta la de vida parasitaria.,

De los resultados obtenidos de la evolucidn
de un cultivo en medio Grace + 100 meqg ClNa/l, en los
que precipitan espontaneamente cristales de estruvita
(cuadro n? 22), se desprende que al 892 dia de cultivo
finaliza la fase de crecimiento exponerncial, mostrando
el pH més bajo de todo el cultivo. A partir de este .mo-—
mento el pH comienza a ascender rédpidamente, la produc-
cién de amonio sigue un proceso ascendente vy el consumo
de glucosa comienza a disminuir lentamente hasta su ago

tamiento.

Todo esto parece indicar un cambio del metabo
lismo glucidico al proteico, provocado por el agotamien

to del sustrato glucidics exbgeno, con la consiguiente
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produccidén de amonio quevprovoca una elevacidn del pH
’Ya en 1949, Von BRAND ¥ col., preconizaban este cambio
de metabolismo. Poco después, TOBIE y col. (19350) y RY-
LEY (1956) confirmaban la produccién de amonio por Try-

panosoma cruzi y més recientemente, YOSHIDA y CAMARGO

(1979) clasifican a este pardsito como amoniotélico.



5.3.-METABOLISMO GLUCIDICO DE Trvpanosoma cruzi.

La existencia de la via glucolitica, del ciclo
de las pentosas y del ciclo de Krebs es conocida en Try-

panosoma cruzi, tanto en las formas epimastigotas de cul

tivo como en las amastigotas intracelulares y tripomasti
gotas sanguineas o procedentes de cultivo en células Ve-

IO,

Pero, hasta ahora, los estudios metabdlicos so
bre las formas infectivas metaciclicas de este paréasito

han sido muy escasos.

La importancia que el conccimiento de su meta-
bolismo puede tener a la hora ds investigar los mecanis-—
mos de interiorizacidn del pardsito en la célula hospeda
dora, asi{i como en la bGsqueda de quimioterdpicos efica -
ces que actuen bloqueando aquellos pasos metabdlicos més
importantes para la vida o para la interiorizacién del
flagelado, nos ha inducido.a realizar este primer estu -
dio que abra paso y sirva de base a estudios més profun-—
dos, no sélo en el Area del metabolismo glucidico, sino
en todos los precesos bioguiviicos e las fo?mas infecti~

vas de este protozoo.




Para una mejor comprensidn de los resultados,
conociendo que para cepas distintas del paridsito se ob-
tienen resultados cuantitativamente distintos, decidimos
realizar el estudio comparativamente con las formas epi-
mastigotas de cultivo de nuestra cepa.

Se inicid este estudio con el andlisis de la

! / —E ',
procduccidén de 14002 a partir de D~(U—1+C)~glueosé por

ambas formas del tripanosoma.
De nuestros resultados se deduce una relacidn
.entre el nimero de kinetoplastidos y la liberacidn de
1"4‘00 | btl. - l = ""tﬂ‘ta - l _1 ) “a
o+ Parabolica para los epimastigotes y lineal par
los metaciclicos, pero siendo en éstos claramente infe-

rior (20% de la de los epimastigotes, a 100 millones de

organismos).

- -

En principio, esto podria achacarse a que tan-
to la glucolisis como el ciclo de los Acidos tricarboxi-
licos funcionan en las formas infectivas a una velocidad

’inferior a la de las no infectivas. Sin embargo, el he -
cho de que la actividad especifica de las enzimas del ci
clo de Krebs sea significativamente mavor en los tripo-—
mastigotes metaciclicos, nos hace pensar en la posibili-

dad de que,en estas formas, parte de la glucosa sea des-




viada hacia otras rutas, como puede ser la sintesis de

polisacédridos de: membrana, y que parte del 002 despren~
dido sea recuperado por una elevada actividad de los en-
zimas fi jadoress de COQ, fijacidn que se ha demostrado de
relevancia en el metabolismo de kinetoplistidos (KLEIN v
col., 1975), en general, y de epimastigotes de T. cruzi,

en particular (BOWMAN v col., 1963).

L. cruzi cataboliza la glucosa s8lo parcial -
mente a COz, incluso bajo condiciones aerobias, produ -
ciendo una sustancial cantidad de Acidos orgénicos,'es_g
cialmente succinato‘(BOWMAN y col., 1963; BOWMAN, 197L4).
La sintesis de succinato, la cual mantiene el balance re
dox celuliar de los coenzimas nucledtidos de la nicotina—
mida (BOWMAN, 1974), requiere la fijacidn de o, a dci -

).

. dos C3 (BOWMAN v col., 196

La

En un principio se detectaron, como posibles
enzimas fijadores de CO,, la enzima mélica ligada a NADP
¥ la fosfoenolpiruvatocarboxikinasa (PEPCK) ligada a ADP
en epimastigotes de T. cruzi (CATALDI De FLOMBAUM y col.,
1977), mientras que para otros tripanosomatidos, ademés
de éstas, se encontrdé actividad piruvato-carboxilasa, pe

ro en baja propocrcida {KLEIN y col., 1975).
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’Pero, actualmente, se tiene el convencimiento
de que el principal y mds activo enzima que actua fi jan-
do 002 es PEPCK ligado a ADP, detecténdose en la fraccion
glicosomal de T. cruzi ¥ otros tripanosométidos.(CANNATA

v col., 1982).

Por otra parte, hemos seguido la evolucidn de
la produccidn de1a002 por las' formas epimastigotas de .
‘cultivo de T. cruzi (cuadro n? 24) observando una brusca
disminucidén de dicha liberacidn, cuando el cultivo alcan
za la fase estacionaria qe crecimiento. En esta fase, la
concentracidbén de glucosa en el medio es muy'baja (cuadro
n? 22) y, seg(n parece, no utilizable (Von BRAND y col.,
1949), por lo que el tripanosoma debe adaptarse a la uti
lizacidn mayoritaria de otros sustratos (g aminoécidos?,
Jacidos grasos?,...), por ello, al colocarse de nuevo en”
un medio con suficiente glucosa, debe readaptarse a su
consumo preparando el squipo enzimitico necesario para
su rédpida v eficaz catabolizacidén. El1 escaso tiempo en
el que se realiza la experiencia (1 hora) es probablemen
te insuficiente para esta adaptacidn, pero, indudablemen
te, ésta se inicia, lo que podria explicar las mayores

”

desviaciones a que esté sometida ia determinacidén del
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14

002 liberado por las formas metaciclicas v por las
formas epimastigotas de la fase estacionaria (cuadros n?@

23 v 24).

Al estudiar estos resulfados se deduce que
existen diferencias, a nivel de metabolismo glucidico,
entre las formas epimastigotas en fase de crcimiento ex—
ponencial v las formas metaciclicas. Por ello, procedi -
mos a analizar la glucolisis de ambas formas, determinan
do la actividad de los enzimas clave de.la misma, es de-

cir, hexokinasa, fosfofructokinasa v piruvato kinasa.

La glucosa,que se encuentra sn el medio de cul

tivo, penetra en los epimastigotes de Trvpanosoma cruzi

por un mecanismo de ftransporite activo, si se halla a ba-

Ja concentracidn, v por difusidn facilitada, si la con-

centracibén es alta (WARREN ¥ PATRZECK, 1963). Asi mismo,

se ha observado, por los mismos autores, que la glucosa

inhibe parcialmente el consumo de otras hexosas, tales

JOB
7]

como fructosa y galactosa, ¥ que ta Gltima no se absor
be contra gradiente, al contrario de lo que ocurre con
la fructosa. Por otra parte, esta absorcidn de los az(i-

cares es fuertemente dependiente de la temperatura (WA-

RREN y PATRZECK, 1963).
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Aunque en Trypanosoma cruzi no se ha demostra-

do, en otros flagelados, como T, lewisi, T, gambiense,

-

T. equiperdum, Crithidia luciliae v Leishmania tropica,

se ha comprobado la existencia de dos caminos o sitios
de entrada diferentes para los carbohidratos, aunque los
azlicares transportados por cada uno de ellos no coinci -

den de una especie a otra (Von BRAND, 1979).

Se cree que en los tejidos animales la glucosa

v otros metabolitos, tales como aminoacidos, son trans-

portados al inferior celular mediante un transportador
. . .+
gue, a su vez, requiere la presencia de Na externo.Pues
.+ . )
to que la bomba expulsora de Na mantiene un gradiente
descendiente de iones sodio hacia el interior, el flujo
de estos iones hacia dentro, gue responde al gradiente,

ontra su propio

(¢}

hace posible el transporte de glucosa

gardiente (LEHNINGER, 1972).

Parece ser que el transportador de aminodcidos
es del mismo tipo que el de la glucosa, pues también re-
quiere iones sodio (LEHNINGER, 1972). Es interesante men
cionar gque existen interacciones, a nivel de transporte,
entre aminoidcidos y carbohidratos (inhibicidn o estimu-
lacidn del influjo o eflujo) en nNumMarosos organismos vy

tejidos., Entre los primeros se encuentran algunos tripa-
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nosométidos en los que la glucosa afecta el transporte

de aminodcidos, como Leishmania mexicana, L. donovani

(DECKER y JANOVY, 1974) v Trvpanosoma equiperdum (JACK-

SON y FISHER, 1977), aungue también se ha descrito el
efecto de los aminodcidos sobre el consumo de glucosa

en T. lewisi (SANCHEZ, 1974).

Una vez que la glucosa se encuentra en el inte
rior celular, es liberada por el transportador vy fosfori
lada para evitar su salida, por difusidn facilitada, cuan
do la concentracidn- exterior es baja. Esta fosforilacidn
es llevada a cabo por el enzima hexokinasa, el cual uti-

+

' 2 ' < o
liza ATP-Mg para producir D-glucosa-b6-~fosfato.

Este enzima puede fosforilar otros sustratos,
” * v . . - i
ademas de la glucosa, con una eficiencia relativamente

alta. 4Asi en epimastigotes de T, cruzi, ftomando el coe-

ficiente de fosforilacidn de la glucosa como 100, se ob=-
tiene una fosforilacidén de 72-100 para la 2~-desoxi-D-glu
cosa, 31-97 para la D-fructosa, 40-69 para la D-manosa,

15~62 para la glucosamina v valores inferiores para otros
azﬁcg;es (las variaciones en los porcentajes son debidas,
Probablemente, a la diferencia de cepas y técnicas utili

zadas). No fosforiie

1

td
[9gY

ey
oAl

f)
ot

ales come la galactosa,

n

4

sorbosa, xilosa, sorbitol, manitol vy 3-tioglucosa (RACAG

NI v MACHADO DE DOMENECH, 1983; URBINA y CRESPO, 1984

R—

.




Como dinhibidores competitivos de la hexokinasa

frente a la glucosa se han detectado‘N%acetil—glucosani-
na (Ki= 0,3 mM), 5-tio-glucosa (Ki= 0,4 mM), fructosa-6-
fosfato y glucosa-6-fosfats (producto de la reaccidn),
estos dos Gltimos de accidén muy débil (Ki= 2,63 v 1,45
mM , respectivamente), aunque en la cepa Tulahuen no se
detectd inhibicidén por producto ni por sustrato (RACAGNI

v MACHADO De DOMENECH, 1983; TURBINA y CRESPO, 1984).

Estos mismos autores obtuvieron una Km para la

D-glucosa de 0,04 mM vy 0,09 mM, y el pH Sptimo oscilé en

tre 7,4 v 8,2.

P

En las formas metaciclicas, TAHIRA v col.,
(1978) comunican la especificidad del enzima para ATP-
2+ . . ; -
Mg Vv sus capacidad para fosforilar D-glucosa vy D-fruc-
tosa e inhibirse por accidn de p-clorec-mercuribenzoato

p-hidroxi-mercuribenzoato, Obtienen el pH optimo (9,0) v
la temperatura Sptima (372C) de accidn.

Por nuestra parte, trabajando a 37°C v pH 7,6,
hemos obtenido una Km de 0,025 mM para los epimastigotes

¥y de 0,035 mM para los metaciclicos.

Los anteriores autores obtienen una cinética

de saturacidén hiperbbdlica para las formas epimastigotas
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con respecto al sustrato., Nosotros obtenemos los mismos
resultados. tanto en las formas infectivas como en las
no infectivas, no encontrando en ningiin caso inhibicidn

por exceso de sustrato (15 mM) (grafica n? 23).

La velocidad méxima (Vméx en nmoles/min/mg
proteina) del enzima para las formas no infectivas fue
de 99 v de 534 para las metaciclicas (cuadro n? 23). UR-
BINA v CRESPO (1984), con el enzima parcialmente purifi
cado (6-8 veces), calculan un valor de Vmax de Lio,
mientras que RACAGNI y MACHADO De DOMENECH (1983) consi
guen 1,2 unidades/mg proteina de un extracto de epimas-

tigotes (de su fraccidn soluble a 40000 x g tratada con

O

A

Tritén X-100 al 0,1%).

U

NA v ZRESPD (1984) tambidn probaron nums-

=

J.\B
rosos efectorss o moduladores metabdlicos, como fosfoe~
nolpiruvato, D-fructosa-1,6-bisfosfato, D-glucosa-1,6-
bisfosfato, citrato v malato (2 mM o mds), sin efecto

. - . L. . . " . .- : ’
significativo, lo gue indica una baja regulacidn metabd
lica de este enzima, a diferencia de los enzimas de ma~-

miferos (LEHNINGER, 13972).

ROGERSON v GUTTERIDGE (1980) determinaron la

actividad especifica de diversos enzimas de las formas




|
(o
\v]
N
{

epimastigotas de cultivo, amastigotas intracelulares v
tripomastigotas sanguineas, obteniendo, para la hexoki-
nasa, los valores de 8% (a 282C), 27 (a 372C) y 155 ( a
3790) mnoles/min/mg proteina, respectivamente, trabajan
do con el extracto soluble a 18000 x g. Mientras, TAY-
LOR v col. (1980), determinaban valores de 75, 31 y 32
nmoles/min/mg proteina, a las mismas condiciones de tem
paratura que los anteriores, de homogenados totales so-
lubilizados con Tritén X-100, al 0,1%, de las tres for-—

mas indicadas, respectivamente.

Los valores obtenidos por nosotros son 1o su-
ficientemente proéximos a loé de otros autores como para
suponer gue las diferencias se deben, fundamentalmente,
a la cepa empleada v a nuestras condiciones eﬁberimentg
les. De ello, deducimos que los datos obtenidos para ~

las formas metaciclicas son igualmente correctos.

La D-glucosa-6-fosfato, una vez formada, se
isomeriza a D-fructosa-H-fosfato, por accidn del enzima

fosfoglucoisomerasa.,

El siguiente punto de control del proceso glu
colitico, y sin duda el més importante en sistemas celu

. o . .
lares eucaribticos, lo constituye la fosforilacidn de




- 323 -

. 24
la D-fructosa-6-fosfato por medio de ATP-Mg v el con-

curso del enzima fosfofructokinasa.

URBINA vy CRESPO (1984) obtienen un comporta -
miento hiperbdlico durante el desarrollo cindtico de es
te enzima parcialmente purificado (4~6 veces), que evi-
dencia una cinética simple de Michaelis-Menten, sin ras
trés de sigmoicidad, con respecto a la D—fruc?psa-6~fo§
fato, su sustrato, calculando una Km de 1,37 mM v una

Vmédx de 400 mmoles/min/mg proteina, a pH 7,4 v a 25°C.

En nuestras condiciones experimentales (pH
8,0, 379C, 2 mM de AMP) obtenemos wuna Km de 0;29 mM v
una Vmdx de 46 nmoles/min/mg proteina para spimastigo-
tes v de 0,15 v 14, respectivamente, para metaciclicos

(cuadro n? 26). En ambos casos la cinética es hiperbdli
ca {[gréfica n? 24}, similar a la que obtienen URBT NA v /
CRESPO (1984) cuando determinaron la actividad fosfofruc
tokinasa en presencia de 5 - AMP, el cual actua como mg

dulador positivo, disminuyendo la Km hasta 0,27 mM sin

modificar la velocidad maxima.

Estos autores también comprueban la concentra
cidén Sptima de ATP, que estiman en 1 mM, observando que

concentraciones mayores son inhibitorias (2 mM conduce
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a una inhibicidén del 30% de la actividad fosfofructoki-—
nasa). As{ mismo, calculan el pH éptimo de la reaccidn,

situandolo en el intervalo de 6,9 a 7,5.

Nosotros hemos utilizado 2mM de ATP v pH 8,0.
Por ambos motivos nuestra Vmidx queda reducida, ya que
la utilizacidn de AMP 3d6lo conduce a un aumento de la
afinidad del enzima por el sustrato sin modificar la V

médx en epimastigotes de T. cruzi (URBINA y CRESPO, 1934)

4

ROGERSON y GUTTERIDGE (1980) obtuvieron los
siguientes resultados de actividad especifica para los

extractos, anteriocrmente mencicnados, de formas epimas-—

=4

}_J .
(]

ot

tigotas, amastigotas v tripomastigotas sanguineas: 232

o

1<

(a 282C), 160 (a 37°C) v 172

\1

a 3

—

°C) mmoles/min/mg pro

teina, respectivamente. Mientras tanto, TAYLCR v col.

J
-

E - b 1 / .
8 v 73 nmoles/min/mg proteina, res

ie]

(1980) obtenian 62,
pectivamente, a las temperaturas vy de los extractos com

pletos yva citados.

Los efectores que actuan sobre la actividad
fosfofructokinasa de células de vertebrados (UNDERWOOD
y NEWSHOLME, 1967), bacterias (BLANGY y col.,, 1967) vy
plantas (KELLY y TURNER, 1968) parecen no ejercer ningu

na accidén sobre el enzima de epimastigotes de T. cruzi,




seglin se desprende de los resultados de URBINA y CRESPO
(1984) con citrato, L-malato, succinato, D-glucosa—6-

fosfato, fosfoenolpiruvato e iones fosfato y amonio. Es
to indica que este enzima, al igual que la hexokinasa v

al contrario gue el de gran nimero de células eucariotas

estd poco regulado.

Sin embargo, el compoertamiento cinético obte-
nido para las formas metaciclicas demuestra claramente

que ambos enzimas sufren un proceso de represidn enzimi

tica durante la transformacidn de las forma

43}

epimastigo

il

tas a metaciclicas. Como consecuencia, la forma metatri

pomastigota de T. cruzi presenta una menor concentra -

’

cion de enzima que se Traduce en una disminucidn pPropor

D

cional en las velocidades iniciales del enzima.

\)

fny

Este hecho es particularmente exacto en ¢l an

)

I

lisis de la actividad hexokinasa, va que la proporcidn
de velocidad se mantiene a 1o largo de su cinética, des
de concentraciones subsaturantes a las de velocidad mé-

xima (cuadro n? 25).

En el caso de la fosfofructokinasa, aunque su
comportamiento es similar, parece existir, asociado a

él1, un mecanismo de inhibicién gque se manifiesta mayori




tariamente en los casos de concentracidn saturante de
sustrato. No obstante, hay gue hacer rnotar gque incluso
en estas condiciones las formas metaciclicas de T. cru-—
zi siguen manteniendo un metabolismo relativamente acti

vo de la glucosa que les llega. Varia on las razones

147}
4]

que explican este hecho: En primer lugar, tal y como

muestran los resultados obtenidos, la hexokinasa presen
-5

ta una reducida Km, del orden de 3,0 x 10 M,l0 gue ha

ce posible qgue toda la glucosa celular sea atrapada por

el enzima.

En segundo término, porque aungue la actividad
especifica de la hexokinasa a concentraciones celulares

sea la mitad de la encontrada en las formas epimastigo-

(Dr

tas, ésta es lo suficientemente alta como para conver -
tir toda la glucosa gue lellega en su producto fosfori-

lado.

Por lo gue respecta a la fosfofructokinasa,
habria que resaltar, cuando se comparan las actividades
del enzima en las diferentes formas del tripanosoma, su

doble comportamiento a lo largo de su desarrollo cinéti

CO.

A concentraciones saturantes de sustrato es




evidente que existe una mayor actividad en las formas
epimastigotas, del orden del 300% del encontrado en los
metaciclicos, sin embargo a concentraciones celulares
de sustrato (aproximadamente, 0,05-0,07 mM) la activi-
dad es practicamente igual o ligeramente mavor, lo que
determina que los porcentajes de velocidad subsaturante
frente a velocidad méxima sean del 16% para los epimas-
tigotes y cerca del 40% para los metatripomastigotes,
explicando de esta manera la existencia de un metabolis

mo relativamente activo de la glucosa ( cuadro n226).

Resultados similares a los de URBINA v CRESPO

(1984) se han obtenido con las fosfofructokinasas de

Crithidia fasciculata (OZANICH v MARR, 1976), Leishma-

N

nia donovani vy L. braziliensis (BERENS y MARR, 1977a),

la cinética fue sigmoidal frente al sus

—_—

aungue en és%t

G
0}

trato, fructosa-6-fosfato, convirtiéndose en hiperbdli-
ca a concentraciones saturantes de AMP, el cual, ademéas

de reducir la Km, incrementa la Vmidx de este enzima (B;

RENS y MARR,1977b).

Comportamientos similares se han encontrado en
otros tripanosomas, como T. brucei (NWAGWU v OPPERDOES,

1982). Esto sugiere que el flujo glucolitico no esté




acoplado a las reacciones que rinden energia, como las

del ciclo de Krebs.

Por otro lado, la cinética hiperbélica simple
ha sido hallada en fosfofructokinasas procedentes de or
ganismos que no usan glucosa como fuente primaria de

energia, tales como la bacteria Arthrobacter crystallo-

poietes ( FERDINANDUS v CLARK, 1969) o el moho del fango

Dvctyostelium discoideum (BAEMANN v WRIGHT, 1968), los
cuales tampoco responden a los efectores que actuan en

el enzima de vertebrados, bacterias o plantas.

En 1977, OPPERDOES y BORST, hallaron en las

-3

formas sanguine

ny

5 de T, brucei indicios de la existen-

9]

cia, en la fraccidn de densidad correspeondiente a 1,23

(@2

g/cm‘ de una centrifugaci

n =

]
g

sradiente isopicnico de

sacarosa, un microsoma en el gue detectaron actividad

@O

de nueve enzimas que intervienen en el Proceso glucoli—
tico (hexokinasa, f'osfoglucoisomerasa, fosfofructokina-
sa, aldolasa, triosafosfato-isomerasa, glicerolkinasa,
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa v fosfoglicerato kina
sa) que permiten la conversiodn de la glucosa y el glice
rol en 3-fosfoglicerato., Este microsoma fue denominado

"glicosoma, Este orginulo se ha encontrado exclusiva-
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mente en kinetoplastidos como Crithidia fasciculata (TA

YLOR y col., 1980), en C. luciliae, formas prociclicas

de T. brucei (OPPERDOES, 1981) y formas promastigotas -

de Leishmania mexicana mexicana (cooMBs, 1981), de L.

tropica major, L. donovani v L. braziliensis brazilien-

sis (HART y OPPERDOES, 1984),

También en T. cruzi se ha hallado este organu
lo, tanto en sus formas epimastigotas de cultivo, como
amastigotas intracelulares y tripomastigotas sanguineas
(TAYLOR y col., 1980), detectando los enzimas hexokina—
sa, fosfofructokinasa y aldolasa. Posteriormente, se ha
encontrado actividad fosfoenolpiruvatocarboxikinasa
(CANNATA y col., 1982) y una de las dos malato deshidro
genasas que contienen las formas epimastigotas (CANNATA

y CAZZULO, 1984).

Ademés de los enzimas mencionados, también se
han hallado en glicosomas los dos filtimos enzimag de la
biosintesis de la pirimidina (orotato-fosforribosil-
transferasa y orotidin-carboxilasa) (HAMMOND y col.,
1981), asi como adenilato kinasa, malato deshidrogenasa
@PPERDOES y col., 1981) y fosfoenolpiruvatocarboxikina—

sa (OPPERDOES vy COTTEM, 1982). Por otra parte, se han
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encontrado enzimas implicadas en la beta-oxidacidn de
dcidos grasos, como la 3—b§ta-hidroxibutirilcoenzima—A»
deshidrogenasa, y un enzima clave en la sintesis de étg
rés lipfidicos, como la dihidroxiacetonafosfato—acetil~-

transferasa (HART y OPPERDOES, 1984).

La presencia de muchos de los enzimas glucoli
ticos en el interior de un orginulo es una propiedad

Gnica de los representantes de la familia Trypanosoma-—

tidaé. En ningln otro organismo estudiado, ni procario-
ta ni eucariota, se ha detectado este orginulo y la glu
colisis se realiza en la fraccidn soluble del citoplas—
ma. Esto sugiere a OPPERDOES (1983) que los enzimas glu
coliticos, presentes en el interior del glicosoma, po-
drian exhibir propiedades fisicas y quimicas caracteris
ticas que los diferencien de los enzimas-glucoliticos
solubles de la célula de su hospedador, pudiendo conver
tirse en excelentes puntos de accidn para la futura qui

mioterapia.

En células eucariotas (OTTAWAY y MOWBRAY,
1977) v en bacterias (MOWBRAY y MOSES, 1976) va se habia
observado la existencia de ciertas interacciones débi-—

les entre los enzimas glucoliticos. Estas interacciones
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también se han encontrado entre los enzimas que se hallan
en el glicosoma, pero la evidencia es que son mucho més
fuertes que las de otros organismos, formando un verda-—
dero y gran complejo multienzimitico (ODURO y col., 1980

OPPERDOES y NWAGWU, 1980).

La actividad fructosa bisfosfatasa parece es—
tar igualmente ligada al glicosoma, al menos asi se des

prende de los estudios de este orgdnulo en Leishmania

m. mexicana (COOMBS, 1981; COOMBS y col., 1982). Esta

actividad gluconeogénica alin no habia sido detectada en
T. cruzi. Nosotros hemos sido capaces de detectarla en
formas epimastigotas y en formas metaciclicas, observan

dose que su baja actividad en las primeras. se ve aGn mas

reducida en las formas infectivas, necesitando gran can

tidad de proteinas para detectarlo, cuestidén nada fécil
de resolver temiendo en cuenta la dificultad de obtener
tripomastigotes en nimero suficiente. De todas formas,

se ha detéctado una actividad de 1,46 nmoles/min/mg pro
tefina en estos tiltimos a 0,075 mM, . observandose alguna

inhibicidn por sustrato a 0,25 mM (19%).

Hemos realizado unos primeros estudios preli-

minares de este enzima en las formas epimastigotas ob-
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servando que su actividad es mayor,a una concentracidn
de sustrato de 0,05mM, a 372C que a 289C, produciéndo-—
se una inhibicién de un 34% a pH 7,2 y de un 16% a pH
9,5, mientras que a un pH 7,2 la actividad es mayor

que a pH 9,5, a 372C, pues a una concentracidn de sus-
trato 0,05 mM, la inhibicibn es del 52% (cuadro n? 27)

mientras que a una concentracidn de 0,075 mM es del 50%.

Del estudio cinético se observa una Vmax de
3,0,nmoles/min/mg'proteina, a una concentracidén de sus-
trato préxima a 0,075 mM, a partir de la cual se inicia
la inhibicidn por sustrato, caracterfstica de este enzi
ma que comparte con el de otros sistemas celulares (HAN
v JdHNSON, 1982; HERS y HUE, 1983). A 0,25 mM la inhibi
cidén es ya del 46% vy a 10 mM es del 100%. El valor de
-Km es, aproximadamente, de 7,0 pM. La cinética es la ti
Pica de un enzima con inhibicidén por exceso de sustrato

(cuadro n? 28 y gréfica n® 25).

Segln NIMMO y TIPTON (1982), este enzima, al
amenos el obtenido de higado de mamiferos, es muy‘susch
,tible;a‘la proteolisis. Este hecho puede Valorarse.por
el cambio de pH Optimo del enzima‘que pasacé un pH'neu-

tro a uno alcalino. De nuestros resultados se desprende
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gque nuestro procedimiento de obtencién es adecuado o que
el enzima de T. cruzi es mas resistente a la proteolisis

que los de higado de mamiferos.

En otros kinetoplédstidos se ha encontrado este

enzima pero, en general, ha sido poco estudiado. Asi, en

extractoslcrudos de promastigotes de Leishmania brazili-

ensis, L. donovani, L. mexicana v L. tropica, ha sido de

tectado con una actividad que va de los 3,2 a 13,5 mmo-
les/min/mg proteina, segfn la especie (MARTIN y col.,
1576), asi como en amastigotes v promastigotes de L. do-
novani en los que MEADE v col. (1984) 6btuvieroﬁ 0,5 v

T,7 nmoles/min/mg proteina, respectivamente, mientras

que en L. m. mexicana, COOMBS y col. (1982), detectaron

6,1 Y‘11 nmoles/min/mg proteina, respectivamente.

El siguiente enzima clave de:la'glucolisis,
detectado en el citosol de T. cruzi (TAYLOR y col., 1980)
es la piruvato kinasa, enzima que produce ATP vy piruvato

a partir de fosfoenolpiruvato y ADP.

Este enzima ha sido parcialmente purificado en
formas epimastigotas de T. cruzi de la cepa Tulahuen,
Por JUAN v col. (1976). Observaron una curva de satura -

cién sigmoidal para el sustrato fosfoenolpiruvato, en
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ausencia de efectores, con un valor para SO 5 de 1,35
b4

mM ..

Devnuestros résultados se deduce una cinética
sigmoidal del enzima para fosfoenolpiruvato, tanto para
las formas no infectivas como para las infectivas,.obte
nléndo una Vmax de 39 y ) nmoles/mln/mg proteina y un
valor de Km de O, 61" y de 0,41 mM, respectlvamente (cua-

dro n? 29 y grifica n? 26).

Seglin JUAN y col. (1976), este enzima respon-
de a los efectores tipicos de las piruvato kinasas de
otras fuemntes. Asi, es‘activado @or D-fructosa-1,6—bis-
fosfatose inhibido por ATP y AMP, pero en cambio no es
afectado por L-alanina (3 mM). E1 pH Sptimo es de 6,5 a
302C. Requiere Mn2+’o Mg2+ ¥y es activado por Kkt v gt
Estos resultados son similares a los obtenidos con’pipg

vato kinasas de tipo hepatico de mamiferos.

'Los resultados obtenidos con otros tripanosomé

tidos, como C. fasciculata, L. donovani, L. brazilien-

sis (MARR y BERENS, 1977; BERENS y MARR, 1977) y T. bru-
cei (FLYNN v BOWMAN, 1980), permiten concluir que la pi-
ruvato kinasa no esti sujeta a control alostérico en es-—

tos protozoos. Esto podria estar relacionado con el he-—
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cho de que la gluconeogénesis no se da en estos organis
mos, ni almacenan polisaciridos. FLYNN y BOWMAN (1980)

suponen que la respuesta sigmoidal del enzima frente al
‘fosfoenoipiruvato puede no tener significado fisiolbgi-

co "in wvivo"™,.

Otros autores han determinado la actividad es
pecifica de este enzima en formas epimastigotas, amasti
gotas vy tripomastigotas sanguineas de T. cruzi. ROGER-
SON y GUTTERIDGE (1980) trabajando en las condiciones
anteriormente mencionadas, obtuvieron 48, 24 y 19 mmoles
'/min/mg proteina, respectivamente.~Mientraé tanto, TAY-
LOR v col. (1980) obtenfan 56, 182 y 145 nmolés/min/mg
proteina, respectivamente y a las condiciones antes ex-

-presadas.

De todq lo anterior podemos comprobar que la
fraccidén de la glucolisis que tiene lugar en el glicosgo
ma funciona a ﬁenor velocidad en las formas metécicli—
cas, mientras que la piruvato kinasa, enzima citosdlica

tiene una velocidad similar en ambas formas.

De todas maneras, a pesar de estas diferencias
no podemos afirmar que éstas influyan grandemente en el

metabolismo diferencial de ambas formas, aunque si pode
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mos concluir que la glucolisis funciona an ambas fases

del ciclo de vida del pardsito.

Por otra parte, la glucosa-6-fosfato puede
desviarse hacia la ruta de las pentosas-fosfato pPor me-—

dio del enzima glucosa-b6-fosfato deshidrogenasa.

De nuestras experiencias se deduce una Vméx
de 139 nmoleé/min/mg proteina para los epimastigotes,
con una Km de 0,21 mM; y de 66 mmoles/min/mg protefna
para los metaciclicos, con una Km de 0,75 mM, ambas con

una curva de saturacidén hiperbdélica para el sustrato.
(cuadro n? 30 y grafica n? 27 ).

La cinétiéa de este enzima aln no ha sido es-—
tﬁdiada en epimastigotes de T. ¢ruzi, pero se ha deter—
minado su actividad especifica por diVersos-autofes, co
mo RAW (1959) que obtuvo 41 nmoleé/min/mg proteina o
STOHIMAN y col. (1973) que obtuvieron 50 & ROGERSON v

GUTTERIDGE (1980) con 169 mmoles/min/mg proteina.

También se ha calculado la actividad especifi
ca de este enzima en las formas amastigotas intracelula
res y tripomastigotas sanguineas (135 y 40 nmoles/min/

mg proteina, respectivamente) por ROGERSON v GUTTERIDGE
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(1980), asi como en tripomastigotes obtenidos de cultivo
en células Vero (115 mmoles/min/mg proteina) por STOHL-

MAN v col. (1973).

El- estudio mé&s completo realizado sobre este
enzima ha sido el de FUNAMAYA v col. (1977) en el que 1lo
purifican parcialmente (unas 15 veces) a partir de for -
mas tripomastigotas metaciclicas de cultivo, pﬁ;gficadas

por pase a través de columna de DEAE-celulosa.

La curva de saturacidén frente a diferentes con
centraciones de D-glucosa-6-fosfato y de NADP COorrespon=
de a una cinétiéa de tipo hiperbdlico, en ambos éasos.
Sus Km son de 0,3 mM y de 0,087 mM, respectivamente. E1

pH 6ptimo es de 8,2,

El enzima es activado por Mg2+'y no modifica
su actividad por ATP, ADP, AMP, AMPc ni GTP. NADPH se
comporta como inhibidor competitivo para ambos sustratos,
mientras que NADH lo hace como inhibidor no competitivo
bpara los mismos. La actividad del enzima es especifica-

mente dependiente de NADP, no dando reaccidn con NAD.

La actividad especifica del enzima en el extrac
to fue de 16 mmoles/min/mg de proteina, mientras que una

vez purificado fue de 240 nmoles/min/mg proteina, a 372C.
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Este enzima parece estar localizado en el ci-<
tosol de T. cruzi, como la piruvato kimnasa, al menos
esa es la localizacidn en otros kinetopldstidos como en

L. m. mexicana (COOMBS, 1981).

La mayor actividad y menor Km del enzima glu-
cosa-b6b-fosfato deshidrogenasa de loéepimastigotes indi-
ca, posiblemente, una mayor incidencia de la via de las
pentosas en estas formas, que seglin MANCILLA y NAQUIRA, -
(1964), puede oscilar entre el 30% y el L0% della,glucg

sa asimilada.

Aunque se ha demostrado la actividad 6-fosfo-
glﬁconato deshidrogenasa en epimastigotes de T. cruzi,
no ha sido demostrada, en cambio, la actividad de otros
enzimas de esta ruta, como la transcetolasa ensavada
por STOHIMAN y col. (1973) sin éxito en epimastigotes y

tripomastigotes de cultivo de células Vero.

RAW (1959) considerd que los niveles de aldo-
lasa ehcontradbs por BAERNSTEIN y REES (1952) en epimas
tigotes de T. cruzi, eran demasiado bajos para la réapi-
da oxidacién de la glucosa por este organismo. E1 demos
tré la formacidn de piruvato a partir de 6~-fosfoglucona

to, pero no a partir de 5-~fosforribosa, por lo que sugi
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rié que aquél era degradado por el enzima de WOOD Yy SCH
WERDT (1954) origimnando piruvato y gliceraldehido-3-fos
fato. Sin embargo, RYLEY (1962) fue incapaz de demos -
trar esta escisién en sus experimentos. Por otro lado,
ZELEDON'(1960b) demuestra que T. cruzi puede oxidar el
inhibidor glucolitico 2-desoxiglucosa v concluye que lo

hace por el ciclo de las pentosas-fosfato.

Las funciones més importantes de esta ruta en
mamiferos es la produccidén de ribosa-5-fosfato para la
generacidén de &Acidos nucleicos, por una parte, v la for
macidén de NADPH para la sintesis de lipidos y para la
destoxicacidn del organismo de agua oxigenada por medio
de la glutation-peroxidasa, por otra. Esta actividad no
ha sido identificada en T. cruzi (BOVERIS y col., 1980),
asi como la actividad catalasa, aunque si la peroxidasa

en presencia de ascorbato (BOVERIS y STOPPANI, 1978).

Como las formas infectivas de T. cruzi no se
dividen, su requerimiento en Acidos nucleicos, aunque
importante, es menor que el de los epimastigétes (FER-
NANDES y col., 1969) v, por otra parte, la sintesis de
lipidos en aquéllas es relativamente baja comparada a

las de las formas no infectivas, pues sintetizan 1{ipi-
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dos neutros emn baja proporcidn y, segln parece, no sin

tetizan fosfolipidos (WOOD y SCHILLER, 1975),

MANCTLLA v NAQUIRA (1964) reiacionan el por -
centaje de glucosa metabolizado por esta via por los epi
mastigotes con la patogenicidad de las cepas del parasi
to. En los estudios combarativos realizados aqui con
formas metaciclicas y por KOGERSON y GUTTERIDGE (1980)
con amastigotes y tripomastigotes sanguineos; indican
que las actividades de la glucosa-6-fosfato deshidroge—
nasa es mayor gue en lgs otras formas, con%radiciendo
los resultados de STOHLMAN y col. (1973)'que obtienen
una actividad mayor en las formas tripomastigotas de
cultivo de tejidos que en los epimastigotes. Sin émbar—
go, tamto STOHLMAN y col. (1973) como ROGERSON y GUTTE-
RIDGE (1980) obtienen una actividad 6-fosfogluconato
deshidrogenasa mayor en epimastigotes gque en las otras

formas probadas.

Por todo ello, dudamos de que la relacidn en-
tre el ciclo de léé pentosas~fosfato y la patogemnicidad
de los tripanosomas exista realmente, ya que las formas
sin capacidad infectiVa, como son los epgmastigotes Y

amastigotes, son las de mayor actividad glucosa-6~fosfa

to deshidrogenasa.
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Hasta ahora hemos comprobado que, en general,
existen diferencias apreciables en el flujo glucolitico
entre ambas formas de T. cruzi, tal y como se desprende
del estudio realizado con los principales enzimas impli

cados en el mismo.

- 5i tememos en cuenta que ambas formas "in vi-
vo' se desarrdllan en entornos cuyo acceso a oxigeno va
ria significativamente,Apodriamos eXplicar dichas dife-
rencias. Mientras que las formas epimastigotas lo hacen
en condiciones de una baja presidn parcial de 02, las
formas metaciclicas, al contrario, se desarrollan en un

medio mucho mas aerobio.

En,condiqiones anaerobias, las células se ven
forzadas a aumentaf el flujo glucolitico, para compensar
asi el menor réndimiento de ATP obtenido por moléculavde
glucosa. Recuerdese que en estas condiciones se registra
solamente la formacibén neta de dos moléculas de ATP por
molécula de glucosa, mientras que la oxidacién aerobia
completa libera 36 moléculas de este nuclebdtido por mole
cula de glucoéa. Por tanto, la célula, en condiciones
anaerobias, necesita utilizar 18 veces més'glucbsa a fin

de ajustar sus:' requerimientos energéticos.




- 342 -

La presencia de una mayor cantidad de oxigeno
en;las formas infectivas, induce la inhibicién en la ve
locidad de consumo de la glucosa, haciendo descender de
una forma. extraordinaria dicha velocidad. Este fendmeno
de inhibicidén del consumo de glucosa con el consiguien—
te consumo de oxigeno, se conoce éomo Tefecto Pasteur™

(KREBS, 1972).

Desdevun ﬁunto de vista molecular, la etapa
catalizada por la fosfofructokinasa, constituye el pun-
to crucial en la modulacidn de la vélocidad de la gluco
lisis durante los cambios en las condiciones aerobias vy

anaerobias.

AdemAds de un proceso de represién enzimética,
& : ’ .

claramente manifestado en nuestros resultados, existe

un efecto claro de inhibicién, como discutiamos anterior

mente., Las moléculas de ATP, producto de un mayor rendi
miento energético en condiciones aerobias, asi como la
superproduccibén de citrato e isocitrato, cuya sintesis
es mads activa en las formas metaciclicas, como se demues
tra claramente en los resultadds, son capaces de inhibir
la actividad de la fosfofructokinasa lo que conduce a

una disminucién en ia velocidad de la glucolisis y, por
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tanto, en el suministro de piruvato a las mitocondrias

(KREBS, 1972).

Por otra parte, durante la transformacidn in
vitro de las formas de T. cruzi, existe un cambio cuan=
titativo en los niveles de glucosa. Mientras que las
formas epimastigotas crecen en un medio rico en glucosa,
los metaciclicos se ven forzados a vivir en un medio de

ficiente en glucosa.

Se sabe desde hace tiempo (CRABTREE, 1929 ¥y
HOMMES, 1965) que células crecidas en altas concentra —
Eiones de glucosé inducen un metabolismo anaerobio,
mientras que cuando crecen en bajas concentraciones de
este azlcar, desarroilan‘un metabolismo francamente ae-
robio. Este fenbémeno de cambio metabdlico inducido por

las propias concentraciones de glucosa, se conoce con

¢l nombre de Yefecto Crabtree®.

Ambos efectos discutidés, tanto in vivo como
in vitro, ayudan a comprender el comportamiento cualita
tivamente diferente que presentan las formas epimastigo
tas y metaciclicas respecto a la utilizacidn de la glu-

Cosa.

Una vez que la glucosa ha sido convertida en
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piruvato porrla via glucolitica, parte de &ste se inte—
gra en el ciclo de Krebs, que tiene lugar en el inte -
rior de la mitocondria, en forma de acetil=Co A, el cu-
al se une al oxalacetato para formar, en colaboracién

con el enzima citrato sintasa, el &cido c{itrico.

Esta actividad fue detectada en las formas epi
mastigotas de T. cruzi por JUAN y col. (1977) v el enzi
ma parcialmente purificado (unas 3 veces) fue utilizado
para los ensayos cinéticos, obteniendo una actividad es
pecifica de 45 nmoles/min/mg proteina. ADP vy ATP actua-
ron como inhibidores competitivos frente acetil-=Co A v
nc competitivos frente oxalacetato. Este enzima mostrd
una Km para el oxalac;tato de 2,6 MM vy para el acetil-
Co A de 5,5 pM, no siendo afectado, el enzima, por NADH
ni por alfa-cetoglutarato. Concluyen que esta citrato .

sintasa es similar al de otras eucariotas.

Nosotros hemos obtenido una velocidad maxima
de 25 nmoles/min/mg proteina, a 0,3 mM de acetil-Co A,
¥y de 23 nmoles/min/mg proteina, a 0,5 mM de oxalacetato,
para los epimastigotes y de 253 Y72821 para los metaci
clicos, respectivamente. Los primeros ostentan una Km

de 4,9 uM para el acetil-Co A y de 4,6 JM para oxalace=
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tato, mientras que para los segundos es de 3,6 v 4,1 M,
respectivamente. La cinética es hiperbdlica en todos los

casos. (cuadros n? 31 y 32, grificas n? 28, 29, 30 v 31).

ROGERSON y GUTITERIDGE (1980) obtuviéron una ac
tividad especifica de 43 mmoles/min/mg proteina para los
epimastigotes a 282C, mientras que para amastigotes y
tripomastigotes sanguineos, a 372C, fue de 12 ¥y 11, res-—

pectivamente, en T. cruzi.

Seglin OCHOA (1955), este enzima esti presente
en las concentraciones mais altas en tejido; con un alto
metabolismo aerobio, como el del mGsculo del pecho de pa
loma o el de corazbén. De ello podemos deducir que las
formas metacicliqas tendrdn un metabolismo bastante mas
aerobio que el de las epimastigotas v, teni;ndo en cuen-
ta su habitat natural, es 1légico, ya que los segundos vi
ven en el intestino del redivido vector mientras que los
Primeros habitan en el recto, es decir, prdéximos a un

orificio que contacta con el exterior, lo que permite un

mayor intercambio gaseoso.

Esto viene confirmado por los datos obtenidos
tanto para la actividad isocitrato deshidrogenasa depen

diente de NADP como para succinato deshidrogenasa, ambas




-~ 346 -

bastante més activas en las formas metaciclicas que en
las epimastigotas, expresada la actividad por mg de pro-

. teina.

Nuestros resultados indican una actividad es—
pecifica de 102 mmoles/min/mg proteina y una XKm de 31 M
para los epimastigotes y de 204 v 16, respectivamente,
para los metatripomastigotes, siendo la cinética hiper-

(’
bélica en ambos casos (cuadro n? 33 vy grafica ne 32).

STOHLMAN vy col. (1973) obtienen una actividad
especifica, en extractos de T. cruzi centrifugados a
30000 x g, de 137 v 58 mmoles/min/mg proteina para los
epimastigotes y tripomastigotes procedentes de células
Vero, respectivamente. No observaron efectos negativos

al reemplazar el ién Mn2+ por el Mg2+.

Previamente, RAW (1959) habia obtenido, para’
un extracto de epimastigotes de T. cruzi, una actividad

de 15 mmoles/min/mg proteina.

Hemos intentado defectar, tanto en unas formas
"como en las ofras, actividad isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NAD sin conseguir resultados positivos.
Estos mismos resﬁltados han sido obtenidos por otros au-

tores para las formas epimastigotas (AGOSIN y WEINBACH,
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1956; RAW, 1959; ROGERSON y GUITERIDGE, 1980), amastigo-
tas y tripomastigotas sanguineas (ROGERSON vy GUTTERIDGE,
1980). En otros tripanosoméatidos, como distintas especies

de Leishmania (MARTIN y col., 1976), tampoco se ha detec—

tado esta actividad, al igual que en otros paridsitos hel-

mintos, como Fasciola hepatica (PRICHARD y SCHOFIELD,

1968), Ascaris lumbricoides (OYA y col., 1965) o Trichi-

nella spiralis (GOLDBERG, 1957).

La Gltima actividad enzimdtica estudiada del
ciclo de los Acidos tricarboxilicos se integra en la fa-
se reductora del ciclo. Es la succinato deshidrogenasa,

enzima ligado a la membrana mitocondrial.

a

Los resultados obtenidos por nosotros muestran
que las formas epimastigotas tienen, aproximadamente, 3
veces mas proteina insoluble que las formas metaciclicas.
Asi, cuando la VmAx para lés primeras es de 8,07 nmoles/
min/mg proteina (0,85 mmoles/min/mg de peso h@medo) con
una Km de 0,41 mM (0,40 mM), para las segundas es de 38,34
mmoles/min/mg protefina (1,18 nmoles/min/mg de peso hime—
do) con una Km de 0,67 mM (0,61 mM). La cinética, en am-
bas formas, es de tipo hiperbélico (cuadros n? 34 vy 35,

graficas n? 33 y 34).
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Es interesante indicar que cuando utilizamos
tritén X-100 al 0,1% para solubilizar el enzima, &ste
perdid su actividad, probablemente debido a gue el cons
torno quimico de la membrana mitocondrial €s necesario

para su actividad.

AGOSIN y Von BRAND (1955) calcularon la tempe-
ratura Sptima de accidén de la succinato deshidrogenasa
de epimastigotes de T. cruzi, siendo de 372C, vy el pH
6ptimo oscilé entre 8,0 vy 9,0. La concéntracién saturan-—
te de sustrato (succinafo) fue de 7,5 mM. La mayor parte
de la actividad se detecta en las fracciones mitocondrial

v microsomal.

De MEIRELLES y SOUZA (1982) detectan citoquimi-
camente las actividades isocitrato deshidrogenasa NADP-
dependiente v succinato deshidrogenasaren formas intra=
v extracelulares eﬁ cultivos de tejidos infectados con
formas sanguineas de T. cfuzi, localizédndolas en la mem-

brana interna y crestas mitocondriales.

La parte oxidativa del ciclo de Krebs es exami-
nada con el estudio de las actividades citrato sintasa e
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP, La activi-

dad de estos dos enzimas es muy superior en las formas
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metaciclicas, lo que indica un metabolismo oxidativo méas
prnunciado que el de los epimastigotes. Esto no se obser
va al medir la produccidn de 1L"COZ a partir de D-(U-Tuc)u
glucosa, probablemente debido a que la glucolisis v/o el
transporte de glucosa a través de la membrana celular ac

tuan como factores limitantes en la velocidad de oxida-—

cién de la misma.

Si tenemos en cuenta que la glucolisis actua a
velocidad limitada y que las formas metaciclicas habitan
en medios pobres en monosaciridos combustibles, el ciclo
de Krebs debe funcionar tan activamente para la obtencidn

de energia a partir de lipidos y/o proteinas.

Las formas metaciclicas son capaces de conver-
tir parte de los &cidos grasos a CO2 en una proporcidn
mucho mayor que los epimastigotes (48 veces, en el caso
del palmitato) (WOOD, 1975; WOOD y SCHILLER, 1975). RO-
GERSON y GUTTERIDGE (1980) comprobaron que también las
formas sanguineas y las intracelulares eran capaces de

e

generar 002 a partir de palmitato, en una proporcidbn de

10 v 20 veces mayor que los epimastigotes, respectivamen:-

te.

Pero aln asi, el estimulo de la respiraciébn

endégena, en las formas epimastigotas, amastigotas ¥y san
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guineas de T. cruzi, originado por los Acidos grasos pal
mitato y estearato, fue pricticamente nulo comparado con
el producido por la glucosa (26%, 18% y 14%, respectiva-—
mente) o por distintos aminodcidos, como histidina (21%,
21% v 27%), glutamina (23%, 30% v 19%) o glutamato (15%,
18% v 28%).

De todo ello se deduce Que cuando Trypanosoma

cruzi carece de monosacAridos para la obtencidn de ener-—
gla, probablemente utiliza aminoicidos libres u obteni-—
dos por hidrdélisis de la proteinas, por accidn de las

proteasas (ITOW y CAMARGO, 1977; BONTEMPI y col., 1984).

Debido a su activa glutamato deshidrogenasa de
pendiente de NAD(P)H es posible pensar que esta sea una
via de entrada de aminodcidos al ciclo de Krebs en forma
de alfa-cetoglutarato, aunque la elevada actividad citra
to sintasa e isocitrato deshidrogenasa NADP—dependiente
sugieren que serian los amino&cidos que entraran a nivel
de oxal-acetato y/o acetil-coenzima A, los que serian
preferentemente consumidos por los metatripomastigotes
de este pardsito, aunque los resulgados obtenidos con
Ser, Ala y Thr (SYLVESTER y KRASSNER, 1976; ROGERSON y
GUTTERIDGE, 1980) en epimastigotes no avalan esta hipé-—

tesis, pero ello no indica que se pueda descartar en
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-metaciclicos o que se pueda producir con otros aminoici-
dos, pues como observamos de las medidas de amonio reali
zadas en los cultivos destinados a la obtencidn de for -
mas metaciclicas, la produccidén del mismo es elevada,
sobre todo cuando se agota la glucosa del medio (cuadro

n® 22 y grafica n? 21).

De todas formas, se supone gque las sustancias
de reserva que sostienen una respiracidn endbdgena rela-
tivamente alta en este hemoflagelado son proteinas y/o
~triglicéridos, ya que no han podido ser detectados poli-
sacéridos del tipo del glucdgeno (RYLEY, 1956; ROGERSON
¥y GUTTERIDGE, 1980), pero se ha comprobado una reduccidn
de los niveles de triglicéridos de estos protozoos duran
te el ayuno, con aumento de los Acidos grasos libres (RQ
ITMAN y GUTTERIDGE, en ROGERSON y GUITERIDGE, 1980), asi
como un desprendimiento de amonfaco y Acidos voldtiles

(RYLEY, 1956).
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1.~ De nuestros resultados experimentales se deduce que

la adicidén de cloruro sédico al medio de cultive ge

nerando una presidén osmética comprendida entre 475

¥ 575 mOsmol/kg, no influye en el crecimiento de las

formas

vorece

sis de

Cuando

epimastigotas de Trypanosoma cruzi, pero fa-

de una manera significativa la metaciclogéne

dicho protozoo.

el incremento de la presidn osmética se rea-—

v ” . s
1izd con sustancias no electrolitos, no se altera -

ron los niveles de metaciclogénesis con respecto a

los controles, lo que parece indicar gue la presidn

osmética, por si sdola, no es un factor desencadenan

te de dicha transformacidén en este protozoo.

La acidificacidén o basificacién del medio Grace pre

via a su neutralizacidn, asi como el tiempo de ac-

cién de la misma, no influyen en los niveles de cre

cimiento y diferenciacidn de Trypanosoma cruzi .

En los

extractos de Rhodnius prolixus se aprecia

una desaparicidbén rédpida de la tiamina del medio de

ensayo,

lo que sugiere que existe, en la chinche
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triatémida, un factor tiaminolitico o captador de di
cha vitamina, reduciendo asi los niveles de tiamina

en los medios de cultivo adicionados de extractos de
redGvidos, en los gque se observa un incremento nota-—

ble de la metaciclogénesis.

De nuestros resultados experimentales se deduce que
el acido félico, D-pantotenato cédlcico, tiamina v ri
boflavina, son necesarios para el crecimiento de Try-

panosoma cruzi in vitro.

La ausencia de las vitaminas ensayadas,‘excepto D-
pahtotenato cdlcico, influyen de una manera negativa
en los niveles de metaciclogénesis.

La ausencia de &cidos orgéanicos en el medio de gﬁlti
vo favorece de manera significativa los niveles de
crecimiento; aungue no modifica los niveles de trans
formacidbn, a diferencia de lo mani festado por otros

autores,

La ausencia de los aminoicidos serina, asparragina,’

glutamina, arginina, treonina y triptdéfano del medio
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de cultivo reduce significativamente los niveles de
crecimiento de este pardsito, aungue al cabo de 35
dias se siguen observando protozoos viables en di -

chos medios.

9.= La eliminacién de los monosaciridos, glucosa y fruc
tosa, de los medios de cultivo, modifica significa-
tivamente los niveles de crecimiento de este flage-

lado, incrementando igualmente los de diferenciacién

Por todo ello, consideramos que el proce-
so de metaciclogénesis es multifactorial, que debe
estar influenciado por una serie de factores fisico-
quimicos como la concentracidén de los iones sodio
del medio de culfivo, la agsencia de sustratos mono
sacdridos junto con unos niveles 4ptimos de aminod-
cidos y vitaminas, necesarios para soportar el cre-
cimiento del parédsito. No es descartable la existen
cia de factores intrinsecos del insecto redévido

(enzimas, lectinas, ...).

10.~ Todas las formas estudiadas de Trypanosoma cruzi son

capaces dc¢ producir, en su catabolismo normal, gran-

des cantidades de amonio que hacen que, en los medios
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de cultivo para la transformacidn de formas epimas
cigotas a metaciclicas, Precipite como sal insolu-

ble del mismo, bajo la forma de estruvita (fosfato

‘doble de amonio ¥y magnesio hexahidratado).

Ambas formas de Trvpanosoma cruzi, epimastigotas v

metaciclicas, presentan un flujo glucolitico acti-

Les epimasiigotes muestran una maevor ve-~

-

ocidad glucolitica que los metacfclicos, lo que
esté de acuerdo con una mavor concentracién celu-
lar de los enzima; hexokinasa v fosfofructokinasa.
Teniendo en cuenta este hecho junto con sus velo- -
cidades diniciales a concentraciones de sustrato
celulares asi como la constante de equilibrio
de las mismas, se introduciria un factor tedrico

de aceleracidén de unas 300 veces en el flujo de

utilizacidén de glucosa por los epimastigotes.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos bajo

nuestras condiciones experimentales, aproximadamen
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te los 2/3 de 1la glucosa "atrapada”™ por la actividad
hexokinasa en los epimastigotes es derivada hacia el
ciclo de las pentosas~fosfato, gracias a la actividad
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa mostrada por los mis
mos. En cuanto a los metaciclicos, sélo 1/4 de 1la glu

cosa-6-fosfato es dirigida hacia la formacidn de G-

fosfogluconato.

Por primera vez, se ha detecradc actividad fructosze
T,E—Eisfdsfatasa en las diferentes formas estudiades
de T.cruzi, loc gue pone de manifiestc la existenciec
de una actividad gluconeogénica por parte de este pa-

rédsito. El comportamiento cinético de este enzima es

>

semejante al que presenta en otros sistemas bioldgi~
cos. La actividad del enzima se ve claramente inhibiw
da por el pH v la temperatura. La velocidad méxima de

: -

la fructosa-1,b~bisfosfat

m

sa, que es aproximadamente
el doble en 'epimastigotes gue en metaciclicos, se al-~
canza a una concentracidn de fructosa-1,6~bisfosfato

cercana a 0,71 mM,.

El comportamiento enzimético de epimastigotes v meta-

ciclicos cambia cuando se analizan las actividades de

los enzimas implicados en la Gltima fase del catabo-
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lismo celular. Los metatripomastigotes de este Proto

200 presentan una mayor actividad de los enzimas ci-~

de NaDP™ ¥ succinato deshidrogenasa que las formas
epimastigotas. Este cambio cualitativo v cuentitati-
VO, conétituye un perfecto ejemplo de integracién'eg
tre la fase glucolitica v la posterior oxidacidn sme-

robia del esqueleto carbonadc, para el mantenimiento

de un estazado en

13

£
. P e
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In nuestras condiciones experimentales, no se

]
£
I8
fi
¥

tectado actividad isocitrato deshidrogenasa ligada =

NAD” en minguna de las formas de T.cruzi estudiadas.

Finalmente, y temiendo en cuenta los aspectos estu -
diados en la presente Memoria, podemos concluir que
el comportamiento molecular v bioqqimico de las dis-~

tintas formas de Tryvpanosoma cruzi estéd de acuerdo

con aquél fisiolbgico gque las caracteriza.

Las formas epimast

‘__I.

gotas viven en un medio
relativamente pobre en oxigeno v, por tanto, necesi-
tan desarrollar un fuerte flujo glucolitico, con el

objeto de mantener su correspondiente estado enefgé—

tico celular. Por otra parte, se trata de formas que
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se dividen muy activamente, lo qQue significa la nece
sidad de una sintesis activa de &cidos nucleicos.
Por esta razdn, gran parte de la glucosa utilizads

es dirigida, en estas formas, hacia la sintesis d

n

®

ribosa~-5~fosfato,

Por lo que respecta & las formas mefacicli
cas, que se localizan en medios més ricos en oxigeno
aunque més pobres en glucosa, obtienen la energia ne

su tracrdinaria movilidad v capaci -

o
i
>4
of

cesaria, par

J.

]

dad infectiva, desarrcllandc un metabolismoe oXidati-

n

¥

vo activo, tanto de la glucosa como de octros combus-

tibles metabdlicos a su alcance. .



CONCLUSTION GENERAL

Dentro del caracter multifactorial intrinseco
al proceso de transformacién de epimastigotes en metaci-
clicos, sobresale la necesidad de una reduccidn signifi-
cativa en los niveles de monosacaridos glucosa y fructo-
sa. Este hecho condiciona que las nuevas formas genera -
das, responsables de la infeccidn directa del hospedador
mamifero, utilicen otros combustibles energéticos para
llevar a cabo su actividad celular. En este sentido, se
puede concluir gus dichas formas emplean preferentemente
los'aminoécidos procedentés del metabolismo proteico, co
mo se desprende del enorme incremento en la produccidii

de amonio que se induce en la metaciclogénesis.

Todo ello explica claramente la dualidad meta-

O
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encont rade
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H

as formas de Trypancsoma Cril-

zi: La existencia de un elevado flujo glucolitico duran-
te el crecimiento de epimastigotes frente a un activo me

tabolismo del ciclo de los &cidos tricarboxilicos de los
metaciclicos, consecuencia de un aumento en la actividad
de los enzimas implicados asi como de un mayor aporte de

intermediarios del ciclo, procedentes del catabolismo

proteico.
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