


UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

DEPARTAMENTOS DE

BIOLOGIA ANIMAL 1 Y PARASITOLOGIA

!!!EDhim
9659763*UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TESIS DOCTORAL

VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA EN

Trypanosoma cruzi

Y ENSAYODE NUEVOSMETODOS

PARAEL CRIBADO FARMACOLOGICO

Memoria presentada por D. Rafael A. Martínez Díaz con el fin de optar al grado

de Doctor en Ciencias Biológicas por la Universidad Complutense de Madrid.

Directores: Dra. D~ Alicia Gómez Barrio y Dr. D. José A. Escario Garcia-Trevijano

ca, s-’at

Madrid, 1996



ANTONIO R. MARTíNEZ FERNANDEZ, CATEDRATICO Y DIRECTOR DEL
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGíA DE LA FACULTAD DE FARMACIA
DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID:

CERTIFICA:

Que el Licenciado en Ciencias Biológicas, D. Rafael A. Martínez
Díaz, ha realizado en este Departamento y bajo la dirección conjunta de la Dra.
D3 Alicia Gómez Barrio y el Dr. D. José A. Escario García-Trevijano la presente
memoria titulada: “Variabilidad Intraespecífica en Trypanosoma cruzí y Ensayo
de Nuevos Métodos para el Cribado Farmacológico”, con el fin de optar al
grado de Doctor en Ciencias Biológicas.

Madrid, Julio de 1996



Mi reconocimiento a todos los que con su enseñanza, consejo, ayuda,
amistad y estimulo han posibilitado la realización de esta Tesis.



INDICE

- INDICE -

Página

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS ... . 2

II. REVISION BIBLIOGRAFICA 7
1. ENCUADRE TAXONOMICO 7
2. MORFOLOGíA Y ULTR.AESTRUCTURA 9
3. CICLO BIOLOGICO 12
4. VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA 15

4.1. Caracterización de aislamientos. Zimademas y
Esquizodemas 15

4.2. Susceptibilidad de las distintas cepas a los fármacos 18
5. QUIMIOTERAPIA 19

5.1. Tratamiento de la enfermedad 19
5.2. Quimioprofilaxis 21
5.3. Otros productos activos y nuevas dianas 21
5.4. Resistencia de las cepas 24

6. Trypanosorna cruzi EN CULTIVO 25
6.1. Formas presentes en el insecto vector 25

6.1.1. Cultivo axénico de epimastigotes “in vitro” 25
6.1.2. Obtención de tripomastigotes metaciclicos 26

6.2. Formas presentes en el hospedador vertebrado. Cultivos
celulares 28

7. CRIBADO FARMACOLOGICO SOBRE Trypanosoma cruz¡ 34
7.1. Modelos experimentales 34

7.1.1. Modelos “in vitro” extracelulares 34
- Epimastigotes 34
- Amastigotes libres 36
- Tripomastigotes 36

7.1.2. Modelos “in vitro” intracelulares. Amastigotes en
cultivo celular 36

7.1.3. Modelos “in vivo” 38
7.1.4. Quimioprofilaxis en sangre 40

7.2. Elección de la cepa 42



INDICE

III. MATERIAL Y METODOS 49
1. MATERIAL BIOLOGICO 49

1.1. Trypanosoma cruz¡ 49
1.1.1. Cepa Bolivia 49
1.1.2.CepaRAL 49
1.1.3. Cepa GM 50
1.1.4. Cepa MC 50
1.1.5. Cepa Y 50
1.1.6. Cepa Tuiahuen 51

1.2. Leishmania ¡nfantum: Cepa PB75 51
1.3. Vector: Rhodnius prolixus 52
1.4. Células de vertebrado 52

1.4.1. Fibroblastos: Línea Vero 52
1.4.2. Macrófagos: Línea J774 .. 53

1.5. Hospedador experimental. Ratón albino NMRI 54
2. MEDIOS DE CULTIVO 54

2.1. Medio LIT (Liver Infusion Tryptose) 54
2.2. Medio Grace (Grac&s insect medium) 55
2.3. Medio EMEM <Minimum Esential Medium Earle’s salts) 55
2.4. Medio RPMI 56

3. SOLUCIONES, COLORANTES Y REACTIVOS 57
4. PRODUCTOS DE SíNTESIS Y FARMACOS DE REFERENCIA

UTILIZADOS 61
4.1. Productos de síntesis 61

4.1.1,SerieT 61
4.1.2. Serie JDA 62
4.1.3. Serie SM. ... 82

4.2. Productos de referencia: Nifurtimox, benzonidazol y violeta de
genciana 62

5. REPRODUCCION “IN VITRO” DEL CICLO BIOLOGICO DE E cruz¡... 67
5.1. Epimastigotes en cultivo axeníco 67
5.2. Transformación a tripomastigotes metacíclicos 67
5.3. Infección de cultivos celulares. Formas amastigotes 68

6. TECNICAS DE CRIBADO 68
6.1. Modelos en uso 68

6.1.1. Recuento microscópico de epimastigotes en
medio LIT 68

II



INDICE

- Obtención de epimastigotes 68
- Adición de productos a ensayar 69
- Incubación y análisis de actividad . . . . 69
- Expresión de resultados 69

6.1.2. Recuento microscópico de células infectadas con
amastigotes 70
- Preparación de los cultivos celulares infectados . . . 70
- Adición de fármacos y análisis de actividad 71

6.1.3. Ensayo colorimétrico de citotoxicidad (macroensayo) . 72
6.2. Modelos propuestos 73

6.2.1. Recuento colorimétrico de epimastigotes . 73
- Obtención de epimastigotes 73
- Adición de productos a ensayar 74
- Incubación y análisis de actividad 74
- Expresión de resultados 75

6.2.2. Valoración inmunoenzimática (ELISA) de células
infectadas con amastigotes 75
- Obtención de sueros 75
- Protocolo de IFI con epimastigotes para titulación
de sueros 76

- Preparación de cultivos celulares infectados 77
- Adición de fármacos 78
- Revelado, análisis de actividad y expresión de
resultados 78

6.2.3. Ensayo colorimétrico de citotoxicidad (microensayo) . 79
7. OTRAS TECNICAS 81

7.1. Extracción y valoración de proteinas 81
7.2. Electroforesis SOS-PAGE de proteínas totales 82
7.3. Extracción y valoración de ADN 82
7.4. Amplificación AP PCR 83
7.5. Electroforesis de ADN amplificado 84

8 TRATAMIENTO ESTADíSTICO 85

IV. EXPERIENCIAS REALIZADAS Y RESULTADOS 86
1. ESTUDIOS DE VARIABILIDAD ENTRE CEPAS 86

11 PRUEBAS BIOLOGICAS 86
1.1.1. Curvas de crecimiento de epimastigotes en LIT 86

III



INDICE

1.1.2. Metaciclogénesis
1.1.2.1. Capacidad de transformación
1.1.2.2. Estudio de la distribución de tipos

morfológicos en medio Grace
1.1.3. Infección de cultivos celulares

1.1.3.1. Capacidad de invasión y dinámica de la
infección en cultivo celular

1.1.3.2. Infección diferencial en distintos tipos
celulares (fibroblastos y macráfagos)

1.1.4. Sensibilidad a los fármacos de referencia de las
distintas cepas
1.1.4.1. Sensibilidad a Nifurtimox
1.1.4.2. Sensibilidad a Benzonidazol
11 4 3. Sensibilidad a Violeta de genciana

1.2. PRUEBAS BIOQUíMICAS
1.2.1. Estudios de proteínas. Comparación de patrones

protéicos
1.2.2. Estudios de ADN. Comparación de patrones de

amplificación
1 3 TRATAMIENTO ESTADíSTICO DE LAS PRUEBAS DE

VARIABILIDAD
2. DESARROLLO Y COMPARACION DE TECNICAS DE CRIBADO

2.1. Desarrollo de los modelos experimentales
2.1.1. Técnica de cribado sobre epimastigotes
2.1.2. Técnica de cribado sobre amastigotes
2.1.3. Pruebas de citotoxicidad

2.2. Ensayos de actividad y comparación de resultados
2.2.1. Actividad sobre epimastigotes

2.2.1.1.Seriel
2.2.1.2. Serie JDA
2.2.1.3. Serie SM
2.2.1.4. Nifurtimox, benzonidazol y violeta

de genciana
2.2.2. Actividad sobre amastigotes

2.2.2.1. SerieT
2.2.2.2 Serie JDA
2.2.2.3. Serie SM

91
91

... 97

fol

101

112

113
113
116
119
122

122

122

127
136
136

136
138
139
141
141
142
143
144

146
147
147
148
149

IV



INDICE

2.2.2.4. Nífurtimox, benzonidazol
de genciana

2.2.3. Ensayos de citotoxicidad
2.2.3.1.SerieT
2.2.3.2. Serie JDA
2.2.3.3. Serie SM
2.2.3.4. Nifurtimox, benzonidazol

de genciana

y. DISCUSION
1. SOBRE LA VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA
2. SOBRE LOS METODOS DE CRIBADO FARMACOLOGICO

VI. CONCLUSIONES

VII. REFERENCIAS Y BIBLIOGRAFíA CONSULTADA

y violeta

y violeta

150
153
153
154
155

156

158
158
165

173

176

V



u
u
u
u
u
u
u
u
¡
u
E
u
u
u
u
u

INTRODUCCION
U YOBJETIVOS

E
u
u
¡



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

INTRODUCCION.

Trypanosoma <Schizotrypanum) cruz¡ es un protozoo flagelado,
perteneciente al grupo de los kinetoplástidos, que se caracteriza por presentar
un marcado polimorfismo -propio del género dentro de la familia
Trypanosomatidae- de modo que prácticamente presenta un tipo morfológico
distinto en cada una de las fases de su ciclo biológico. Pero además de esta
variación morfológica y funcional del propio microorganismo, presenta unas
variaciones de comportamiento a nivel poblacional que afectan de una manera
muy directa al efecto que, como parásito, puede ejercer sobre sus
hospedadores, incluyéndose entre éstos el hombre.

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

La tripanosomiasis americana -Enfermedad de Chagas- es una de las
parasitosis más importantes en el hombre, tanto por su prevalencia como por
la gravedad de su cuadro clínico. Se extiende por Centro y Sudamérica
concretamente entre las latitudes 410N y 460S, que corresponde al área de
distribución de los vectores triatominos de hábitos antropofílicos; habiéndose
citado casos aislados en el sur de los Estados Unidos y algunos adquiridos
mediante transmisión transfusional en el norte de Estados Unidos y Canadá.

Se estima que existen entre 15 y 18 millones de personas infectadas en
Sudamérica, así como 90 millones de individuos expuestos, con más de 50.000
defunciones anuales. Al margen de estas cifras, no hay que olvidar la
repercusión social que acompaña a las enfermedades de carácter crónico. Las
alteraciones cardiacas y/o digestivas que sufren de por vida los individuos
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

afectados interfieren considerablemente con su capacidad laboral; además, el
coste médico derivado y el absentismo laboral consecuente suponen pérdidas
de miles de millones de dólares en muchos paises centro y sudamericanos, ya
de por sí deficitarios.

A pesar de lo alarmante de la situación, las posibilidades de control son
escasas. Como es general entre las enfermedades parasitarias, las
perspectivas de disponer de una vacuna son muy remotas, estando
actualmente la quimioterapia lejos de paliar las consecuencias de la carencia
de una inmunoprofilaxis eficaz. En este sentido, los únicos fármacos
disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son los
nitroheterociclos nifurtimox y benzonidazol, ambos de eficacia cuestionable y
toxicidad manifiesta. Además de producir indices muy variables de curación -

no son eficaces contra todos los estados de la enfermedad ni contra todas las
cepas patógenas-, requieren ser administrados durante periodos prolongados,
con la consiguiente aparición de efectos colaterales adversos, que obligan en
muchos casos a interrumpir el tratamiento.

De otra parte, la mayoría de los afectados pertenecen a áreas
endémicas rurales, donde el tratamiento sintomático con digitales y diuréticos
la implantación de marcapasos en enfermos cardiacos y cirugia para pacientes
con megaformaciones intestinales son procedimientos en la mayoria de los
casos impracticables, en virtud de su elevado coste. Todo ello hace que siga
siendo necesaria la búsqueda de nuevos fármacos activos frente al parásito.

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

El complejo ciclo biológico de Trypanosoma cruz¡ es un factor de gran
trascendencia que debe influir en su susceptibilidad a la acción de los
medicamentos. En el hospedadorvertebrado se altema la presencia de formas
amastigote intracelulares y formas tripomastigate circulantes. Además, existe
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gran similitud bioquímica y fisiológica entre los tripanosomas y las células del
hospedador, can un número relativamente bajo de estructuras y procesos
metabólicos exclusivos del parásito. Estos últimos deben ser precisamente las
dianas para el desarrollo de sustancias de toxicidad selectiva y de nuevos
procedimientos quimioterapeúticos; en este campo, los aspectos más
estudiados actualmente son el ADN del kinetoplasto, los glicosomas, el
metabolismo del oxigeno, de las bases púricas y pirimidinicas y del ácido
fólico, así como la formación de microtúbulos y las estructuras de membrana.

Desde el punto de vista puramente técnico o de desarrollo práctico,
existen dificultades añadidas para el diseño de pruebas idóneas de cribado
farmacológico. Circunstancias como el polimorfismo del parásito y la diversa
susceptibilidad de las cepas, la finalidad terapeútica o quimioprofiláctica de los
ensayos, adecuaciones prácticas, económicas, higiénicas, de seguridad en la
manipulación y las siempre presentes consideraciones éticas, hacen que el
cribado farmacológico sobre 7. cruz¡ precise de una constante revisión que
permita atender al control de todas estas variables.

Por todo lo anterior y a pesar de ser una de las líneas prioritarias de
investigación tanto en paises endémicos como fuera de sus fronteras, la
enfermedad de Chagas se destaca aún hoy día por mantener grandes
cuestiones sin resolver y sobre todo por una falta alarmante de soluciones
prácticas. Existe una enfermedad crónica difícilmente interpretable, existen
zonas con fauna vectora y parásito pero sin casos de enfermedad, se han
realizado multitud de aislamientos detectándose cepas con comportamientos
dispares, unas muy infectivas y otras menos, unas muy patógenas y otras
apenas, unas más sensibles que otras a ciertos productos y tratamientos. Pero
sobre todo, no existe una terapia eficaz, y los escasos logros en el terreno de
la profilaxis hacen que la enfermedad de Chagas se encuentre aún lejos no
solo de ser erradicada, sino de poder ser eficazmente controlada.

OBJETIVOS.

El equipo de investigación en el que se ha desarrollado el presente
trabajo se encuentra dedicado fundamentalmente a estudios de tipo
farmacológico. El cribado de nuevas moléculas de síntesis o de extractos
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vegetales, así como el desarrollo y perfeccionamiento de modelos nuevos o ya
en uso para efectuar estos cribados han sido siempre la base de nuestro
trabajo. Siguiendo esta línea ya establecida, la intención de esta Tesis es
contribuir a la actualización de este campo, teniendo en cuenta factores de
tanto interés hoy día, como es el tema de la variabilidad intraespecifica del
parásito. Habiendo cepas de comportamiento tan dispar como se ha citado, no
es factible centrarse únicamente en el método despreocupándonos del
aislamiento con el que trabajamos, pues no obtendremos los mismos
resultados aplicando la misma técnica sobre cualquier cepa elegida al azar.

Trabajar en esas condiciones sería cuando menos arriesgado y lo que
pretendemos como finalidad última de este trabajo es optimizar los
procedimientos para la búsqueda (desde el punto de vista técnico pero
teniendo en cuenta las variables biológicas> de productos que permitan
combatir la enfermedad; a la vez intentamos un acercamiento y una pequena
aportación al tema de la variabilidad intraespecífica de T cruz¿ dando pie a la
apertura de una nueva línea dedicada a la caracterización. Ello nos permitirá
abordar la gran cuestión de si la diversidad bioquímica de 71 cruzí se ajuste
del todo o en parte a la variabilidad biológica y médica del parásito, y esta
cuestión solo puede ser resuelta mediante el estudio de las características
biológicas y médicas de una extensa y representativa muestra de poblaciones
naturales. Estudio al que pretendemos contribuir con la aportación de este
trabajo realizado con cepas de distinta procedencia biológica y geográfica.

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

1. Aplicación de pruebas biológicas y bioquímicas a la caracterización
intraespecífica de 71 cruzí.

2. Desarrollo y optimización de modelos de cribado farmacológico sobre
71. cruzi, con dos vertientes en su aplicabilidad:

A. Selección de nuevos compuestos activos que ofrezcan una
alternativa a los fármacos y quimioprofilácticos existentes.

B. Determinación de la susceptibilidad al tratamiento de
cepas de diversa naturaleza como parámetro de estudio
de la variabilidad intraespecifica.
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REVISION BIBUOGRAFICA

II. REVISION HIBLIOGRAFICA.

1. ENCUADRE TAXONOMICO.

Según la revisión taxonómica de los protozoos realizada por Levine y
colaboradores en 1980, 71 cruzí queda encuadrado del siguiente modo:

Subreino Protozoa (Goldfus, 1818> von Siebold, 1845
Tipo Sarcomastigophora Honigberg y Balamuth, 1963
Protozoos con núcleo de un solo tipo; reproducción sexual, cuando existe, esencialmente singámica: poseen flagelos,
pseudópodos o ambos tipos de órganos locomotores.

Subtipo Mastigophora Diesing, 1866
trofozoitos que poseen típicamente unoa más flagelos, reproducción asexual básicamente por risión binaria
longitudinal; en algunos grupos, reproducción sexual.

Clase Zoomastigophorea Calkins, 1909
Sin cloroplasto: de uno a varios flagelos; formas ameboides con o sin flagelos en algunos grupos.

Orden Kinetoplastida (Honigberg, 1963) Vickerman, 1976
Con uno o dos flagelos que se originan en una depresión, típicamente con un bastón paraaxiaí, además
del axowtm; mitwaidrÉ única que ocupa toda la longitud del cuerpo, que suele contener un kinetoplsto
Feulgen-positivo situado cerca de la base del flagelo: el aparato de Golgi se sitúa por lo general en
la región de la depresión flagelar, sin conexión con el flagelo.

Suborden Trypanosomatina Kent,1880
Flage4o ún~, Iáeo unido al cuerpo por una membrana ondulante; Icinetoplasto pequeño y compacto.

Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901) Grobbein, 1905
Pueden existir en dos o más de cuatro formas o estados que se denominan amastigote,
promastigote, epimastigote y tilpomastigote. Incluye a los protozoos que viven en la sangre
y los tejidos del hospedador humano.

Género Ttypanosoma Gruby, 1843
Subgénero Sch¡zotrypanum (Chagas, 1909> Nóller, 1931

Especie 71 (3.) cruz¡ Chagas, 1909

En base a características relacionadas con la localización de las formas
infectantes dentro del vector y por tanto a la forma de transmisión, el género
Trypanosoma se puede separar en dos grupos o secciones sin valor
taxonómico: sección Salivaria y sección Stercoraria. La sección Stercoraria
contiene tres subgéneros, uno de los cuales es Schyzotrypanum, creado
originariamente por Chagas (1909) como género para 71 cruz¡ pero
posteriormente reducido a rango de subgénero por Nóller (1931> y que incluye
la especie cruzí quedando su nombre científico por tanto como Trypanosoma
(Schizotrypanum) cruz¡ Chagas, 1909.
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2. MORFOLOGíA Y ULTRAESTRUCTURA.

71 cruz¡ se caracteriza por un marcado polimorfismo presentándose en
forma amastigote en las células del sistema reticuloendotelial y otros tejidos
del hospedador vertebrado, siendo ésta la forma multiplicativa intracelular; sin
embargo Andrews y col. (1987) afirman observar un 10% de amastigotes
circulantes en sangre, lo que iría en contra de la idea generalizada de que son
formas exclusivamente intracelulares. Las formas epimastigote aparecen en
la fase logarítmica de crecimiento en cultivo axénico, en el intestino del vector
y al principio o final del ciclo intracelular en el hospedador vertebrado; son las
formas multiplicativas extracelulares. Finalmente, las formas tripomastigote
aparecen en células de tejidos y en la sangre del vertebrado, en el intestino
posterior y deyecciones del invertebrado y en la fase estabionaria de
crecimiento en cultivos axénicos, así como en la fase líquida de cultivos
celulares: estas formas no se dividen. La estructura y morfología de las
distintas formas de esta especie responden al patrón general de la familia
Trypanosomatidae (figuras II, III y IV).

La membrana plasmática de 71 cruz¡ está formada, como en cualquier
célula, por proteinas y lípidos, a los que se añade un glucocáliz compuesto por
carbohidratos. La carga negativa superficial va ligada a la presencia de restos
de ácido siálico. Según Alcina y Fresno (1987), la estructura de la membrana
plasmática es lo que determina el tipo de interacción con el hospedador y su
sistema inmunitario.

Bajo la membrana plasmática existe una capa de microtúbulos
subpeliculares, cuyo número varía según el estadio del ciclo y que están
conectados entre sí y a la membrana plasmática por filamentos cortos de
naturaleza desconocida. La capa de microtúbulos aparece interrumpida
unicamente a nivel de la bolsa flagelar, una región celular donde ocurren
procesos de exo y endocitosis.

El flagelo de T.cruzi presenta un axonema con la estructura microtubular
básica 9~2. Su longitud varia desde 1 iam que mide en amastigotes hasta
alcanzar los 20 i~m al final del ciclo intracelular, probablemente por adición de
tubulina en el extremo termina!. Lateralmente al eje mayor del axonema, existe
una estructura de microfilamentos que constituyen el denominado eje paraaxial

9





REVISION BIBUOGRAFIcA

o eje paraflagelar, de función desconocida. En epimastigotes y tripomastigotes,
en los que el flagelo emerge lateralmente al cuerpo celular, existen uniones
tipo desmosoma, y la onda flagelar induce un movimiento aparente a la célula,
dando la impresión de una membrana ondulante. El movimiento flagelar está
generado por la acción ATRase de los brazos de dineina microtubulares, en
un proceso dependiente de ATP. En la base flagelar se aprecian dos
corpúsculos basales compuestos por nueve tripletes de microtúbulos; el
corpúsculo basal está separado de la porción extracelular del flagelo por la
lámina axosomal.

En epimastigotes y tripomastigotes se han encontrado orgánulos a los
que se ha denominado glicosomas por contener enzimas glicolíticas, que
pueden representar los peroxisomas de muchas células eucariotas. Estos
orgánulos estan implicados en la oxidación de aminoácidos y en el
metabolismo del agua oxigenada y al parecer también lo estarían en la beta
oxidación de los ácidos grasos y la biosintesis “de novo” de pirimidinas.

El retículo endoplásmico se encuentra principalmente en las
proximidades del núcleo y bolsa flagelar, y está en comunicación directa con
el aparato de Golgi. Ambos orgánulos parecen llevar a cabo la síntesis de
glicoproteinas que se localizan en la membrana plasmática del parásito. Los
ribosomas, distribuidos por todo el citoplasma, estan compuestos por un 45%
de proteínas y un 55% de RNA.

El núcleo es pequeño, de 2,5 1am, con un nucleolo central o ligeramente
excéntrico y su membrana se continúa con el reticulo endoplásmico. Está
demostrada la presencia de nucleosomas, que son subunidades básicas de
cromatina compuestas por ADN-histonas, similares a las de otras células
eucarióticas. 71 cruzí es un organismo diploide, y aunque es posible (Brener
en 1972 observó puentes citoplasmáticos entre estos flagelados>, no se ha
comprobado aún que exista un proceso de intercambio genético.

71. cruzipresenta una sola mitocondria. En ésta, y cerca del corpúsculo
basal o cinetosoma, existe un complejo de fibras de ADN que constituye el
kinetoplasto. Este complejo está constituido par minicírculos y maxicírculos
que forman una red gigante de ADN y que en epimastigotes representan el 20-
25% del contenido total de ADN. Hay 5 x io~-io~ minicírculos y 20-50
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maxicírculos por red. Los primeros tienen una longitud de 0,45 wm, lo que
corresponde a 1440 pares de bases y un peso molecular de 0.94 x io~. Los
minicírculos varían muy rápidamente su secuencia debido a mutaciones
puntuales; en cada uno de ellos existe una zona de secuencia constante que
se repite cuatro veces por molécula y cuatro regiones divergentes intercaladas
entre las primeras (estas son similares, no solo en todas las moléculas de un
mismo parásito, sino en aquellas de distintos aislamientos>. Si bien no se
conoce con exactitud el papel de los minicírculos en la fisiología de los
tripanosomas, parece que los maxicírculos contienen información genética y
pueden sintetizar ARN.

Actualmente, el estudio de la secuencia de los minicírculos tiene interés
por su relación con la heterogenicidad existente entre poblaciones naturales
de 71. cruz¡, reflejada en su distinta capacidad de invasión celular, virulencia y
morbilidad en modelos animales, susceptibilidad a sueros inmunes y a
fármacos, histotropismo, morfología y composición antigénica. Así, además de
los patrones isoenzimáticos o zimodemas, para la identificación de poblaciones
de 71. cruz¡ se ha recurrido recientemente al estudio de los distintos patrones
por medio de endonucleasas de restricción de los minicírculos de ADNk. Así
Morel y colaboradores <1980> propusieron el término esquizodema para definir
subpoblaciones de 71 cruz¡ que poseen similares perfiles de restricción (=
secuencia) mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de los
minicírculos.

3. CICLO BIOLOGICO.

71. cruz¡ cumple un ciclo biológico indirecto mantenido originariamente
entre mamíferos silvestres pertenecientes a los ordenes Marsupialia,
Chiroptera, Rodentia, Lagomorpha, Edentata, Carnívora y Primates
(principalmente zarigúeyas, armadillos, murciélagos, primates, mofetas
ardillas, mapaches, etc.), e insectos hemípteros de la familia Reduviidae.

Cuando el hombre entra en contacto con sus focos naturales, alterando
el equilibrio ecológico y posibilitando la invasión domiciliaria de algunas
especies de triatominos, que transportan al agente etiológico a ecotopos
artificiales, la enfermedad se transforma en antropozoonosis (fig. y).
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Fig V. Ciclo biológico de 71. cruz¡ (según Despommier y Karapelou, 1987).
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Si bien hay descritas toda una serie de vias menores de transmisión
(transfusional, lactogénica, por ingestión, mecánica por otros insectos
hematófagos, accidental en laboratorio, por el coito y por trasplante de
órganos>, en el 80% de los casos la tripanosomiasis se transmite cuando una
chinche infectada, al alimentarse deposita sus deyecciones con formas
metacíclicas en la piel del hospedador. Los parásitos invaden el organismo a
través de la picadura o penetrando activamente las mucosas. Son fagocitados
por macrófagos y atravesando la membrana de la vacuola fagocítica se
disponen en la matriz citoplasmática. En este sentido, Osuna y colaboradores
(1986) han comprobado que las formas infectantes evitan la fusión lisosomal,
que produciría la destrucción del parásito, incrementando el pH citoplasmático
de la célula fagocítica mediante la liberación de amonio y poliaminas.

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

El proceso está bajo control genético del parásito, de modo que la
diferenciación amastigote-tripomastigote solo se iniciará después de un
número preprogramado de divisiones intracelulares. El ciclo total de división
intracelular, según hemos podido comprobar en nuestras experiencias, no
suele exceder “in vitro” de 96 horas. Los tripomastigotes resultantes son
polimórficos: existen formas delgadas dotadas de mayor capacidad para
penetrar en las células del hospedador, que predominan en las etapas iniciales
para ir progresivamente desapareciendo, y formas gruesas más infectantes
para el vector.

Los tripomastigotes sanguíneos invaden células de tejidos,
principalmente muscular, teniendo especial predilección por el músculo
cardiaco (cepas miotrópicas> o son de nuevo fagocitadas por macrófagos
(cepas reticulotrópicas o fagocitotrópicas>. Cualquiera que sea el tipo celular
se repite en su interior el ciclo multiplicativo formándose pseudoquistes
reproductores.
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El desarrollo en el hospedador invertebrado comienza con la ingestión
de tripomastigotes de la sangre del vertebrado, los cuales se transforman en
epimastigotes multiplicativos. Durante la evolución inicial se han encontrado
así mismo formas redondeadas (esferomastigotes y amastigotes> en el
estómago; estas pueden transformase en epimastigotes cortos, que
empezarían a multiplicarse en el intestino, o en epimastigotes largos incapaces
de multiplicarse pero que alcanzan activamente el recto a los 3-4 días de la
ingestión de sangre infectada.

Por microscopia electrónica de barrido se ha comprobado que los
metacíclicos derivan de los epimastigotes cortos unidos a la cutícula rectal,
preferentemente a nivel de la glándula rectal. El trabajo de Homsy y
colaboradores <1989) demuestra que el proceso de diferenciación se activa en
presencia de prolina o glutamato y de un 5% de CO2; sin embargo la
adherencia de los epimastigotes a un sustrato según ellos no influye, en contra
de otros autores, en la diferenciación. Por su parte Schaub y Bóker (1966)
afirman que es en condiciones de ayuno del vector cuando existe preferencia
por parte de los tripanosomas por colonizar las papilas rectales.

Los metacíclicos se eliminan con las heces junto con epimastigotes no
transformados, siendo la duración de este ciclo de 6-15 días dependiendo del
estado del vector y de la temperatura.

Se han señalado numerosos factores como posibles inductores de la
metaciclogénesis (transformación de epimastigote a tripomastigote metacíclico;
apartado 6.1.2.), pero cualquiera que sea el mecanismo desencadenante, los
metaciclicos eliminados en las deyecciones del triatomino determinan la
infección en el hospedador vertebrado.

4. VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA.

4.1. CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS. ZIMODEMAS Y ESQUIZODEMAS.

Es bien conocida la heterogenicidad existente entre las poblaciones
naturales de 71. cruzt reflejada en su distinta capacidad de invasión celular,
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virulencia y morbilidad en modelos animales, susceptibilidad a sueros inmunes
y a fármacos, histotropismo, morfología y composición antigénica. La
variabilidad enzimática ha dado lugar a una de las clasificaciones más
utilizadas mediante el encuadre de los distintos patrones isoenzimáticos en
diferentes zimodemas <poblaciones que difieren en dichos perfiles>. Se habla
de tres zimodemas principales y varios subordinados (Miles ycol.,1978 y
1980>. El zimodema Z1 y en menor grado el Z3 pueden asociarse a casos
humanos, mamíferos y vectores de areas de transmisión selvática,
produciendo el primero patología aguda y crónica y el segundo sólo aguda. El
zimodema Z2 se ha encontrado en areas de transmisión doméstica y se asocia
a la forma aguda de la enfermedad.

En cuanto a la distribución geográfica de los zimodemas, ésta no parece
seguir un patrón determinado; en el norte y noreste de Brasil pueden
encontrarse los tres zimodemas y en el centro del país Z1 y Z2. En Venezuela
y Colombia se encuentran Z1 y Z3. En Chile se han detectado Z1 y Z2 y en Perú,
Ecuador, Honduras y el sur de los Estados Unidos aparece Z,. Según
Tibayrenc y Desjeux <1984>, Z1 estaría relacionado con zonas de gran altura
y Z2 con zonas de llanos y valles.

Además de los patrones isoenzimáticos o zimodemas, para la
identificación de 71. cruzí se ha recurrido también al estudio de los distintos
patrones por medio de endonucleasas de restricción de los minicírculos de
ADNk. Así Morel y col. <1980) propusieron el término esquizodema para definir
subpoblaciones de 71 cruz¡ que poseen similares perfiles de restricción. Más
recientemente han sido incorporadas a los estudios de variabilidad en 71. cruzi
nuevas técnicas como la hibridación con sondas de ADN, anticuerpos
monoclonales y la reacción en cadena de la polimerasa <PCR> <Welsh y
McClelland, 1990; Williams y col., 1990; Avila y col., 1991; Macedo y col.,
1992; Steindel y col., 1993) como nuevos métodos para la caracterización de
cepas y clones.

Pero la vieja cuestión acerca de cual es el motor de esta variabilidad
sigue latente. Muchos autores han demostrado en el laboratorio que algunos
protozoos parásitos pueden sufrir recombinación genética: 71 brucel <Jenni y
col., 1986 y 1990; Stemberg y col., 1988; Walliker, 1989; Tait y Turner, 1990),
Plasmo ¡un, falc¡parum <Walliker y col., 1987), Toxoplasma (Pfefférkorn y col.,
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1980), Entamoeba histolyt¡ca <Sargeaunt y col., 1988; Blanc y col., 1989> y
Le¡shmania <Lanotte y Rioux, 1990>. Otros autores mantienen que la
recombinación genética también se produce en poblaciones naturales de 71.
brucel, P. falc¡parum y Leishman¡a pero no en poblaciones naturales de 71.
cruzi. La variación revelada en numerosas análisis isoenzimáticos y de ADNk
a partir de muestras procedentes de variados orígenes geográficos y diversos
hospedadores, junto a la existencia de patrones heterozigóticos fijos, que se
mantienen generación tras generación, sugiere que 71 cruzi es un organismo
diploide, genéticamente muy polimorfo y que manifiesta una estructura clonal
que implicaría una ausente o muy restringida sexualidad <recombinación).

Según Tibayrenc y Ayala <1987> y de acuerdo con esta idea, las
entidades denominadas zimodemas serían simplemente clones naturales del
parásito que pueden ser identificados por medio de técnicas isoenzimáticas,
y de la misma manera, los esquizodemas serían clones naturales identificados
por análisis con endonucleasas de restricción de las variaciones en el ADNk.

Los mismos autores, al tratar de relacionar 43 zimodemas de 71. cruz¡
con el fin de establecer relaciones filogenéticas, observan que resulta
imposible realizar agrupamientos coherentes. Parece ser que la evolución
clonal de 71. cruz¡ es antigua y que los numerosos clones se han desarrollado
independientemente durante mucho tiempo. Así, la gran heterogenicidad
bioquímica del parásito sería consecuencia directa de una larga evolución por
separado de los clones naturales.

La relevancia de la cuestión acerca de la posible estructura clonal de
71. cruzí y la existencia o no de recombinación es grande, ya que tendría
importantes implicaciones médicas. Incluso si algún fenómeno de
recombinación ocurriese durante la evolución, los clones naturales retendrían
sus características sobre grandes áreas geográficas y largos periodos de
tiempo. Steindel y col. <1993> encuentran similitudes en patrones de
amplificación por AP PCR entre aislamientos de la misma procedencia
geográfica y diferencias entre aislamientos de distinta localización.

Si los clones se han desarrollado a lo largo del tiempo como entidades
genéticas independientes, las características médicas de cada cual deben ser
estudiadas por separado y la cuestión central es si la gran diversidad clonal
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se ajusta del todo o en parte a la variabilidad biológica y médica de 71 cruzí Y
esta cuestión solo puede ser resuelta mediante el estudio de las
características biológicas y médicas de una extensa y representativa muestra
de poblaciones naturales.

4.2. SUSCEPTIBILIDAD DE LAS DISTINTAS CEPAS A LOS FARMACOS.

Son conocidas las grandes variaciones que presentan las distintas
cepas de 71 cruz¡ en cuanto a su sensibilidad a la acción de los fármacos. Se
ha demostrado que el éxito del tratamiento de la infección experimental con
benzonidazol y nifurtimox depende de la cepa empleada <Andrade y col., 1975
y 1985> y no de otros factores como la fase clínica de la infección <Filardi y
Brener, 1990).

Neal <1988> compara “in vivo” cinco conocidas cepas de laboratorio
resultando dos de ellas no sensibles al tratamiento (Sonya y Colombiana)
mientras que el resto silo son (Y, Tulahuen, y Perú>. Las variaciones en la
sensibilidad de las cepas se observan también con otros medicamentos (Avila
y col., 1981). Las cepas Sonya y Colombiana por este motivo no son
adecuadas para el cribado farmacológico.

Filardi <1990) encuentra el mismo grado de sensibilidad al benzonidazol
en las distintas fases clínicas de la infección de cada una de las seis cepas
experimentadas (usando como criterio de curación el hemocultivo (Filardi y
col., 1987». La sensibilidad sería, por tanto, una característica de la cepa.

La resistencia de las cepas sin embargo, no es un fenómeno de “todo
o nada”. Comparando la sensibilidad a benzonidazol y nifurtimox en ratones
(100 mg/kg vía oral> de 47 cepas de 71 Grial, Filardi (1987> encuentra todo el
gradiente entre el 0% y el 100% de susceptibilidad frente a estos
medicamentos. La resistencia a los fármacos además, se reduce en gran
medida cuando se incrementan experimentalmente las dosis de medicamento,
aunque la aplicación clínica de esta solución supondría alcanzar niveles
demasiado tóxicos en pacientes humanos <Filardi y Brener, 1990>.

La resistencia de la infección experimental al tratamiento c9n nifurtimox
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o benzonidazol se asocia, aunque de forma parcial, con la preferencia
miotrópica de la cepa y con las formas sanguíneas gruesas, mientras que las
cepas sensibles son reticulotropas o miotropas y predominan formas
sanguíneas esbeltas (Neal y van Bueren, 1988; Andrade y col., 1985; Melo y
Brener, 1978>. Esto podría ser atribuido a la diferente incorporación de los
medicamentos por los diversos tejidos infectados o a la distinta intervención
sinérgica del sistema inmunitario, variable con la cepa del parásito (Muller y
ccl., 1986>. La intervención del sistema inmune en la actividad quimioterápica
ha sido demostrada por Toledo y col. <1990).

5. QUIMIOTERAPIA.

5.1. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD.

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

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

Los porcentajes de curación evaluados por xenodiagnóstico o distintos
tests serológicos oscilan, según datos de diversos autores, desde el 3040%
al 86% (Cerisola y col., 1977; Schenone y col., 1981). En pacientes crónicos,
Nifurtimox es menos eficaz <Brener, 1979; Avila y col., 1983; Gutteridge, 1982
y 1985). Algunos resultados negativos obtenidos “in vitro” sugieren que debe
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ser metabolizado en el organismo o bien combinarse con componentes del
hospedador.

Benzonidazol <Rochagan, Ro 7-1 051, Rodinil> es un nitroimidazol que
se administra vía oral a dosis de 5-7 mg/Kg/día durante 30-1 20 días.

Los metabolitos de ambos fármacos se excretan en orina. Ambos
pueden producir transtomos gástricos, pérdidas de peso, erupciones cutáneas,
neuritis periférica y depresión de la médula osea. Son carcinógenos a dosis
elevadas en animales de experimentación, aunque no se ha descrito ningún
caso en pacientes. Todos los efectos secundarios son reversíbles si se
suspende el tratamiento. Nifurtimox, como cualquier nitrofurano, causa además
anemia hemolítica en individuos deficientes en glucosa 6P deshidrogenasa.

Benzonidazol tiene un efecto inhibitorio sobre la síntesis protéica y de
ácidos nucléicos. Los nitrofuranos son tóxicos por su capacidad para formar
radicales libres que reducen el 02 molecular, acumulándose anión superóxido
(02->, peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo <OH-) (Docampo y Moreno,
1984>. Los microsomas hepáticos de rata catabolizan la reducción del
nifurtimox a anión nitro, que reacciona rápidamente con 02 para regenerar el
nitro derivado y 02-. En todas las formas de 71 cruzi se ha demostrado la
formación de este radical. Como el parásito no contiene glutation peroxidasa
o catalasa, ocurre la formación espontánea de OH-. Este es el radical de 02
más tóxico, ya que produce alteraciones en el ADN y peroxidación de lípidos
y oxidación de grupos tiol de las proteinas. De esta forma, la sínteis protéica
y de ácidos nucleicos son las principales dianas del nifurtimox .L~s células del
hospedador también parece que metabolizan los nitrofuranos, como lo hace
71 cruzí, aunque más lentamente. Ello explica el grado de selectividad en la
acción; no obstante, los compuestos son considerablemente tóxicos en
humanos; particularmente el cerebro y las gónadas, que no producen catalasa,
son los tejidos más sensibles a los efectos tóxicos de nifurtimox.

Si bien el mejor conocimiento del metabolismo del parásito está
abriendo caminos al desarrollo de nuevos fármacos, lo cierto es que, por el
momento, no existe tratamiento eficaz para la enfermedad de Chagas. El
problema se complica además en enfermos crónicos, en los que aunque a
veces se prescribe el tratamiento con Nifurtimox o Benzonidazol, éste no
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detiene el progreso de las alteraciones electrocardiográficas. Eñ estos casos,
debido a los resultados parasitológicos cuestionables, el beneficio clínico
incierta y los efectos secundarios, muchos investigadores son cada vez más
refractarios al tratamiento de pacientes crónicos. La única alternativa es pues
el tratamiento sintomático, pero desgraciadamente la distribución de digitales,
diuréticos y marcapasos para enfermos cardíacos y la cirugía para
megaformaciones intestinales son procedimientos caros y lógicamente
impracticables en las areas endémicas rurales.

5.2. QUIMIOPROFILAXIS.

La situación en cuanto a disponibilidad de productos quimioprofilácticos
que eviten la transmisión transfusional, segundo mecanismo en importancia,
no es muy distinta. Desde la década de los 50, en que Nussenzweig comprobó
que el violeta de genciana destruye las formas sanguineas de 71. cruz¡ in vitro,
ninguno de los compuestos propuestos como posibles sustitutos ha superado
su actividad. La anfotericina B parece que elimina los tripomastigotes de la
sangre almacenada a 40C a concentraciones de 3 pglml, sin inducir hemolisis
durante un periodo de 21 días, a través de la unión con esteroles de la
membrana del parásito (Cruz, Marr y Berens, 1980>. No obstante, constituye
solo un ejemplo de los muchos compuestos y series químicas (acridinas,
naftoquinonas, etc.) ensayados que no han logrado desplazar al cristal violeta.
Las propiedades colorantes del compuesto constituyen un serio inconveniente
para su aplicación de rutina con propós¡tos quimioprofilácticos. De ahí se
deriva la importancia del desarrollo de moléculas, que aunque no curen la
enfermedad, sean tóxicas para 71 cruzí “in vitral

5.3. OTROS PRODUCTOS ACTIVOS Y NUEVAS DIANAS.

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

La actividad de los 7 y 8 aminoquinoleinas (primaquina> con un grupo
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metoxi en posición 6 se conoce desde la década de los 50 <Goble, 1949 y
1952>; aunque no presentan a dosis terapeúticas los problemas de toxicidad
de otros antichagásicos, son tóxicos exclusivamente para formas
extracelulares, lo que ha limitado su aplicabilidad en los ensayos clínicos. Sin
embargo, según datos de McCabe (1988>, la primaquina actúa
preferentemente sobre formas intracelulares.

El bromuro de etidio <derivado de la fenantridina) cuando se compleja
con el ADN disminuye su toxicidad, aunque ésta sigue siendo considerable
para el hospedador. A la vez adquiere propiedades lisosomotróficas (Trouet
y col., 1976>. Incapaces de difundir a través de las membranas biológicas,
esos complejos deben ser interiorizados por las células mediante endocitosis,
teniendo así acceso a las vacuolas lisosomales. Una vez en la vacuola, el
complejo es enzimáticamente digerido, liberando el bromuro de etidio. A pesar
de todo, en ensayos experimentales, el compuesto no consigue eliminar los
estados tisulares de 71 cniz¿ por lo que tiene escasa eficacia en fase crónica.

El antihiperuricémico Alopurinol es activo sobre las enzimas que
participan en el metabolismo de las purinas. 71 cruzí , que no sintetiza
proteínas “de novo”, utiliza la vía de salvamento de bases púricas y
nucleósidos, transformando el Alopurinol (análogo a la hipoxantina> en un
nucleátido <aminopirazolopirimidina, análogo de la adenina> que es
incorporado al ARN con consecuencias letales para el parásito (Marr, Berens
y Nelson, 1978>. Este mecanismo, único en protozoos, explica la baja toxicidad
en humanos. No obstante, sus efectos parecen depender de la cepa de 71
cruzí Su eficacia está además limitada por su vida media en plasma, que es
demasiado corta.

Otra serie que muestra una potente actividad en el Chagas experimental
son los antifúngicos imidazólicos. El más activo, administrado por vía oral,
ketoconazol, presenta una elevada toxicidad hepática; sin embargo, no se ha
descartado, dado su actividad a dosis extraordinariamente bajas. “In vitro”, a
concentraciones de 5 ng/ml sobre cultivos tisulares de amastigotes, según
datos de Goad y col. (1989), altera la biosíntesis de esteroles de los
tripanosomas, sin afectar a la composición de esteroides del tejido humano.

También se han ensayado en los últimos años los antineoplásicos
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azaespiranos, como el espirogermanium, y los antidepresivos tricíclicos
clomipramina e imipramina, así como la rifampicina. El salicilato sádico,
algunos tiazoles, derivados del tiofeno, tiosemicarbazonas, 5-nitroimidazoles,
etc, pero su falta de eficacia en algunos casos, la toxicidad en otros e incluso
razones puramente comerciales, han impedido su desarrollo completo
(Ducansonycol., 1977; NevilleyVerge, 1977>.

A la vista de esta situación, resulta por tanto imprescindible orientar la
investigación hacia la búsqueda de nuevos fármacos para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. En este sentido, una de las principales dianas
contempladas para el desarrollo de fármacos en tripanosomas es el glicosoma.
La compartimentación subcelular de la glicolisis en estos parásitos es
notablemente distinta a la situación en el resto de los eucariotas, donde la
glicolisis ocurre en el citosol. La glicolisis es esencial sobre todo para los
tripanosomas africanos, ya que son casi enteramente dependientes de la
conversión asróbica de la glucosa en piruvato. Aunque en 71 cruzí esta vis no
es tan crucial, la existencia de enzimas glicosomales -hexoquinasa,
fosfofructoquinasa, gliceraldehido 3P deshidrogenasa y fosfogliceratoquinasa-
con características peculiares, orienta el diseño de nuevos fármacos.

Otro sistema único, potencialmente vulnerable a nuevos tripanocidas es
el metabolismo y las funciones celulares del glutation y las poliaminas, que
intervienen en procesos vitales para la célula. Aunque los tripanosomas
carecen de glutation reductasa y glutation peroxidasa que les defiendan de los
efectos tóxicos de las formas reactivas de oxígeno <H202, O2~, OH->, se ha
identificado recientemente un sistema enzimático de regulación de su balance
redox tiol-disulfuro intracelular. El compuesto es el Nl ,N8 bis (glutationil>
espermidina y ha sido denominado tripanotion. El descubrimiento del enzima
tripanotion reductasa, que mantiene el compuesto en su forma ditiol -

dihidrotripanotiona- hace posible el intercambio tiol-disulfuro con otros
disulfuros intracelulares, coma es el glutation. El tripanotion debe por tanto
reemplazar al sistema glutation en tripanosomátidos en la eliminación de
peróxidos, responsables junto con otros radicales de oxígeno de la toxicidad
de muchos tripanocidas. La enzima tripanotion reductasa ya ha sido aislada
de 71 cruz¡ y es un buen objetivo para el diseño de nuevos fármacos.

Entre los interferidores de esta vía metabólica está la a
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difluorometilornitina <DFMO), de eficacia manifiesta sobre tripanosomas
africanos (Bacchi, 1981; McCann y col., 1983>, que inhibe la
ornitindescarboxilasa <ODC) (Metcalf y col., 1978>, enzimaF clave en la
biosíntesis de poliaminas; ello produce también una disminución del nivel de
dihidrotripanotion.

En la biosíntesis de las poliaminas interviene también la metionina
(Bacchi, 1981), que se transforma en 5 adenosín metionina (5AM>, la cual se
decarboxila y transfiere un grupo propil amino para formar las poliaminas
espermidina y espermina; el producto de la reacción es la metiltioadenosina
<MTA>. Esta se recicla a metionina con la participación de un enzima
metiltioribosa quinasa (MTR> que actúa previa liberación de la adenina, y que
es exclusivo de bacterias y protozoos, y por tanto un blanco ideal para agentes
quimioterapeáticas; análogos a esta enzima actuarán como antiprotozoósicos
al inhibir la recuperación de la metionina, que además de alimentar la
biosíntesis de poliaminas interviene en otras funciones celulares como son la
síntesis de proteínas y las reacciones de transmetilación.

De otra parte, en cuanto a la capacidad de 71. cruid para detoxificar a los
agentes quimioterápicos, aunque no bien estudiada, si se sabe que el parásito
posee un sistema citocromo P-450 monoaxigenasa que metaboliza numerosos
sustratos y que puede ayudar a reducir la concentración de los fármacos por
debajo del nivel terapeútico.

5.4. RESISTENCIA DE LAS CEPAS.

La resistencia natural de muchas cepas de 71. cruz¡ a los nitroderivados
puede ser el factor responsable de los resultados controvertidos en cuanto a
eficacia del tratamiento. Es bien conocida la variación en cuanto a
susceptibilidad de distintas cepas que pueden ser predominantes en
determinadas areas geográficas <Filardi y Brener, 1984>. También Filardi y
Brener <1987> han comprobado que la eficacia de los fármacos oscila del O al
100% en función de la procedencia del aislamiento. Así, se ha apreciado
resistencia en algunos obtenidos de reservorios o vectores silvestres, en los
que el contacto previo con los agentes puede ser excluido. En la bibliografía
se registran índices de curación del 81% en pacientes en fase aguda
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F 29 (Pan, 1971>, TMM (Avila y col., 1983>, LIT + RPMI 1640 + 199
(Sadigursky y Brodskyn, 1986>, etc.

En algunos de estos medios se trata de prescindir de la utilización de
sueros o de componentes de la sangre porque dificultan estudios de tipo
inmunológico o bioquímico, pero en nuestro caso lo que perseguimos esta
producción de gran número de parásitos disponiendo de un cierto control
sobre su crecimiento, es decir, disponiendo de unas curvas de crecimiento
estables que nos permitan prever el desarrollo del cultivo (fase de crecimiento
exponencial, picos, fase estacionaria, etc.>.

Para este fin, el medio de cultivo más apropiado a nuestro juicio es el
medio LIT (“liver infusion triptose”>, medio monofásico descrito por Camargo
en 1964 y cuya composición se detalla en el capitulo de Material y Métodos.

6.1.2. ORTENCION DE TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS.

El procedimiento más habitual para la obtención de formas metacíclicas
de 71 cruzí es el aislamiento del parásito a partir de sangre de animales de
laboratorio con infecciones experimentales, pero también se aislan formas
tripomastigotes a partir de cultivos celulares infectados (Schmatz y Murrayl,
1982; Kanbara y Nakabayashi, 1983; Carvalho y Souza, 1983; Kloetzel y col.,
1984>.

En ambos casos se hace necesaria la separación de los parásitos y las
células que los acompañan, ya sean sanguíneas o de cultivo, y para ello hay
descritas numerosas técnicas, desde la simple sedimentación de los eritrocitos
<Kierszenbaum y col., 1976; Ketti y Brener, 1976), o centrifugación <de Souza
y col., 1977; Minter-Goedbloed, 1978), a la centrifugación previa aglutinación
de los eritrocitos con Con A (Chiari y col., 1978>0 fitohemaglutinación (Vaeger,
1960)0 por lisis con NH4CI (Moft, 1974>, centrifugación con solución de Ficolí
<Budzko y Kierszenbauml, 1974), cromatografía de intercambio iónico (Lanham
y Godfrey, 1968; Gutteridge y León, 1978>, purificación en columna DEAE
celulosa (Villalta y León, 1979>, centrifugación en gradiente de metrizamida
(Loures y col., 1980), centrifugación en gradiente Percolí discontinuo
(Castanys, 1984), o bien centrifugación en gradiente de densidad (Mortatti y
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Munk, 1985>.

Pero todos estos procesos, además de resultar laboriosos, suministran
cantidades muy limitadas de parásitos y hoy día es posible la obtención de
grandes cantidades de formas metacíclicas in vitro a partir de cultivos de
epimastigotes; de hecho, un porcentaje pequeño y variable (por debajo del
25%> de epimastigotes se transforman en tripomastigotes durante la fase
estacionaria (Camargo,1964; Femandez y Castellani, 1966>.

En base a ésto se han realizado numerosos estudios tratando de
determinar cuales son los factores que inducen la metaciclogénesis. Estos
estudios se suelen basar en modificaciones de medios comúnmente utilizados
para el cultivo de epimastigotes, por ejemplo, se ha visto que aumentando la
concentración de hemina en el medio LIT, la proporción de tripomastigotes
metacíclicos se ve incrementada alcanzando un pico del 80% tras 10 días con
20 mg de hemina/litro <Arévalo y col., 1985). También, formas epimastigotes
incubadas con orina artificial de triatomino se transforman en tripomastigotes
metacíclicos en 48 horas a 280C cuando son añadidos al medio 10 mM de L-
prolina o también de L-glutamato (Homsy y col., 1989). Además, en ausencia
de glucosa y fructosa en el medio, los porcentajes de formas metacíclicas y el
crecimiento se incrementan significativamente; así mismo, la adición de NaCí
al medio sin monosacáridos incrementa de forma considerable la aparición de
formas metacíclicas <Adroher y col., 1988>.

Pero no solo las variaciones en la composición del medio influyen en la
metaciclogénesis; son muchos los factores que han sido citados como
estimuladores o inhibidores de ésta. Entre ellos están la cepa o clon utilizado
(Carne y Dvorak, 1982>, la duración del cultivo (Chiari, 1974), la presencia de
lecitinas en el intestino del insecto <Pereira y col., 1980 y 1981>, la adición de
hemolinfa de insecto, extracto de redúvido u homogeneizado intestinal de
triatomino al medio <Wood y Pipkin, 1969; Wood, 1976; Isola y col., 1981 y
1986), medio deficiente o agotamiento de cienos componentes de ese mismo
medio durante el crecimiento de los parásitos (Camargo, 1964; Chiari y col.,
1978; Lopetegui y Miratello, 1982; Contreras y col., 1955), el uso de prolina
como única fuente de carbono (Contreras y col., 1985), el pH inicial del medio,
edad del cultivo, tamaño del inóculo, una preincubación a 210C durante 48
horas <Castellani y col., 1967), y cambios de pH (Osuna-Carrillo y col., 1979>.
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A pesar de que no están perfectamente definidos aún estos factores
inductores de la metaciclogénesis, se han desarrollado una serie de medios
para el cultivo específico de formas tripomastigote metacíclicas con una alta
efectividad; entre ellos se encuentran el medio LMC (Dusanic, 1980>, el medio
TAU (“artificial triatomine urine”; Contreras y col., 1985), ó diversas
modificaciones hechas sobre el “Grace’s insect medium” (Grace, 1962). Una
de esas modificaciones del medio de Grace, la realizada por Osuna Carrillo y
col., <1979) que consiste, una vez suplementado el Grace’s insect medium sin
hemolinfa de insecto (Gibco) con un 10% de suero bovino fetal inactivado, en
bajar el pH hasta 1,5 añadiendo CIH iN y seguidamente ajustar a 5,8 con
NaOH 1 N, esterilizando finalmente por filtración, es la que hemos utilizado en
nuestras experiencias, ya que ofrece un alto rendimiento al obtenerse
porcentajes de hasta el 90% de formas metacíclicas en solo 9 días a partir de
formas epimastigote procedentes de nuestros cultivos axénicos en medio LIT,
mediante un sencillo procedimiento.

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

En el mamífero hospedador, 71 oral se presenta en dos estados: la
forma amastigote intracelular <fig. VI a Xl> y la forma tripomastigote sanguínea.
Ya hemos visto cómo es posible la obtención de formas tripomastigote a gran
escala a partirde medios de cultivo acelulares <libres de células), pero, aunque
hoy ya se han descrito medios de cultivo acelulares para el mantenimiento de
formas amastigote <Engel y Dvorak, 1988; Velasco y col., 1989>, la
transformación de las primeras a estas últimas se produce intracelularmente
por lo que se sigue precisando de cultivos celulares para la obtención de
amastigotes. Además, para la realización de nuestro proyecto de cribado sobre
formas amastigote resulta beneficioso contar con estas formas en su ambiente
natural, que es el interior de la célula, ya que ésto nos permitirá obtener
también datos relacionados con la capacidad de absorción de los productos
ensayados por parte de las células, así como la citotoxicidad de los mismos.

Han sido varios los sistemas celulares utilizados como hospedadores
para obtener el desarrollo intracelular de 7. cruzi “in vitro”, entre ellos se
incluyen cultivos celulares primarios de embrión de pollo (Meyer y Oliveira,

28



REVÉSION BIBLIOGRAFIcA

1948; Bayles y col., 1966> y de músculo esquelético bovino embrionario
(Dvorak, 1976; Neva y Gam, 1977), así como líneas celulares continuas, como
células HeLa (Dvorak, 1976>, células Vero <Brener, 1976; Bertelli y Brener,
1980> y fibroblastos L-929 de ratón <Tanowitz y col., 1975>. También han sido
usados sistemas de cultivo con células miocárdicas (Gutteridgey col., 1969;
Bioul-Marchand y col., 1980>.

En la tabla lb se resumen algunos de estos sistemas celulares, así
como el medio de cultivo utilizado para su mantenimiento. Para este fin existe
toda una diversidad de medios definidos que varían en complejidad desde el
Medio Mínimo Esencial de Eagle (MEM; Eagle, 1959), el cual contiene
aminoácidos esenciales, vitaminas y sales, hasta medios complejos como el
199 (Morgan y col., 1950), CMRL 1066 (Parker y col., 1957>, RPMI 1640
(Moore y col., 1967) y el F 12 (Ham, 1965). Los medios complejós contienen
un gran número de diferentes aminoácidos y vitaminas, y están suplementados
con otros metabolitos (p.ej. nucleósidos> y minerales.

Las concentraciones de nutrientes así como la complejidad ‘,arían, como
hemos dicho, de unos medios a otros, así, mientras las primeras son bajas por
ejemplo en el F 12 y altas en el DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s
MEM; Dulbecco y Freeman, 1959; Morton, 1970), este último tiene menos
constituyentes. Esto da lugar a que se puedan usar simultáneamente distintos
medios que se complementan mutuamente; así Barnes y Sato <1980>
emplearan una mezcla 1:1 de DMEM y F 12 como base para su medio libre de
suero, con objeto de combinar la riqueza del F 12 y la alta concentración de
nutrientes del DMEM.

Pero la forma más habitual de enriquecer un medio de cultivo es
suplementario con algún tipo de suero. Los sueros más usados en cultivo
célular son el suero de ternera, suero bovino fetal, suero equino y suero
humano, siendo los dos primeros tipos los más ampliamente utilizados, sobre
todo para líneas continuas, que exigen una mayor suplementación al tener que
multiplicarse para mantenerse durante generaciones.

En nuestro caso, como soporte para la obtención de formas amastigote,
utilizamos una línea celular continua, concretamente células Vero, que son
mantenidas en cultivo con Medio EMEM suplementado con suero bovino fetal.
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TABLA la. CULTIVOS DE FORMAS PRESENTES EN EL INSECTO VECTOR: DENSI-
DAD CELULAR FINAL Y TIPOS MOREOLOGICOS.

AUTOR

CAMARGO

CASTELLANI

DIAMONO

PAN

PAN

VOSHIDA

WOOD

ACEVEDO

AVILA

OSUNA-
CARRILLO

DUSANIC

SOLA

SULLIVAN

AVILA

CONTRERAS

SADIGURSKSY

SANCHEZ

ANO DENSIDAD
FINAL
(células/mí)

1964 1.5x106

1967

1968

1971

1971

1975

1976

1977

1979

1979

1980

1981

1982

1983

1985

1988

1990

TIPOS MORFOLOGICOS
EN CULTIVO

<25% metaclclicos
>75% epimastigotes

7 X 10’ 40-70% metaclclicos
Resto epimastigotes

Epimastigotes

Epimastigotes

Amastigotes

Epimastigotes metacícli-
cas según cepa y com-
posición

8x 10’ <85% metaclclicas

4 x 10’

10’

io~

1 .6 x 10’

2 x 10’ Epimastigotes

5 x 106 <93% metaclclicos

Bx 10’ >89% metac!clicos

~ x i 0~ 60-90% metaclclicos

SriO’ >90% metaclclicos

10’ Epimastigotes

Metaciclicos

6-Ox 10’ Epimastigotes

95-100% epimastigotes

MEDIO

LIT

hilL a pH 6.7

DIAMOND

E 29

E 32

MEDIO LIBRE DE
MACROMOLECU-
LAS

GRACE + 0.25%
DE EXTRACTO DE
A. Drolixus

HX 25 MODIFICA-
DO

MEDIO DEFINIDO

GRACE MODIFICA-
DO

LMC

GRACE + EX-
TRACTO DE T

.

infestans

GRACE

TMM. Medio míni-
mo definido

TAU-3AAG. Artifi-
cial Triatomine
Urine

LIT + RPMI 1640 +

199. Sin suero ni
hemina

DIAMOND • 3.5%
3SF
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TABLA lb. CULTIVO DE FORMAS PRESENTES EN EL HOSPEDADOR VERTEBRADO:
DENSIDAD CELULAR FINAL Y TIPOS MORFOLOGICOS.

AUTOR ANO DENS./ml TIPOS CELULAS MEDIO
MORFOLOGICOS SOPORTE

Amastigates Cultiva prima-
rio de macró-
fagas

PAN 1978
BIOUL-
MAR OHAND

1980

3 x 10~ Amastigotes

2 x 10~ Tripomastigotes Línea celular
miocárdica

SANDERSON

OSUNA-
CARRILLO
BERTELLI
Y BRENER

1980 3 x 10~ Tripomastigotes
5 x 10~ Amastigates

1980

1980 Amastigotes y
Tripomastigotes

2 x 10~ Salo tripa día 8.
Aytripo día 11

células mio-
blásticas

VILLALTA Y
KIERTSZEN-
BAUM

1982 3.Sx 10’ Amastigotes ML-lS
HA

SCHMATZ
YMURRAV

CARVALHO
Y SOUZA
HUDSON

CHAO

VELASCO

1982

1983

1984

1984

1989

10~ Tripomastigotes

2.6 x 10~ Tripomastigotes

1.lx 10’ Amastigotesy
Tripomastigotes

Amastigotes

3 x 10~ Amastigotes

Células mio-
blásticas
irradiadas

Fibrobíastos
transformados

Línea celular
derivada de
músculo

Radent miela-
ma Y3-Ag
1,2,3. cells.

Vera

KRESS 1977 MEM

F-69

DMEM

WI 38, MR
CS. Lineas
diplaides
humanas

HeLa

SCHMATZ
VMURRAY

BME

MEM

M-199

1981

Vero

DMEM +

199

DMEM +

199

MEM

DMEM

DMEM

MEM
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7. CRIBADO FARMACOLOGICO SOBRE Trypanosoma cruzL

Al igual que ocurre con las técnicas de cultivo y mantenimiento, los
métodos de cribado sobre T. cruz¡ son muy diversos. Tal diversidad es debida
a distintos factores entre los que cabría destacar el polimorfismo propio del
parásito, la diversidad de hospedadores que infecta, la variedad de cepas y
resistencias naturales que presentan, sin olvidar las distintas circunstancias
que acompañan a la realización de la técnica, como pueden ser el coste,
manejo del parásito, estudios bioquímicos, etc.

7.1. MODELOS EXPERIMENTALES.

Es ya conocida la débil correlación existente entre la actividad
tripanocida “in vitro” e “in vivo” de los fármacos, y entre las 0150 <dosis
inhibitoria ~0>de un mismo medicamento en cada uno de los modelos
experimentales, por lo que los resultados positivos en un modelo experimental
no implican igual resultado en el otro (Ribeiro-Rodrigues, 1990).

De cualquier manera, y a pesar de la débil correlación entre ellos,
existe toda una serie de modelos descritos en función de las necesidades, del
grado de desarrollo de los productos a ensayar o de la actividad ya
demostrada en modelos anteriores. Estas necesidades van desde el cribado
primario en masa de series completas de actividad desconocida, hasta las
pruebas “in vivo” previas a los ensayos clínicos. Un resumen de las
posibilidades existentes hoy día para cada uno de los casos es lo que se
detalla a continuación.

7.1.1. MODELOS “IN VITRO” EXTRACELULARES.

CRIBADO EN EPIMASTIGOTES.

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

Neal <1988> utiliza medio de cultivo de tejidos de insectos de
Schneider con 10% de SBF, incubando a 260C y haciendo recuentos con
hemocitómetro. Las pruebas se realizan por triplicado o cuadruplicado en
placas microtitulación con 400 ial de medio/pocillo, con epimastigotes a la
concentración inicial de 1.000.000/mI, en presencia de distintas
concentraciones de medicamento. Las diluciones se realizan en las placas
seriadamente por transferencia secuencial con pipetas multicanal y el
crecimiento se controla por la tasa de incorporación de timidina tritiada en
comparación con los controles. Los datos se analizan por análisis de regresión
lineal mediante un computador.

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

Para el crecimiento de los epimastigotes, Doyle (1989) utiliza medio
LIT con hemina, antibióticos y 10% de SBF a 260C, mientras que para
mantenimiento usa medio RPMI con 10% de SBF. Los epimastigotes en
crecimiento exponencial se resuspenden a 1.000.000/ml en médio LIT. Los
medicamentos son disueltos en DM50 y las pruebas se hacen por duplicado
con 5 dosis diferentes por cada sustancia, realizando los recuentos por
contador de células electrónico en tiempos prefijados. Finalmente se efectúa
un análisis de la cinética de crecimiento con un programa de ordenador.

Avila <1987) utiliza el cribado “in vitro” con epimastigotes en medio
semidefinido, a 280C, sembrando 500.000 parásitos/ml. Añade el medicamento
(0-25 ial/mI> disuelto previamente en NaOH 1 N en solución salina
asépticamente en el día cero. A los 5-7 días realiza recuento en
hemocitómetro, comparando resultados con los controles.

Porotro lado, Tanowitz <1987) lleva a cabo un cribado en colonias de
agar. Para ello incorpora el medicamento en el bacto agar 0.5% según Witner
(1982> y extiende los epimastigotes sobre el agar en placas de 35 mm
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observando diariamente la formación de colonias <eficiencia de recubrimiento
y diámetro de colonias). Según el propio Tanowitz, este método es más
sensible que el LIT.

AMASTIGOTES EXTRACELULARES.

Esta modalidad de cribado resulta bastante laboriosa y complicada
por la dificultad de obtención de formas amastigotes libres. A pesar de todo,
De Castro (1987) realiza pruebas de medicamentos basadas en el efecto
directo sobre el parásito extracelular y su proliferación, y en la interacción con
la célula de músculo cardíaco. Los amastigotes se obtienen aislados a partir
de cultivos celulares de líneas de macrófagos por centrifugación diferencial y
purificación en gradiente de metrizamida. Estas experiencias sirven para
estudiar la incorporación de metabolitos y la acción de medicam~ntos.

CRIBADO EN TRIPOMASTIGOTES.

Los tripomastigotes, al no ser formas replicativas, tampoco son muy
utilizados para la realización de cribados, relegándose más su empleo a
pruebas de quimioprofilaxis en sangre tal y como describimos en el apartado
7.1.4. Sin embargo, Roval <1990> utiliza tripomastigotes aislados de un medio
bifásico, contra los que usa medicamentos diluidos en etanol y añadidos al
medio a la concentración deseada. Se observan tras 5,15, 30 y 45 horas de
la adición del medicamento.

7.1.2. MODELOS “IN VITRO” INTRACELULARES. (AMASTIGOTES EN
CULTIVO CELULAR).

Infección de cultivas celulares.

La proporción de células infectadas está en relación directa con el
número de células infectivas, aunque en células epiteliales de riñón de perro
también está relacionada con la dispersión celular; se infectan más las
dispersas que las confluyentes, mientras que la infección de fibroblastos no se
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altera con la densidad del cultivo (Schenkman, 1988>.

Los metacíclicos diferenciados “in vitro” infectan igual que los
obtenidos de insecto vector según Teixeira <1987>, aunque Villalta (1987>
encuentra diferencias entre metacíclicos de insecto y los procedentes de
cultivo envejecidos de la misma cepa, siendo mucho más eficaces los
primeros. La pérdida de virulencia en los cultivados no sería causada por el
método de aislamiento.

Los propios amastigotes “in vitro” infectan bien algunas células como
los monocitos humanos y fibroblastos (Ley y col., 1988> mientras no infectan
en absoluto otras como las epiteliales de riñón de perro (Schenkman y col.,
1988>.

Para pruebas sobre amastigotes, Neal (1988> obtiene macrófagos
peritoneales de ratón infectados con tripomastigotes sanguíneos, procedentes
también de ratón, aislados por centrifugación diferencial y tripsinizados para
mejorar la infectividad <Piras y col., 1982>. Tras 24 horas de la siembra de
175.000 macrófagos en cada pocillo <placas de cultivo celular de 9 pocillos) se
infecta con tripanosomas tripsinizados en proporción de 1:1 a 1:2, incubándose
otras 24 horas. Se renueva el medio con el medicamento incorporado a la
concentración establecida por cuadruplicado. Se incuba 3-5 días más,
dependiendo de la cepa, a 3700 con aire + 0.5% de CO2. Tras la incubación
se fijan y se tiñen con Giemsa para su exámen microscópico, y se establece
la proporción de células no infectadas contando 100 células en cada pocillo.

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

En el modelo descrito por Roval (1990>, las células Vero se despegan
y resuspenden hasta 160.000/ml y se disponen 3 ml en frascos de 25 cm

2
durante 48 horas. Se infectan los frascos de similar aspecto con 1.000.000 de
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tripanosomas aislados de un medio bifásico, durante 24 horas a 370C. Se lava
con medio RPMI para retirar los parásitos libres. Se sigue la infección en
microscopio invertido y finalmente se recuperan los tripomastigotes
producidos, que se utilizan para inocular nuevos cultivos. Se suspenden hasta
1.000.000/ml y se infectan otros frascos iguales con células Vero. Se
mantienen 3 horas y se retiran y lavan dos veces los tripomastigotes que no
infectaron. Finalmente, se incube durante 4 días. Contra amastigotes, el
medicamento disuelto en etanol puro se filtre por 0.22 pm y se diluye en medio
hasta 5,10 y 50 iaM. Utiliza cuatro frascos por dosis. En dos frascos se lava a
las dos horas. En todos se incuba durante 48 horas y se procesan las células
para su estudio ultraestructural.

Scott <1987> usa placas de cultivo de 8 cámaras con 20.000 células
humanas embrionarias de pulmón por cámara (Sanderson y col., 1980>. El
medio es EMEM con 2% de SBF inactivado + penicilina, gentamicina,
estreptomicina y fungizona. Se incuban a 360C con 5% de CO

2. Los
medicamentos se disuelven en DMSO <conc. final máxima 1 % y/y>. Se inoculan
2.000 tripomastigotes por cámara 24 horas después de sembrar las células,
se retira el medio con el exceso de tripomastigotes al día siguiente y se añade
el medio con medicamento a concentraciones de 10 iag/ml y sucesivas
diluciones 1/1000 hasta 10~ mg/ml. Se incuba 4 días y se fijan y tiñen los
cubres con Wright modificado. Finalmente, se determina el número de células
infectadas por cámara y se calcula la dosis eficaz 50% por análisis de probits.

7.1.3. MODELOS “IN VIVO”.

Dentro de las técnicas “in vivo” existen numerosos modelos descritos,
de los que vamos a citar, de forma resumida, los más significativos

Según el modelo de Scott (1987), se toman 10-20 ratones hembras
por grupo de 16-18 g de peso y se inyectan intraperitonealmente con 50.000
tripomastigotes. Los compuestos se diluyen en DMSO y en carboximetil
celulosa 5% en solución salina, se administran vía oral diariamente durante 5
días a partir de las 24 horas pi. y se registra la mortalidad durante 43 días. La
determinación de la curación de los animales tratados supervivientes se hace
por recrudescencia de la infección aguda mediante inmunosupresión con
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ciclofosfamida (50 mg/kg/día vía ip. durante 20 días) y examen de parasitemia
(microscopio y subinoculación en cultivo celular). También utiliza la
subinoculación intraperitoneal de homogenados de corazón y bazo de ratones
infectados en ratones sanos, examinando la parasitemia en éstos
semanalmente.

Filardi y Brener (1982) describen un modelo para pruebas de terapia,
más que de cribado propiamente. Utilizan la cepa Y inoculando 50.000
tripanosomas Lp. Se administran los medicamentos vra oral a dosis de 25, 50
y 100 mg/kg/día durante 20 días comenzando a las 24 horas p.i. También
prueban una dosis única de 500 mg/kg 24 horas después de la inoculación.
Los resultados se comprueban por examen directo desde 10-15 días p.t.
durante 45-60 días. Con los negativos durante 15 examenes se realiza
subinoculación o hemocultivo en LIT (Camargo, 1964). Los tubos se examinan
30 y 60 días después.

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

En su trabajo de 1990, Lopes dispone de lotes de 5 animales de 18-20
gramos inoculados con 10.000 tripomastigotes sanguíneos de la cepa Y. El
tratamiento comienza 24 horas p.i. por vía oral durante 7 días con dosis de 50
mg/kg/día. Se realiza un sólo recuento de parasitemia a partir del séptimo día
con 5 mm3 de sangre obtenida de la cola entre porta y cubre de 22x22 mm. Se
examinan 50 campos con lentes lOx (ocular> y 40x (objetivo), se calcule el
número total de campos microscópicos y se obtiene el factor correspondiente
a 1/50 de ese número total de campos. Este factor, multiplicado por el número
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de tripomastigotes contados en cada porta, nos proporciona el número de
tripanosomas por 5 mm3 y finalmente se compara con las cifras de los animales
control. El resultado positivo es la ausencia de parasitemia.

Neal (1988> utiliza ratones de 17-20 g que son inoculados
subcutáneamente con 100.000 tripomastigotes sanguíneos. El tratamiento con
30-1 20 mg/kg/día de medicamento comienza el séptimo día pi. y dura 28-30
días. La parasitemia se examina al microscopio <400x> dos veces, al principio
y al final del tratamiento y finalmente realiza hemocultivo en tres tubos de
medio Warren <Neal, 1977> por cada animal. Como criterio de eficacia, se
considera que los resultados negativos significan curación de los animales.

Para experiencias “in vivo” en ratón, Filardí y Brener <1990) infectan
los animales con 10.000 tripomastigotes sanguíneos y administran el
medicamento vía oral desde el cuarto día p.i. durante 20 días consecutivos.
Efectúan el seguimiento de la parasitemia en el periodo de 10-30 días tras el
tratamiento, y finalmente realizan hemocultivo de 0.2-0,4 ml de sangre de los
animales en tubos con medio LIT <26-280C> que se examinan entre 30-60 días
para ver la presencia de flagelados. En el tratamiento de la fase crónica se
sigue la misma pauta comenzando la administración después de 180 días de
la infección.

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

7.1.4. QUIMIOPROFILAXIS EN SANGRE.

Casi todos los autores incuban 24 horas a 400 y subinoculan en ratón.
(Letelier y col., 1990; Celentano y Gonzalez Cappa, 1988; Hammond y col.,
1988).

Filardi <1984) propone un método rápido para ¡ probar la
susceptibilidad “in vivo” de diferentes cepas a los compuestos activ¿s. Se basa
en el examen de las formas sanguíneas de 71 cruzí en el momento de máxima
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concentración hemática del medicamento, 1-2 horas tras la administración oral.
Las cepas susceptibles disminuyen marcadamente su presencia en sangre en
poco tiempo, 4-6 horas, mientras que las no susceptibles conservan el nivel
que tenían previo al tratamiento.

Schlemper <1978> recomienda una prueba rápida “in vitro” en placas
de hemaglutinación para el cribado quimioprofiláctico en pequeños volúmenes,
recontando por el método de Brener (1962) los tripanosomas supervivientes
<procedentes de ratones en fase aguda> tras 24 horas de contacto a 40C en
presencia del fármaco probado. Descarta los que tengan tripanosomas vivos
y sólo pasa a realizar inoculación “in vivo” de los que resulten negativos en el
recuento.

CRITERIOS DE CURACION.

Criterios paras¡tológicos.

La comprobación de parasitemia en los ratones por microhematocrito
es eficaz en un 93% mientras que el hemocultivo sólo detecta el 57% y la
serología un 63%. Sólo 3 de 154 ratones comenzaron a ser positivos después
de 30 días y 6 más entre 25 y 30 días (Celentano y Gonzalez Cappa, 1989).
Once de 182 ratones eran falsos negativos por microhematocrito, y fueron
detectados por uno o los dos métodos alternativos. El uso de la triple
metodología sólo aumenta un 3,2% el diagnóstico de la infección.

Criterios inmunolágicos.

La serología convencional con inmunofluorescencia indirecta y fijación
del complemento persiste como criterio firme para el seguimiento de la eficacia
de los tratamientos quimioterápicos en la mayor parte de los pacientes. Sin
embargo, la aseveración de la curación permanece aún controvertida. Glavao
(1990) afirma que la serología convencional puede permanecer positiva en
pacientes considerados como curados por otras pruebas conjuntas como el
hemocultivo y la lisis mediada por el complemento. Sin embargo Boainain
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<1990) estima que la lisis mediada por el complemento es mucho meños
sensible que la inmunofluorescencia de membrana y que el xenodiagnóstico,
y concluye que no es buen criterio para evaluación de la quimioterapia.

También Andrade (1982) y autores de la OMS (WHO, 1984>
defienden las pruebas parasitológicas como criterios más aceptables, mientras
que Cancado (1985) defiende que sólo la negativización de la serología es
prueba evidente de curación tras la quimioterapia.

7.2. ELECCION DE LA CEPA.

En general los caracteres de las cepas se conservan, incluso durante
muchos años, realizando pases sucesivos en ratón con pases periódicos por
insecto (Rubio, 1955; Brener y Chiari, 1963, 1982; Hauschka, 1949;
Packchanian y Sweetts, 1947; Postan y col., 1986), aunque se ha informado
que la cepa Y disminuye su virulencia en ratón tras unos 20 años de cultivo,
de forma no recuperable mediante el pase por triatomino (Barbosa y col.,
1988>.

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

No todas las cepas de 71 cruz¡ son aptas para el cribado
farmacológico debido a las grandes variaciones que presentan en cuanto a su
sensibilidad a la acción de los fármacos. Se ha demostrado que el éxito del
tratamiento de la infección experimental con benzonidazol y nifurtimox
depende de la cepa de 71 cruzi empleada (Brener y Chiari, 1967; Brener y col.,
1976; Habekorn y Gonert, 1972; Andrade y col., 1975; Andrade y Figueira,
1977> más que de otros factores como la fase clínica de la infección (Filardi y
Brener, 1990). Esto ocurre también con otros fármacos, como alopurinol y
derivados. En infecciones experimentales de ratón, se encuentran destacadas
diferencias en la susceptibilidad de las cepas al alopurinol, atribuidas por Avila
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(1983> a una absorción y metabolismo del medicamento más lento por parte
de las formas sanguíneas de algunas cepas concretas de 71 cruzí (Avila, 1983;
Avila y col., 1981 y 1984; Berens y col., 1982).

Ya en 1949, Hauschka citaba diferencias en la resistencia natural de
dos cepas de T. cruz¡ a un derivado bisquinaldina. Andrade (1984> encuentra
diferencias significativas entre cepas de Minas Gerais y de Bahia (Brasil) en
la resistencia a nifurtimox y a benzonidazol. Brener (1984> compara, con los
mismos fármacos, 30 cepas inoculadas en ratón y encuentra 7 de ellas con
resistencia moderada y 4 con resistencia extrema, curiosamente con el mismo
grado para los dos medicamentos en todas las cepas, excepto en una. Filardi
y Brener (1987> también encuentran entre otras muchas cepas, grandes
diferencias en la susceptibilidad a estos medicamentos.

Neal (1988> compara “in vivo” cinco conocidas cepas de laboratorio,
resultando dos de ellas no sensibles al tratamiento (Sonya y Colombiana>,
mientras que el resto silo son <Y, Tulahuen y Perú>. Las variaciones en la
sensibilidad de las cepas se observan tambien con otros medicamentos <Avila
y col., 1981). Las cepas Sonya y Colombiana por este motivo no se consideran
adecuadas para el cribado farmacológico.

Andrade (1977> obtiene en ratones un 87% de cura en la cepa
Peruana frente a un 18.7% con la cepa Colombiana. Incluso observa un
aumento de la resistencia al medicamento en los parásitos tratados y no
eliminados por el medicamento.

La cepa Bolivia se muestra resistente a benzonidazol (18% de
curaciones) y a nifurtimox (0%) en ratones con infección experimental,
mientras que la cepa Y parece más sensible (57% y 35% respectivamente>
según Ribeiro y col. (1988>. El tratamiento comenzó al 30 día p.i. con dosis de
100 mglkg durante 20 días por vía oral, controlando la parasitemia y
realizando, a los 40 días, xenodiagnóstico y hemocultivo.

Filardi y Brener (1990), experimentando con seis cepas, encuentran
el mismo grado de sensibilidad a benzonidazol en las distintas fases clínicas
de la infección de cada una de ellas, usando como criterio de curación el
hemocultivo. La sensibilidad por tanto sería una característica de la cepa.
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Sin embargo la propia forma biológica del parásito de una misma cepa
presenta distinta susceptibilidad: los amastigotes parecen más resistentes que
los tripomastigotes en el tratamiento con nifurtimox, benzonidazol y megazol
(De Castro, 1986>.

La resistencia de las cepas, no obstante, no parece un fenómeno de
“todo o nada”. Al comparar la sensibilidad a benzonidazol y nifúrtimox de 47
cepas de 71 cruz¡ en ratones <100 mg/kg vía oral>, Filardi y Brener(1987>
encuentran todo el gradiente, entre el 0% y el 100% de susceptibilidad, frente
a estos medicamentos. Además, la resistencia a los fármacos se reduce en
gran medida cuando se incrementan experimentalmente las dosis de
medicamento, aunque la aplicación clínica de esta solución supondría alcanzar
niveles demasiado tóxicos en pacientes humanos (Filardi y Brener, 1990>.

Por otro lado, aunque de forma parcial, se ha asociado la
insensibilidad de la infección experimental al tratamiento con~ nifurtimox o
benzonidazol con la preferencia miotrópica de la cepa de T. ctuz¡ y con las
formas sanguíneas anchas, mientras que las cepas sensibles son
reticulotropas o miotropas y predominan formas sanguíneas esbeltas (Neal y
van Bueren, 1988; Andrade y col., 1985; Melo y Brener, 1978). Esto podría ser
atribuido a la diferente incorporación de los medicamentos en los diversos
tejidos infectados, o a una distinta intervención sinérgica del sistema
inmunitario, variable con la cepa del parásito (Muller y colh 1986>. La
intervención del sistema inmune en la actividad quimioterápica ha sido
demostrada por Toledo <1990>. Sin embargo, según Bueren <1989>, el análisis
del zimodema de cinco cepas no permite separar las sensibles de las
resistentes a los medicamentos.

Existen además evidencias de la aparición experimental de clones
resistentes (Andrade, 1974>. A pesar de las posibles diferencias en los
mecanismos de acción de nifurtimox y benzonidazol, “in vivo” se obtienen
resistencias cruzadas entre ambos en líneas artificiales de 71 cruz¡ resistentes,
que habían sido seleccionadas por pases sucesivos “in vitro” en presencia de
uno de los medicamentos. Las líneas se hacen resistentes a los dós fármacos,
aunque se hayan seleccionado frente a uno solo (Abdo y col., 1990>.

Algunas resistencias a la quimioterapia pueden ser debidas a las
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diferentes sensibilidades de las células hospedadoras del cultivo. La
efectividad de la primaquina contra 71 cruz¡ intracelular se obtiene con 0.5
~g/mlen macrófagos mientras que se necesitan 5 pg/ml en células L929 (línea
celular de fibroblastos subcutáneos de ratón). Por este motivo, la elección de
la célula hospedadora en el cultivo puede estar condicionada a la no aparición
de resistencias a los fármacos debidas a la línea celular. En todo caso
conviene seleccionar lineas celulares del mismo origen que las células
invadidas por el parásito en la infección natural <células derivadas del
mesodermo).

Distintos clones obtenidos de la cepa Y difieren significativamente en
varios aspectos: en los porcentajes de infectividad en el mismo modelo celular
(células Vero>, en la proporción tripomastigote/amastigote obtenidos en el
mismo tiempo y en su susceptibilidad a la lisis mediada por el complemento
(Braga y col., 1990>. Se recomienda el uso de poblaciones de 71 cruz¡
donadas, homogéneas y genéticamente estables, para estudios bioquímicos
e inmunológicos (Neal y van Bueren, 1988>.

En las tablas 2a y 2b se resumen algunos de los métodos más
frecuentemente utilizados para el cribado farmacológico sobre Y cruzí.
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MATERIAL Y MElaDOS

1. MATERIAL Y METODOS.

1. MATERIAL BIOLOGICO.

1.1. Trypanosoma cruz!.

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

Todas las cepas fueron llevadas a cultivo en las mismas condiciones:
muestras de sangre infectada de animales de experimentación se llevaron a
hemocultivo en medio LIT de los que se obtuvieron cultivos axénicos de cada
una de las cepas.

1.1.1. Cepa Bolivia.

Aislada, a partir de heces de Triatoma ¡nfestans infectados capturados
en viviendas de Vitichi (Bolivia>, en el Laboratorio de Parasitología de la
Facultad de Medicina de Ribeirao Preto en 1971. Fué caracterizada por
Funayama y Prado Junior en 1974. En infección experimental en ratón
presenta una tasa de mortalidad del 83,4% con una parasitemia en sangre de
hasta 49.000 tripomastigotes/mí, apareciendo este pico el día 150 post
infección.

1.1.2. Cepa RAL.

Procedente también de heces de Triatoma ¡nfestans capturado en un
domicilio rural de Sitio Aguas Claras, municipio de Santa Rosa de Viterbo, Sao
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Paulo (Brasil). Fué inoculada en ratón y mantenida por pases intraperitoneales
sucesivos cada 12 días. Caracterizada morfobiológicamente por Ribeiro y col.
en 1993. Presenta el pico de parasitemia el día 120 post infección y provoca
la muerte del ratón a partir del día 130 de la infección experimental.

1.1.3. Cepa GM.

Originaria también de Brasil y aislada mediante xenodiagnóstico a partir
de Jaguar (Fe/ls yagouaround¡ yagouaround,) procedente de Matto Grosso.
Mantenida en ratón por medio de subinoculaciones intraperitoneales cada 10
días. Caracterizada morfobiológicamente por Prado Junior y col, en 1992. En
infección experimental presenta una tasa de mortalidad del 100%, con un
periodo prepatente que varía de 2 a 4 días y dando lugar a parasitemias en
sangre de hasta 39.000 tripomastigotes/mí con el pico situado el día 100 post
infección.

1.1.4. Cepa MC.

Tiene la misma procedencia geográfica que la anterior (Matto Grosso,
Brasil) pero fué obtenida (también mediante xenodiagnástico> a partir de lobo
guará (Chrysocyon brachyurus>. Caracterizada morfobiológicamente por Prado
Junior y col. en 1992. Mantenida en ratón por subinoculaciones intraperitonea-
les cada 10 días, presenta una tasa de mortalidad del 93,3%, con unas
parasitemias en sangre de hasta 28.000 tripanosomas/mí que tienen su pico
entre el 70 y el 160 día post infección.

1.1.6. Cepa Y.

Aislada por el profesor Pedreira de Freitas en 1950 de un caso humano
agudo procedente de Marilia (Sao Paulo, Bras¡l>. Caracterizada morfobiológi-
camente por Silva y Nussenzweig en 1953. En infección experimental presenta
una tasa de mortalidad del 100% con una parasitemia en sangre de hasta
10.000 tripanosomas/mí, que presenta su pico el día 110 post infección.
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1.1.6. Cepa Tulahuen.

Aislada en la década de los 50 en Chile a partir de triatominos de la
región de Tulahuén, fué descrita por Pizzi y Prager. En infección experimental
en ratón produce una mortalidad del 100% apareciendo el pico de parasiternia
a los 14 días de la infección.

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

La cepa Tulahuen fué cedida por el centro de Biología Molecular
“Severo Ochoa” de Madrid en 1995.

Todas las cepas son mantenidas desde su aislamiento por pases
sucesivos en ratón albino. Cada 4 años se hace un pase por insecto (Rñodnius
prol¡xus) y se inocula nuevamente en ratón.

También son conservadas y almacenadas mediante criopreservacián
en nitrógeno líquido siguiendo el procedimiento que se describe a conti-
nuación:

- Sangrado de los ratones infectados.
- Recogida en PBS (50/50> heparinizado (1000 U/l).
- Dilución de la suspensión anterior 1/4 en buffer “Alsevers” con 10%

de glicerol.
- Conservación en nitrógeno liquido.

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

1.2. L.eishmania infantum. Cepa PB 76.

Como punto de referencia comparativo, sobre todo en lo concerniente
a las pruebas de tipo bioquímico, utilizamos un organismo perteneciente a la
misma familia pero a un género completamente distinto y que cumple un ciclo
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biológica con ciertas homologías pero a su vez con grandes diferencias, como
es el caso de Le¡shman¡a infantum. La cepa PB 75 fué cedida a nuestro
laboratorio por el Centro Nacional de Microbiología, Virología e Inmunología
Sanitarias del Instituto Carlos III (Madrid).

El material empleado por nosotros en todo momento fueron formas
promastigotes en cultivo axénico, mantenidas en medio RPMI-LIT 50% con un
10% de suero bovino fetal en estufa a 280C.

1.3. VECTOR. Rhodnius prolixus.

Los insectos utilizados, de la especie R. prol¡xus, proceden del Centro
Nacional de Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias del Instituto
Carlos III (Madrid).

Han sido criados y mantenidos en nuestro laboratorio en frascos
doblemente cerrados con gasa y una tela de nylon para evitar el escape
accidental. Se mantienen en estufa a 240C. Se alimentan cada 30 días
mediante picadura durante 30-40 minutos a ratones sanos anestesiados
procurando que no les alcance la luz.

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

1.4. CELULAS DE VERTEBRADO.

1.4.1. FIBROBLASTOS. Línea Vero.

Como soporte celular para la obtención de formas amastigotes
intracelulares y para estudios de capacidad de infección celular hemos
empleado células Vero. La línea celular Vero fué establecida a partir de riñón
de mono verde africano <Cercop¡thecus aeth¡oPS> en 1962 por Yasumura y
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Kawakita, de la Universidad de Chiba, Japón.

Las utilizadas en nuestras experiencias proceden del Centro Nacional
de Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias del instituto Carlos III
(Madrid>.

Las células se mantienen indefinidamente en cultivos en monocapa por
pases sucesivos en medio MEM suplementado con suero bovino fetal (SBF)
inactivado e incubados en estufa de CO2 regulada a 37

0C y 5% de CO
2. Cada

2-3 días el medio consumido es sustituido por medio fresco y cada 7-8 días se
procede a realizar subcultivos. Para despegar las células del sustrato con
objeto de realizar los subcultivos se emplea una solución de EDTA en PBS,
dejándola en contacto con ellas durante 10 minutos con el fin de que, al actuar
sobre el calcio de las membranas, el EDTA las haga desprenderse.

1.4.2. MACROFAGOS. Línea J774.

También para los estudios de infección celular y desarrollo de formas
amastigotes, fueros empleados macrófagos peritoneales de ratón pertenecien-
tes a la línea celular J774. Esta línea fué cedida a nuestro laboratorio por el
Centro Nacional de Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias del
Instituto Carlos III de Madrid.

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

Ambas líneas celulares son también conservadas mediante criopreser-
vación en nitrógeno líquido. La congelación se lleva a cabo en viales
(criotubos con una capacidad de 1,8 mí> conteniendo 0,5 ml de MEMo RPMI
con 10% de SBF y 10% de DMSO (dimetilsulfóxido), a los que se añaden 0,5
ml de la suspensión de células en MEM o RPMI. Mediante un congelador
gradual se hace descender la temperatura a razón de 0,6-1

0C por minuto hasta
alcanzar los -700C, momento en el que se sumergen los viales en el nitrógeno.
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1.5. HOSPEDADOR EXPERIMENTAL. Ratón albino NMRI.

Se emplean ratones Mus musculus de la cepa NMRI criados y manteni-
dos en el animalario del Departamento de Parasitología en condiciones
controladas de temperatura, humedad, fotoperiodo, atmósfera, alimentación,
jaulas y cama.

Para el pase y mantenimiento de las cepas se utilizan ratones de ambos
sexos, no realizándose nunca mezcJas en una misma jaula de animales adultos
procedentes de distintos grupos familiares para evitar la agresividad y los
daños causados por los más fuertes.

2. MEDIOS DE CULTIVO.

2.1. MEDIO LIT. (LIVER INFUSION TRYPTOSE>.

La obtención y cultivo de epimastigotes se realiza en una modalidad
(Wittner y col., 1982> del medio axénico LIT (Liver Infusion Tryptose; Camargo,
1964> ampliamente utilizado y perfeccionado para el cultivo de 71 cruz¡ por
muchos autores.

a) CINa 4.06 g
CIK 0.46
PO4HNa2 8.06
Glucosa 2.00
Triptosa (Difco> 5.00
Infusión de hígado (Liver Infusion
Broth, Difco> 5% 100 ml
H20 csplOOOml
Ajustar pl-i=7.

4

b) Solución de hemina:

Hemina (Sigma> 25 mg
NaOH1N imí
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Mezclar las soluciones anteriores.
Esterilizar en autoclave, 12 minutos a 1210C.
Conservar en refrigeración (40C> y oscuridad.

e> Extemporáneamente, antes de su uso, se completa con suero bovino
fetal <SBF> inactivado y estéril y una solución de antibióticos <disueltos en
solución salina> esterilizada por filtración a través de filtro de 0.22 pm de
diámetro de poro.

SBF inactivado estéril 10%
Penicilina 100 UI/mí
Estreptomicina 100 ~ag/ml

2.2. MEDIO GRACE <GRACES INSECT MEDIUM>.

Los tripomastigotes metacíclicos se obtienen por transformación de
epimastigotes en una modificación (Osuna-Carrillo y col., 1979> del medio
Grace (Grace’s lnsect Medium; Grace, 1962>.

- GRACES INSECT MEDIUM <Difco> 90 ml
- Suero bovino fetal inactivado 10 ml

Se mezclan y se hace descender el pH hasta 1.5 añadiendo CIH 1 N.
Se ajusta nuevamente el pH hasta 5.8 con NaOH 1 N. ¡

Esterilizar por filtración. Agitar antes de usar.

2.3. EMEM <MíNIMUM ESENTIAL MEDIUM EARLE’S SALTS).

Para el cultivo de la línea celular Vero utilizamos Medio Mír~imo Esencial
de Eagle con sales de Earle (EMEM) suplementado con un 20% de suero
bovino fetal inactivado.

- EMEM lOx (Difeo) 20 ml
- H

20 bidestilada csp 200 ml
- CO3HNa 0.4 g (0.3 con HEPES>
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-HEPES lg
- Glutamina 0.296 g/l
- SBF inactivado 50 ml
- Penicilina 14 mg
- Estreptomicina 25 mg
- Kanamicina 12 mg

Ajustar pH=7.2
Esterilizar por filtración
Conservar en refrigeración <40C> y oscuridad.

2.4. MEDIO RPMI.

Para el cultivo de la línea de macrófagos se emplea medio RPMI
suplementado también con un 20% de suero bovino fetal inactivado.

- RPMI lOx (Difco> 20m1
- 1120 bidestilada csp 200 ml
- CO

3HNa 0.4 g (0.3 con HEPES)
-HEPES lg
- Glutamina 0.296 g/l
- SBF inactivado 50 ml
- Penicilina 14 mg
- Estreptomicina 25 mg
- Kanamicina 12 mg

Ajustar pH=7.2
Esterilizar por filtración
Conservar en refrigeración <4

0C y oscuridad).

Para el cultivo de formas promastigote de Le¡shmania ¡nfantum se utilizó
una mezcla al 50% de los medios LIT + RPMI descritos anteriormente y
suplementados en este caso con un 10% de suero bovino fetal:
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3. SOLUCIONES COLORANTES Y REACTIVOS.

Solución Salina Fisiológica:

CINa 8.5g
Agua destilada 1000 ml

PBS (Phosphate Buifered Salme>:

CINa 8.OOg
PO4HK2 1.21g
P04H21< O.34g
Agua 1000 ml

pH: 7.3

PBS-EDTA:

CINa 8g
CIK 02g
PO4HNa2 ... i.ieg
PO4H2K ... 0.16g
H20 csplOOOml
EDTA <ácido etilen diamino
tetracético> 0.5g

pH: 7.2
Esterilizar por filtración.

Sarkosil:

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

Azul tripan 0.4% 10 ml

POS 90m1

Tintura de lodo (Solución fijadora colorante):

lodo metálico 5 g
loduro potásica 10 g
H20 destilada 100 ml

G¡emsa:

Giemsa madre 10%
H20 destilada pH=7.2 90%

Azul de Metileno (soluci6n fijadora colorante):

Azul de metileno Sg
Etanol-Agua 50% y/y 1000 ml

Eosina 5%:

Eosina acuosa Sg
Etanol-agua 50% y/y 100 ml

Tampón para extracción de proteínas:

Tris CIH iN
SDS 1-2%

pH = 5,5
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Geles acrilamida-bisacrilamida en gradiente <5-20%> para
de proteínas:

electroforesis

Acrilamida-bisacrilamida
Separador/almacenador
SDS 10%
Agua destilada
Persulfato amónico 1.5%
TEMED

Seoarador 20
1.330 ml
0.25 ml
0.02 ml
0.297 ml
0.1 ml
2.1 hl

Separador 5
0.333 ml
0.25 ml
0.02 ml
1.297 ml
0.1 ml
2.1 ~

Almacenada

’

0.25 ml
0.5 ml
0.02 ml
1.130 ml
0.1 ml
2.8 pl

Coomasie
Etanol
Ac. acético
Agua dest

Solución para decoloración de geles de proteínas:

Metanol 100 ml
Ac. acético 50 ml
Agua dest csp 500 ml

Tampón para extracción de ADN:

Tris CIH 5OmM
EDTA 5OmM
CINa lOOmM
SOS 0.5%

pH = 7.6
Proteinasa k 20 ~gIml

Azul CoomasIe:

2,6 g
400 ml
100 ml
500 ml
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Tris-EOTA <TE>:

Tris CIH lOmM
EDTA lmM

pH = 8

Geles de poliacrilamida (4%> para electroforesis de ADN*:

Acrilamida-bisacrilamida 2 ml
TAE (5x) 3 ml
Agua destilada 9,25 ml
Persulfato amónico 750 ilí
TEMED 7,5 pl

* Para dos geles
0,05 g persulfato amónico + 3 ml agua destilada

Tampón de muestra:

Bromofenol 0,025 g
Sacarosa 2,5 g
Glicerol 3 ml
Agua destilada csp 10 ml

TAE (Tris-acetatelEDTA>:

50 x: Tris base 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA 0,5M <PH 8> 100 ml
Agua destilada csp 11

Fijador:

Etanol 22,5 ml
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Acido acético glacial 1,125 ml
Agua destilada csp 225 ml

Nitrato de plata para tinción de geles:

AgNO3 0,3g
Fijador SOmí

Revelador:

NaOH 4,6 g
Formaldehido 1 ml
Agua destilada 150 ml

4. PRODUCTOS ENSAYADOS.

4.1. PRODUCTOS DE SíNTESIS.

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

4.1.1. Serie 11

Son 5 compuestos derivados del Violeta de Genciana, sintetizados en el
Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Farmacia por la Dra.
Carmen Avendaño. Las estructuras se muestran en la figura VI.
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4.1.2. Serie JDA.

La serie JDA está constituida por 8 derivados de tiadiazina cuya sintesis
fué realizada en el Instituto de Química Médica del Consejo Superior de
Investigaciones Científicas bajo la dirección de la Dra. Carmen Ochoa. Sus
estructuras se muestran en la figura VII.

4.1.3. Serie SM.

La serie SM consta de 9 moléculas sintetizadas en el Departamento de
Quimica Orgánica de la Universidad Nacional de Educación a Distancia de
Madrid, bajo la dirección de la Dra. Rosa Claramunt. La serie deriva del
aldehído 5-nitrotiofen-2-carbaldehido con distintos sustituyentes. Sus
estructuras se muestran en la figura VIII.

4.2. PRODUCTOS DE REFERENCIA.

Además de las tres series de síntesis citadas, fueron ensayados con el
mismo fin tres productos de referencia. Como tales fueron empleados los dos
fármacos habitualmente utilizados para el tratamiento de la enfermedad,
nifurtimox y benzonidazol, así como el único empleado con fines quimioprofi-
lácticos, violeta de genciana. Su descripción y características se encuentran
descritas en el apartado 5 de la revisión bibliográfica y sus estructuras
químicas se muestran en la figura IX.
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FIGURA VI: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS PERTENECIENTES A LA
SERIE T.
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FIGURA VII: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS PERTENECIENTES A LA
SERIE JDA.
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u FIGURA VIII: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS PERTENECIENTES A LA
SERIE SM.u
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FIGURA IX: FORMULAS DE LOS PRODUCTOS DE REFERENCIA.
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5. REPRODUCCION “IN VITRO” DEL CICLO BIOLOGICO DE 71 CRUZI.

Como apuntabamos en la revisión de los medios de cultivo, hoy día es
posible la reproducción completa “in vitro” del complejo ciclo biológico de 71
cruzi, pudiendo ser cultivados todos los estados presentes tanto en el insecto
vector como en el hospedador vertebrado.

5.1. EPIMASTIGOTES EN CULTIVO AXENICO.

Para la primera obtención de epimastigotes se parte de tripomastigotes
sanguíneos obtenidos por punción cardíaca de ratones infectado~ y anestesia-
dos. Se añaden 0.5 ml de sangre infectada en tubos con 5 ml de medio LIT
(según apartado 2.1> y se incuba a 280C. Posteriormente se realizan
subcultivos en medio fresco de estos cultivos originales efectuándose al menos
dos pases en medio LIT antes de su utilización para realizar los ensayos.

El control de crecimiento y viabilidad se lleva a cabo con ayuda de una
cámara de Neubauer.

5.2. TRANSFORMACION A TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS.

Los tripomastigotes metaciclicos se obtienen por transformación de
epimastigotes en medio Grace (apartado 2.2.). Se parte de epirnastigotes en
un cultivo axénico de 14 días de antigoedad en medio LIT. Se deja reposar
para separar vivos de muertos durante 2 horas a 280C. Se centrifuga durante
10 minutos a 450 g desechando el sobrenadante y se lava tres veces en medio
Grace+SBF o en medio MEM centrifugando cada vez. Tras contar en
hemocitómetro y ajustar la cantidad, se siembra finalmente en el medio Greco
y se incuba en estufa a 280C.

A partir de los 9 días pueden recuperarse las formas metacíclicas,
manteniéndose un nivel aprovechable de éstas hasta los 30 días de cultivo.

El control de crecimiento y transformación se realiza mediante recuento
en hemocitómetro del cultivo y determinación de la proporción de metacíclicos
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tras tinción con Giemsa.

5.3. INFECCION DE CULTIVOS CELULARES. FORMAS AMASTIGOTES.

Se realizan los cultivos previos de células Vero bajo contro! microscópi-
co de células viables mediante tinción con azul tripan. Posteriormente estos
cultivos son infectados con la adición de las formas tripomastigotes obtenidas
“in vitro”, en proporción 10 tripomastigotes /1 célula, en medio de cultivo MEM
sin suero bovino fetal.

Pasadas 24 horas se retira el medio con los tripanosomas que no han
infectado y se repone medio fresco con suero. El tiempo de replicación de
amastigotos es de unas 9 horas. La primera infección celular y aparición de
nuevos tripomastigotes se completa en 6-7 días.

6. TECNICAS DE CRIBADO.

6.1. MODELOS EN USO.

6.1.1. RECUENTO MICROSCÓPICO DE EPIMASTIGOTES EN MEDIO LIT.

La actividad “in vitro” contra la forma extracelular epimastigote es
ensayada sobre cultivos axénicos durante la fase de crecimiento exponencial
con anotación de la inhibición del crecimiento tras 2-6 días de incubación en
presencia del fármaco.

Obtención de epimastigotes en crecimiento:

El cultivo se realiza en medio LIT suplementado con 10% de SBF. El
inóculo para cada ensayo se inicia con 500.000 epimastigotes/mí procedentes
de otro cultivo, incubando a 280C.

Una vez comenzado el crecimiento exponencial, a los 3-6 días, en los
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cultivos destinados al ensayo, se recuenta con hemocitómetro y se reparte a

continuación en placas NuncIan de 24 pocillos a razón de 2 mllpocillo.

Adición de los productos a ensayar:

Cada fármaco se disuelve previamente en dimetilsulfóxido puro (DM50>
con lo que se consigue su esterilización. Las diluciones posteriores se realizan
en PBS estéril.

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

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

Incubación y examen de actividad:

Pasados 2-6 días de incubación a 280C, se realizan recuentos de
epimastigotes por duplicado en cada pocillo can un hemocitómetro normaliza-
do diluyendo la muestra en tintura de yodo. Se anota el crecimiento en cada
pocillo de los productos, fármacos de referencia y controles.

Expresión de resultados:

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

Indice de crecimiento:

IC = (N0 de parásitos al final ¡ N0 parásitos al inicio)

Expresa la multiplicación de los epimatigotes en presencia de cada una

de las concentraciones ensayadas.

Porcentaje de crecimiento:

Si lCtárm.co c 1: %C = O
Si lCeám.aco> 1: %C = (lCs

m..~o / lCeontTo¡> x 100
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Expresa el crecimiento con respecto al control y su posible inhibición.

Porcentaje de reducción: <Cuando no hay crecimiento; lCt~~8~O < 1>

= 100 .~ (lCeámiaco/ lCcontroí>xlOO

Expresa la reducción del inóculo por la acción del fármaco cuando,

además de inhibir el crecimiento, existe efecto tripanocida.

Actividad citostática (% inhibición del crecimiento>:

Si lCrámiaco < 1: Act. citostática = 100
Si lCeármaco>1: Act. citostática = 100- (lCfármaco / lCcont x 100)

Actividad citocida: cuando IC<1

Si lCtám,sco> 1: Act. citocida = O

Si lCtámmco < 1: Act. citocida = 100- (lCtán,,aco x 100)

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

6.1.2. RECUENTO MICROSCOPICO DE CELULAS INFECTADAS CON
AMASTIGOTES.

Se estudia la acción de los fármacos y productos de síntesis sobre células

infectadas “in vitro” con amastigotes intracelulares en fase de replicación.

Preparación de los cultivos celulares infectados.

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

Se incuban de nuevo, con una cantidad suficiente de PBS-EDTA para
cubrir la monocapa, durante 5-10 minutos a 37

0C para despegar las células del
fondo y se resuspenden con medio MEM fresco. Se puede conseguir una mejor
dispersión se las células haciendo pasar la suspensión a presión a través de
una jeringuilla de insulina con una aguja de 0,5 x 16 mm.

70



MATERIAL Y M~..!ODOS

Se realiza control microscópico de células viables mediante tinción.con
azul tripan y se ajuste su concentración en el medio de cultivo.

Se mezclan la suspensión de células y parásitos en proporciones
adecuadas para sembrar 15.000 células viables junto con 150.000 tripomasti-
gotes en un volumen de 2 ml de medio sin suero bovino fetal, que se añadirá
a cada pocillo.

Para los ensayos de fármacos se utilizan placas Nunclon de 24 pocillos
con un cubreobjetos de cristal circular de 12 mm de diámetro en el fondo de
cada pocillo. Se incuban células y tripanosomas en contacto durante 24 horas
a 370C en atmósfera con 5% de CO

2. Las células Vero se adhieren al fondo y
se infectan durante este periodo.

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

Adición de fármacos y análisis de actividad,

Los productos se disuelven previamente en dimetilsulfóxido puro
<DMSO> con lo que se consigue su esterilización, efectuándose posteriores
diluciones en PBS estéril. A las 24 horas pi. se añade cada fármaco a la
concentración determinada para el ensayo en cada pocillo con una micropipeta
<por duplicado> resultando la concentración final de DMSO siempre inferior al
0,2%. De esta forma el medicamento actúa sobre la replicación de amastigotes
intracelulares.

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

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

Se calcula la proporción de células infectadas en cada pocillo y se
compara con los controles tratados con el vehículo solamente. Se anota el
indice de infección respecto e los controles (Indice de infección del control sin
tratamiento = 1>

6.1.3. ENSAYO COLORIMETRICO DE CITOTOXICIDAD (MACROENSAYO).

Se utiliza un método colorimétrica para determinar el posible efecto
citotóxico de los fármacos sobre las células Vero.

Se disponen placas Nunclon de 24 pocillos. Se añaden 5Q.000 células
viables en cada pocillo y se incuban 4-6 horas (tiempo necesario para su
adhesión al fondo) a 37~C en atmósfera enriquecida con 5% de CO2.

Transcurrido este tiempo se añade con micropipeta un volumen de la
disolución de cada producto en DMSO obteniendo concentraciones finales de
100,10 y 1 pg/ml de cada fármaco junto con un 0.2% de DMSO que es inocuo
para las células. Se realiza cada ensayo por triplicado.

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

- Fijar y teñir:
Añadir 1 ml/pocillo de solución fijadora-colorante (azul de
metileno, Sg; etanol/agua 50% y/y, 11.>. ¡
Esperar 30 minutos a temperatura ambiente.

- Eliminar la solución anterior.
- Lavar 3-4 veces por inmersión de la placa en agua,

no despegar las células del fondo.
- Escurrir y secar al aire.
- Guardar secas hasta procesar para colorimetría.

Colorimetría:

- Solubilizar las células teñidas de cada pocillo con sarkosil 1% en PBS
(1 ml/pocillo durante toda la noche>.

cori cuidado de
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- Leer la absorbancia en espectrofotómetro a 620 nm.

Los porcentajes de toxicidad se determinan de la siguiente manera:

Absorbancia del control - Absorbancia del problema x 100
Absorbancia del control

La dosis citotóxica 50 (DCSO> se define como la concentración de
fármaco a la que decrece la absorbancia media de los tres pocillos un 50% con
respecto a los pocillos de control libres de medicamento.

Consideraremos tóxicas aquellas concentraciones superiores a la DC5O.

6.2. MODELOS PROPUESTOS.

6.2.1. RECUENTO COLORIMETRICO DE EPIMASTIGOTES.

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

Obtención de epimastigotes en crecimiento.

El cultivo, al igual que en el caso anterior, se realiza en medio LIT
suplementado con un 10% de SBF y el inóculo inicial para cada ensayo vuelve
a ser de 500.000 epimastigotes/mí procedente de otro cultivo, incubando a
280C.

Una vez comenzado el crecimiento exponencial (3-6 días) se realiza un
recuento con hemocitómetro de este cultivo origen y se reparte a continuación
en placas de 96 pocillos a razón de 200 ial/pocillo.
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Adición de los productos a ensayar.

En este caso se hace obligatorio el cambio de vehículo o disolvente
empleado ya que para evitar superar concentraciones tóxicas de DM80
deberíamos emplear volúmenes impracticables, en algunas ocasiones, de este
reactivo <la concentración máxima de DMSO tolerable en las experiencias es
del 0,2% en el medio final, lo que nos haría movernos en volúmenes del orden
de los 0,4 121).

Las alternativas empleadas fueron, en primer lugar, realizar, una primera
disolución controlada en DM80 y de aquí realizar posteriores diluciones en
PBS estéril hasta conseguir las concentraciones deseadas, y en segundo
lugar, cuando la naturaleza de los compuestos lo permite, utilizar otro tipo de
vehículos entre los cuales el más versatil y práctico resulta ser el etanol a
concentraciones inferiores al 2% en el medio final.

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

Incubación y análisis de actividad.

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

Una vez teñido y seco, se solubiliza el contenido de cada pocillo
añadiendo 200 ia1 de una solución de hidróxido sódico 0,1N.

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

A partir de la lectura espectrofotométrica de las absorbancias de
problemas y controles se calculan los siguientes parámetros para cada
producto y concentración:

Indice de crecimiento = Absorbacia problema 1 Absorbancia control

Porcentaje de reducción = 100 - <IC x 100).

(Equivalente a la Actividad chocida del modelo anterior, por lo que será designado de esta
manera en las tablas de resultados).

6.2.2. VALORACION INMUNOENZIMATICA (ELISA> DE CELULAS INFECTA-
DAS CON AMASTIGOTES.

Básicamente se pretende reemplazar el recuento microscópico de
células infectadas por un método inmunoenzimático que agilice el proceso.

Obtención de sueros:

Con tal finalidad se inmunizaron conejos con antígeno de 71 cruz¡ para
la obtención de suero que será aplicado a la determinación cuantitativa de los
parásitos que sobreviven al tratamiento in vitro con los productos objeto de
ensayo.

El antígeno empleado para esta inmunización procede de cultivos
axénicos de epimastigotes en medio LIT, y para su obtención se centrifugan
estos cultivos a 2.200 rpm durante 10 minutos a 40C y se lavan tres veces en
PBS. Una vez efectuados los lavados, se resuspende en PBS a la concentra-
ción de ío~ epimastigotes/mí. A continuación, mediante congelaciones y
descongelaciones sucesivas, se rompen los parásitos y se conserva finalmente
la suspensión en congelador a -200C.

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

V inyección: Antígeno + Adyuvante completo
2 inyección: 30 días después

Antígeno + Adyuvante incompleto
38 inyección: 30 días después

Antígeno + Adyuvante incompleto

Después del último inóculo se espera una semana antes del sangrado
para la obtención del suero, que posteriormente será titulado mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y conservado a -200C.

Protocola de IFI con epimastigotes para titulación de sueros.

La titulación se realiza mediante IFI empleando como antígeno
epimastigotes procedentes de cultivo, según indica el siguiente proceso:

Preparación de antígeno para IFI:

- Centrifugar cultivo de epimastigotes en LIT a 2.200 rpm durante 10’ a 40C.
- Centrifugar y lavar con PBS tres veces más.
- Resuspender en PBS a la proporción 108 microorganismos/ml PBS.
- Conservación: Añadir a la suspensión anterior un 1% de formol, o bien
congelar directamente (-200C) sin formolar.

Realización de la prueba:

- Diluir la suspensión de antígeno con PBS hasta que aparezcan pocas formas
parasitarias (aprox. 10> por campo microscópico (40x>. (Si la muestra había
sido formolada, es necesario centrifugar para eliminar el formol antes de
resuspender>.
- Madir 10 pl del antígeno diluido en todos los pocillos del porta. (Los portas
con el antígeno añadido también pueden conservarse congelados a -200C>.
- Secar al aire.
- Añadir el suero problema partiendo de una dilución 1/10 y posteriores 1/2.
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- Incubar 30’- 1 hora, a 370C en cámara húmeda.
- Lavar dos veces <5-10’) en PBS.
- Añadir 10 ial/pocillo de conjugado marcado con fluoresceína (diluido en PBS)
y con azul de Evans (50 1211 5 mi>.
- Incubar 30’- 1 hora, a 370C en cámara húmeda.
- Lavar dos veces en (5-109 en PBS.
- Enjuagar con agua destilada.
- Secar, montar con Fluoprep (glicerina> y titular en mictoscopio con luz
ultravioleta.

Preparación de los cultivos celulares infectados.

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

Los cultivos previos de células Vero son despegados coh PBS-EDTA
según se describe en el apartado 6.1.2. Se realiza control de células viables
mediante tinción con azul tripan y se ajusta su concentración en el medio de
cultivo. Al mismo tiempo, se realiza el recuento de formas tripomastigote
metacíclicas en el cultivo de tripanosomas, y se mezcla la suspensión de
células y parásitos en proporciones adecuadas para sembrar entre 2000 y
5000 células viables junto con formas tripomastigotes en la proporción 1:10,
en un volumen de 200 ¡al de medio sin suero bovino fetal, volumen que se
añadirá a cada pocillo.

Se incuban células y tripanosomas en contacto durante 24 horas a 370C
en atmósfera con un 5% de CO

2, periodo durante el cual las células Vero se
adhieren al fondo y son invadidas. Transcurridas estas 24 horas, se retira el
medio con los tripanosomas que no han infectado y se repone medio fresco
con suero.

Como ya ha sido indicado, el tiempo medio de replicación de amastigo-
tes es de unas nueve horas. La primera infección celular y aparición de nuevos
tripomastigotes se completa en 6-7 días. Las determinaciones inmunoenzimá-
ticas sobre células infectadas presentan evidentes diferencias a las 48 horas
post infección con respecto a las no infectadas.
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Adición de fármacos:

En este caso no es posible el empleo de dimetil sulfóxido por las
mismas razones que indicamos en el apartado 6.2.1. Por ello, los productos se
disolvieron previamente en pequeños volúmenes de DMSO (con lo que se
obtiene su esterilización> y posteriores diluciones se realizaron con PBS
estéril. En caso de aparecer problemas de solubilidad o preáipitación, se
empleará como vehículo alguno alternativo de menor toxicidad como puede ser
el etanol.

A las 24 horas post infección se añade cada fármaco a la concentración
determinada para el ensayo en cada pocillo con una micropipeta (por
sextuplicado), obteniendo siempre menos del 0,2% de DM80 en el medio. De
esta forma, el medicamento actúa sobre la replicación de los amastigotes
intracelulares.

Revelado, análisis de actividad y expresión de resultados.

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

1. Retirar el medio de las placas y lavar tres veces con PBS (pH 7,2 >- Tween
20 (0,05%>.

2. Fijar con 250 ¡al/pocillo de metanol. Lavar tres veces.
3. Postapizado de las placas:

- Añadir 250 ¡al/pocillo de BSA (solución albúmina bovina) al 0,1% en
PBS.

- Incubar 1 hora a 370C.
- Lavar tres veces.

4. Añadir 100 ~alde suero <dilución según título> a todos los pocillos.
- Incubar 2 horas a 370C.
- Lavar tres veces.

5. Añadir 100 ~.Jlde conjugado <1/1500-1/3000) a cada pocillo.
- Incubar 1 hora a 370C.
- Lavar tres veces.

6. Añadir 100 ~aldel sustrato.
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- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. ¡
7. Añadir 50 ¡al de la solución de frenado.
8. Leer en espectrofotómetro a 490 nm.

Reactivos:

- Suero: Titulado mediante FI y diluido según título en PBS (pl4
BSA + 0,05% Tween 20.

- Conjugado: Anticuerpo anticonejo marcado con peroxidasa diluido en PBS
(pH7,2> .0,1% BSA • 0,05% Tween 20.

- Sustrato enzimático <solución reveladora>:
10 ¡al tampón citrato-fosfato pH 5
4,8 ¡ag ortofenil diamina <OPO>
4,8 pl H

202
Esta solución se prepara en el momento y en ausencia de luz.

- Solución de frenado: Acido sulfúrico 3N.

7,2> + 0,1%

Se realiza lectura de absorbancias en espectrofotómetro a 490 nm y se
anotan las medias de los valores de los pocillos con producto, fármacos de
referencia y controles.

Se determinan los índices de infección respecto a los controles (índice
de infección del control = 1>.

índice de infección = <Abs problema> / <Abs conFa.)

6.2,3. ENSAYO COLORIMETRICO DE CITOTOXICIDAD <MICROENSAYO>.

El establecimiento de la toxicidad de las moléculas que superan el
cribado se realiza a través de una modificación del método descrito en el
apartado 6.1.3. Consiste en el empleo de placas de microensayo de 96 pocillos
y la sustitución del colorante azul de metileno por eosina, utilizando el mismo
espectrofotómetro y filtro que en la prueba de actividad sobre epimastigotes.

En las placas de microensayo de 96 pocillos se siembran las células
(despegadas y controlada su viabilidad según se indica en el apartado 6.1.2)
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a razón de 30.000-50.000 células/pocillo, incubando posteriormente a 310C en
atmósfera con 5% de CO

2 durante 4-6 horas, que es el tiempo necesario para
su adhesián al fondo.

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

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

- Secar al aire.
- Fijar con 200 ial/pocillo de metanol durante 5 minutos.
- Teñir con eosina acuosa al 5% durante 30 minutos.
- Lavar varias veces por inmersión de la placa en agua destilada.
- Escurrir y secar al aire.
- Guardar secas hasta procesar para colorimetría.

Colorimetría:

- Solubilizar las células teñidas de cada pocillo con hidróxido sádico
0,1N (200 pl/pocillo>.

- Leer absorbancias en espectrofotómetro a 490 nm.

Los porcentajes de citotoxicidad se determinan de la siguienté manera:

Absorbancia control - Absorbancia problema
— —--—-----—-----—----- X 100

Absorbancia control

Así mismo, igual que en el apanado 6.1.3, se definen la DC SOy las
concentraciones citotóxicas.
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7. OTRAS TECNICAS.

7.1. EXTRACCION Y VALORACIÓN DE PROTEíNAS.

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

Se hicieron crecer cultivos de epimastigotes en frascos de 80 ml según
se describe en el apartado 5.1, y en el momento de máximo crecimiento (aprox.
2x107/ml> se procedió a su recolección centrifugando a 2.200 rpm durante 10
minutos a 40C realizando una serie de lavados sucesivos con PBS y resuspen-
diendo el botón en un volúmen final de 1 ml de un tampón constituido de la
siguiente manera:

-TrisClH iN
-SOS 1-2%

pH 5,5

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

Finalmente, la muestra es sometida a centrifugación durante 15 minutos
a 40C y 13.000 rpm, y una vez transcurrida ésta se procede a recuperar el
sobrenadante, que será sometido a valoración y congelado inmediatamente a
-200C para su conservación hasta el momento de su uso.

Valoración de proteinas.

La valoración de la cantidad de proteína obtenida tras el proceso de
extracción se realiza mediante la técnica de Bradford <1976). Para ello es
necesaria la elaboración de una curva de calibrado realizada con concentra-
ciones controladas y crecientes de albúmina, diluidas en PBS más ácido
fosfórico y metanol y leidas en espectrofotómetro a 595 nm.
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La muestra problema se diluye de la misma manera en las concentra-
ciones adecuadas y los valores que resulten de su lectura espectrofotométrica
serán confrontados con la curva patrón, obteniéndose la concentración en
pg/~al de proteína obtenida en cada caso.

7.2. ELECTROFORESIS SOS-PAGE DE PROTEíNAS TOTALES.

Las muestras resultantes de la extracción de proteínas son sometidas
a electroforésis en geles de acrilamida-bisacrilamida en gradiente 5-20% cuya
composición se detalla en el apartado 3.

Para realizar la separación por electroforesis, una cantidad de 20 ¡ag de
muestra, disuelta en tampón con azul bromofenol, es reducida mediante
calentamiento durante 5-10 minutos en baño de agua hirviendo, en presencia
de ~3mercaptoetanol.

Un vez realizada la separación, los geles son teñidos con azul
Coomasie pudiendo ser posteriormente eliminado el exceso de colorante con
una mezcla de metanol y acético en agua destilada, según se indica en el
apartado 3. Los geles, una vez teñidos, son secados (en un secador de geles
Gel Dryer 583, BIO-RAD> para su conservación indefinida.

7.3. EXTRACCION Y VALORACION DE ADN.

Para la extracción de ADN, todas las cepas fueron cultivadas en medio
LIT durante 7-9 días (hasta la mitad de la fase de crecimiento logarítmico> en
frascos de 80 ml a 28~C. Los cultivos fueron centrifugados a 2.200 rpm durante
10 minutos a 40C y lavados tres veces en PBS a pH 7.4 por sucesivas
centrifugaciones. El botón resultante es resuspendido en cinco volúmenes de
un tampón de extracción constituido de la siguiente manera:

Tris-CIH 50 mM
EDTA 5OmM
CINa 100 mM
SOS 0,5%

pH 7.6
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Cada muestra se incuba junto con 20 pg/ml de Proteinasa K durante dos
horas a 550C. A continuación se realizan das extracciones can la mezcla
fenol:cloroformo:isoamil-alcohol en las proporciones 25:24:1 centrifugando a
3.000 rpm durante 5 minutos a 40C. Tras concluir las extracciones se procede
a precipitar los ácidos nucleicos añadiendo a cada muestra 0,1 volúmenes de
acetato sódico 3M y 2 volúmenes de etanol absoluto a -200C.

Una vez precipitado el ADN se centrifuga durante 15 minutos a 13.000
rpm y se recupera el botón, que vuelve a ser resuspendido en etanol al 70%
a -200C. Se vuelve a centrifugar, eliminando el sobrenadante y dejando secar
al aire los restos de etanol para finalmente suspender el ADN obtenido en 100
ial de TE <Tris-EDTA, apartado 3>.

Valoración de ADN.

La concentración de ADN en solución se estima en espectrofotómetro
a 260 nm, sabiendo que 1 unidad de densidad óptica de ADN de doble cadena
equivale a 50 pglml.

Para valorar se disuelven 5 ial de ADN con 995 ¡al de TE y se efectúa la
lectura espectrofotométrica a 260 y 280 nm. La relación de pureza se obtiene
mediante el cociente de las lecturas a 260 y a 280 nm. Dicha relación debe ser
mayor de 1,8 (A

2~ / A~ > 1,8). En caso contrario, será necesario repetir la
extracción protéica con fenol-cloroformo.

El ADN resultante es almacenado a -20
0C hasta su utilización.

7.4. AMPLIFICACION AP-PCR.

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

Cada reacción de amplificación se hace en un volumen final de 10 pl
conteniendo 0,5 unidades <0,1 pl de 5 u/¡al) de Replitherm DNA Polimerasa
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(Epicentre Technologies>; 1,7 ia1 de una solución 2,5 mM de cada dNTP; 1,2
ial de tampón Tris-CIH 200 mM (pH 8.3), CIK 1 M, 0,1% Tween 20 y 0,1% NP-40
con 1,44

1.fl de CI2Mg 25 mM en 3,23 ial de agua destilada, junto con 1,33 ial de
iniciador y 1 Ial <0,01 ~g)de ADN molde para cada una de las muestras con
cada uno de los iniciadores correspondientes.

Los iniciadores, 81: CTTTCGCTCC; 82: CTGCTGGGAÓ y Z3:CAG-
CACCGCA <de Operan Technologies>, fueron seleccionados de forma
arbitraria.

La mezcla de reacción es completada con 20 pl de aceite mineral y
sometida en un termociclador <Genetic Thermal Cycler GTC-2, Precisian
Scientific) al siguiente protocolo de amplificación: en primer lugar, una
desnaturalización inicial a 95

0C durante 5’, seguida de dos ciclos de 300C
durante 2’ para la hibridación; 720C durante 1’ para elongación y 950C durante
30” para desnaturalizar, y a continuación 33 ciclos iguales a los anteriores
salvo la primera fase (hibridación) que se hace a 400C. En el ciclo final, la
elongación es de 5’ <Steindel y col., 1993>.

7.5. ELECTROFORESIS DE ADN AMPLIFICADO.

Finalizada la amplificación, a cada muestra resultante le fueron
añadidos 4 ~alde tampón de muestra con azul de bromofenol, y volúmenes de
5 ~lde la mezcla fueron posteriormente sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 4%, cuya composición se detalla en el apartado 3.

Una vez realizada la separación por electroforesis, los geles fueron
fUados con una solución de etanol 10% y ácido acético 0,5% durante un
mínimo de 5 minutos y teñidos durante 10-20 minutos con nitrato de plata 0,2%
para, tras lavar dos veces durante 5 y 30 segundos respectivamente, revelar
finalmente con hidróxido sódico y formaldehído hasta la aparición de bandas.

Los geles, una vez teñidos, se dejan secar a temperatura ambiente <24
horas> para su conservación indefinida.
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8. TRATAMIENTO ESTADíSTICO.

Las pruebas estadísticas aplicadas en este trabajo están encaminadas
a la validación de los estudios de variabilidad y a la búsqueda de posibles
relaciones y diferencias entre las cepas estudiadas. Con este fin, y para el
proceso y tratamiento de los datos obtenidos mediante dichas pruebas, se ha
utilizado la versión 6.1 del programa informático NTSYS <Applied Biostatistics
Inc., Setauket, NY). Este programa nos permitirá establecer posibles
agrupamientos entre cepas en función de las similitudes y diferencias
observadas, o bien nos delatará comportamientos independientes que
desechen cualquier tipo de relación.

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

El fundamento de estos parámetros y su desarrollo se comentará más
detalladamente, durante su aplicación sobre los datos a procesar, en el
apartado 1.3 de “resultados”.
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RESULTADOS

IV. EXPERIENCIAS REALIZADAS Y RESULTADOS.

1. ESTUDIOS DE VARIABILIDAD ENTRE CEPAS.

1.1. PRUEBAS BIOLOGICAS.

1.1.1. CURVAS DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES EN LIT.

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

La procedencia del material biológico es en todos los casos la misma
y cumpliendo las mismas condiciones. Se parte de sangre obtenida por
punción cardíaca de ratones infectados experimentalmente. Esta sangre
infectada con formas tripomastigotes es sembrada en tubos que contienen
medio LIT y que son incubados a 280C. Una vez producida la transformación
y crecimiento de epimastigotes en estos hemocultivos originales, se realizan
subcultivos en medio fresco dándose dos pases en medio LIT antes de la
siembra que dé comienzo al desarrollo de las curvas de crecimiento. Se parte
de 500.000 epimastigotes ¡ ml en tubos con 5 ml de medio, formas
procedentes de los cultivos en las condiciones citadas anteriormente, cuando
ya se hallan en fase estacionaria.

Una vez realizada la siembra se procederá a hacer recuentos periódicos
(cada 2-3 días) en cámara de Neubauer, utilizando tintura de yodo para fijar
y dar contraste a los parásitos. Los recuentos se prolongan durante
aproximadamente un mes, realizándose el contaje de al menos tres tubos por
cepa para hacer la media entre los mismos.

Los resultados finales obtenidos para cada una de las cepas son los
que se detallan a continuación (tabla 3>, y aparecen representados en las
gráficas 1 a 6.
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Tabla 3. CURVAS DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTES EN MEDIO LII

CEPAS

Día Bolivia RAL GM

500.000
1.657.500
3.812.500

12.600.000
21.900.000
27.300.000
21.950.000
19.600.000
20.350.000
19.900.000

500.000
632.500

2.700.000
13.800.000
15.800.000
20.850.000
14.900.000
11.550.000
9.650.000

10.160.000

500.000
2.025.000
6.375.000

14.150.000
16.950.000
19.450.000
20.300.000
22.500.000
18.900.000
16.850.000

CEPAS

Día MC Y Tulahuén

500.000
750.000

3.950.000
1 8.650.0Ó0
23.900.000
21.110.000
16.400.000
14.600.000
13.300.000
14.700.000

500.000
766.250

4.100.000
12.050.000
22.950.000
26.450.000
17.650.000
17.550.000
14.800.000
16.200.000

500.000
1.840.000
3.600.000

11.000.000
14.825.000
24.375.000
18.100.000
16.550.000
18.200.000
17.900.000

Se muestra el número de tripanosomas /ml a lo largo de los días de
seguimiento del cultivo (hasta que este se estabiliza).

o
2
4
7
9

14
16
18
22

o
2
4
7
9

11
14
16
18
22
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1,1.2. METACICLOGENESIS.

Para evaluar la capacidad de transformación que presentan las distintas
cepas, se utilizó un medio de cultivo diseñado a partir de componentes
presentes en los insectos con el fin de producir formas tripomastigote
metacíclicas; se trata del medio Grace ya descrito en el capítulo de Material y
Métodos.

Partimos de cultivos axénicos de epimastigotes en medio LIT ya en fase
estacionaria. Se recogen las formas vivas, suspendidas en el sobrenadante,
mediante centrifugación y tras varios lavados se realiza recuento en
hemocitómetro y se siembran 9 x 106 epimastigotes/mí en tubos con 5 ml de
medio Grace, que pasan a incubarse en estufa a 280C.

A continuación, durante el siguiente mes y con una periodicidad de 2-3
días, se determinó el número total de flagelados mediante recuento en
hemocitómetro y la proporción de las distintas formas presentes en el cultivo,
mediante análisis de muestras de éstos teñidas con Giemsa.

1.1.2.1. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION.

En este caso, consideramos el número total de formas tripomastigote
metacíclicas que aparecen en los cultivos a lo largo de los días de seguimiento
de la experiencia <hasta que este número se estabiliza y empieza a decrecer)
y su relación con el número total de flagelados que aparecen en los mismos.
Estos valores numéricos se muestran en las tablas 4, 5, 6, 7 y 8 y aparecen
representados en las gráficas 7,8,9,10 y 11.
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Tabla 4. CAPACIDAD DE TRANSFORMACIÓN. CEPA BOLIVIA.

Días N total flagelados N0 total formas metacíclicas Wc metacíclicos

0 9.000.000
2 11.575.000 463.000 4
4 20.550.000 2.157.750 10.5
1 18.900.000 5.197.500 27.5
9 17.900.000 5.907.000 33

II 16.500.000 4.661.250 28.25
14 14.500.000 3.915.000 27
16 13.700.000 3.801.750 21.75

Tabla 5. CAPACIDAD DE TRANSFORMACIÓN. CEPA RAL.

Días N0 total flagelados N0 total formas metacíclicas % metacíclicos

0 9.000.000
2 11.900.000 238.000 2
4 14.900.000 782.500 5.25
7 14.800.000 1.295.000 8.75
9 24.400.000 3.050.000 12.5

11 27.500.000 3.781.250 13.75
14 30.700.000 3.530.500 11.5
16 29.200.000 3.723.000 12.75
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Tabla 6. CAPACIDAD DE TRANSFORMACIÓN. CEPA GM.

Días N0 total flagelados N0 total formas metacíclicas % metacíclicos

0 9.000.000
2 12.950.000 2.298.625 17.75
4 25.550.000 5.940.375 23.25
7 33.750.000 11.812.500 35
9 26.300.000 10.520.000 40

11 29.500.000 13.717.500 46.5
14 32.900.000 12.008.500 36.5
16 22.900.000 11.049.250 48.25

Tabla 7. CAPACIDAD DE TRANSFORMACION. CEPA MC.

Días N0 total flagelados N0 total formas metacíclicas % metacíclicos

0 9.000.000
2 11.400.000 199.000 1.75
4 17.300.000 432.000 2.5
7 34.000.000 1.190.000 3.5
9 29.700.000 1.856.000 6.25

11 29.500.000 1.770.000 6
14 31.400.000 2.590.000 8.25
16 26.800.000 2.010.000 7.5
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1.1.2.2. ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE TIPOS MORFOLOGICOS EN
MEDIO GRACE.

En este caso, utilizando los mismos cultivos de la experiencia anterior,
nos centramos únicamente en el porcentaje de los distintos tipos morfológicos
que aparecen en los cultivos de cada cepa a lo largo de ¡ los días de
seguimiento de la experiencia, hasta que estas proporciones se estabilizan.
Los resultados obtenidos son los que se muestran en la tabla 9 y aparecen
representados en las gráficas 12 a 16.

Tabla 9. PORCENTAJES DE LAS DISTINTAS FORMAS EN CULTIVO.

BolMa RAL

EPI INT MET EPI INT MET

2 92.5 3.5 4 87.25 10.75 2
4 75 14.5 10.5 79.25 15.5 8.75
7 55 17.5 27.5 72.75 18.5 8.75
9 53.75 13.25 33 60.5 27 12.5

11 57.75 14 28.25 67.25 19 13.75
14 62 11 27 74 14.5 11.5
16 60.25 12 27.75 73.5 13.75 12.75

Dra

GM Mc

EPI INT MET EPI INI MET

2 71.5 10.75 17.75 88 10.25 1.75
4 69.25 7.5 23.25 89.75 7.75 2.5
7 51.5 13.5 35 85.75 10.75 3.5
9 43.75 1625 40 75.5 18.25 6.25

11 44 9.5 46.5 77.25 16.75 6
14 49 14.5 36.5 76 15.75 8.25
16 41.25 10.5 4825 8725 12.75 7.5

Y

Día EPI INI MET

2 83 13.5 3.5
4 84.25 11 4.75
7 78.75 15 6.25
9 63.5 22.5 14
11 6615 21.2 11.5
14 76.25 13.25 10.5
16 79 10 11

EPÍ: Epimasúgotes. ¡NT: Formas intermedias. MET: Tripomastigotes metacíclicos.
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION
CEPA BOLIVIA.

Tabla 10. FIBROBLASTOS. Línea Vero

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

Número de amastigotes por célula

<5 5’X’50 >50 X

100%
96,5%

75,7%
47,1%

8,8%
389%

35%
24,3%
47,1 %
61,8%
13,9%

5,8%

1,5
1,8
43

118
294% 43 3

82,5472%

MACROFAGOS. Línea J774.

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

Número de amastigotes por célula

<5 5’X’50 >50 X

100%
79,5%
64,9%
35,3%
29,4%
30%

13
20,5%
35,1%

35
52

64,7%
52,9%
55%

98
17,7% 206
15% 154

CELULAR.

Días p.i.

1
2
3
4
5
6

Tabla 11.

Días p.i.

1
2
3
4
5
6
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.
CEPA RAL

Tabla 12. FIBROBLASTOS. Línea Vero

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 16,4%

Número de amastigotes por célula

<5 5cX<50 >50 X

100%

95,4%
75%
34,8%
13,8%
61,5%

12
45%

25%
65,2%

21
35
71

86,2%
7,7%

122
308% 60 8

MACROFAGOS. Línea J774.

Porcentaje de células infectadas 24 horas pi.: 26.2%

Número de amastigotes por célula

<5 5<X<50 ‘50 X

100%
93,7%
75%
68,7%
64,7%
31,8%

14
6,3% 19

3,525%
3 1,3%
35,3%
54,5%

3.3
4,6

13,6% 159

Días p.i.

1
2
3
4
5
6

Tabla 13.

Días p.i.

1
2
3
4
5
6
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION
CEPA GM.

Tabla 14. FIBROBLASTOS. Línea Vero

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 28,6%

Número de amastigotes por célula

<5 5<X<50 >50 X

100%
97,1%
77,1%
31,4%
12,5%
35,3%

2,9%
22,9%
62,9%
65,6%
17,6%

1,3
1,5
4,6

11,7
32,1
70,1

5,7%
21,9%
47,1 %

MACROFAGOS. Línea J774.

Porcentaje de células infectadas 24 horas pi.: 44,1%

Número de amastigotes por célula

<5 5<X’50 ‘50 X

83,5%
82,9%
51,4%
31,4%
10%
34,4%

16,4%
17,1%
48,6%
68,6%
90%
54.5%

2,6
3,5
5,2
7,9

13,4
12,79 1%

CELULAR.

Días p.i.

1
2
3
4
5
6

Tabla 15.

Días p.i.

1
2
3
4
5
6

106





RESULTACOS

CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.
CEPA MC.

Tabla 16. FIBROBLASTOS. Línea Vero

Porcentaje de células infectadas 24 horas p.i.: 15%

Número de amastigotes por célula

<5 5<X’50 >50 X

9,4%
64,6%
73,3%
55,5%
11,8%

3,4%
16,7%
35,3%

1,4
1,9
6,6
6,9

25,1
28,4

MACROFAGOS. Línea J774.

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

Número de amastigotes por célula

‘5 5’cX”50 >50 X

100%
100%
47,1%
40%
25%
33,3%

14

52.9%
60%
62,5%
53,4%

1,9
6,6
6,9

25,1
28,4

12,5%
9,1 %

Días p.i.

1
2
3
4
5
6

100%
90,6%
34,4%
23,3%
27,8%
52,9%

Tabla 17.

Días pi.

1
2
3
4
5
6
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CAPACIDAD DE INVASION Y DINAMICA DE LA INFECCION CELULAR.
CEPA Y.

FIBROBLASTOS. Línea Vero

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

Número de amastigotes por célula

Días p.i.

1

<5 5’X’50 >50 X

100%
100%
71,4%
40%

4,5%
55,6%

28,6%
60%
77 ¡3%
12,2%

18,2%
32,2%

MACROFAGOS. Línea J774.

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

Número de amastigotes por célula

<5 5<X<50 >50 X

100% 12
100%
73,1%
556%

34,5%
37,5%

17
4,126,9%

44,4%
65,5%
54,2%

49
9

8 3% 20,5

Tabla 18.

2
3
4
5
6

13
1,7
4,2
6,8

25,3

Tabla 19.

40

Días p.i.

1
2
3
4
5
6
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1.1.4. SENSIBILIDAD A LOS FARMACOS DE REFERENCIA DE LAS
DISTINTAS CEPAS.

Para averiguar si existen diferencias en la sensibilidad que presentan
las cepas sometidas a estudio frente a los fármacos utilizados como referencia,
se empleó la técnica de cribado contra epimastigotes descrita en el apartado
6.1.1 del capitulo de material y métodos.

Fueron ensayadas 5 concentraciones de cada producto; desde 100
~ag/mly posteriores diluciones 1/10 hasta 0,01 ~ag/ml.Los resultados se
expresan en forma de porcentaje de crecimiento y porcentaje de reducción, ya
que lo que se pretende es detectar diferencias entre las cepas en su
crecimiento en presencia de los fármacos.
Estos resultados aparecen reflejados, para cada cepa, en las tablas 20 a 37.

1.1.4.1. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX.

Tabla 20. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA BOLIVIA.

Conc. ua/ml Crec. x 1000
Control 1950

Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.
2.74

100 37.5 0.05 0 98.18
10 175 0.25 0 90.88
1 1612.5 2.26 82.48 0
0.1 1825 2.56 93.43 0
0.01 1950 2.74 100 0

Tabla 21. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA RAL.

Conc. ua/ml Crec. x 1000
Control 5600

índice de crec. %Crecimiento
2.80

%Reduc.

100 0 0 0 100
10 975 0.49 0 82.5
1 4600 2.30 62.14 0
0.1 5800 2.90 103.57 0
0.01 6650 3.32 118.57 0
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Tabla 22. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA GM.

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

Control 2100 2.56

%Reduc.

100 41 0.05 0 98.05

10 220 0.27 0 89.45

1 1700 2.07 80.86 0

0.1 1925 2.35 91.79 0

0.01 2100 2.56 100 0

Tabla 23. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOXDE LA CEPAMC.

Conc. ua/mI Crec. x 1000 Indice de crec. %Crecimiento

Control 11875 5.65

%Reduc.

100 100 0.05 0 99.12

10 1425 0.68 0 87.96

1 10352 4.93 87.26 0

0.1 10900 5.19 91.86 0

0.01 12275 5.84 103.36 0
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Tabla 24. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA Y.

Conc. uo/ml Crec. x 1000 Indice de crec.

Control 4500 1.98

%Crecimiento %Reduc.

100 0 0 0 100

10 325 0.14 0 92.93

1 2625 1.15 5&08 O

0.1 3700 1.63 82.32 0

0.01 4350 1.91 96.46 0

Tabla 25. SENSIBILIDAD A NIFURTIMOX DE LA CEPA TULAHUEN.

Conc. tao/ml Crec. x 1000 Indice de crec.

Control 2350 1.57

%Crecimiento ¡ %Reduc.

100 50 0.03 0 98.09

10 100 0.06 0 96.18

1 1750 1.17 74.52 0

0.1 2375 1.58 100.64 0

0.01 2200 1.47 93.63 0
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1.1.4.2. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL.

Tabla 26. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA BOLIVIA.

Conc. ua/mI Crec. x 1000 Indice de crec. %Crecimiento %Reduc.

Control 2050 2.88

100 312.5 0.44 0 84.72

10 1250 1.75 60.74 0

1 1587.5 2.23 77.43 0

0.1 1725 2.42 84.03 0

0.01 1875 2.63 91.32 0

Tabla 27. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA RAL.

Conc. ua/ml Crec. x 1000 índice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 6150 3.07

100 0 0 0 100.

10 3875 1.94 63.19 0

1 6225 3.11 101.30 0

0.1 7400 3.70 120.52 0

0.01 6900 3.45 112.38 0
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Tabla 28. SENSIBILIDAD A

Conc. ua/ml

Control

100

10

1

0.1

0.01

Crec. x 1000

2300

420

1500

1725

1975

2200

BENZONIDAZOL DE LA CEPA GM.

Indice de crec

.

2.80

0.51

1.83

2.10

2.40

2.68

% Crecimiento % Reduc

.

o

65.36

75

85.71 ¡

95.71

81.78

o

o

o

o

Tabla 29. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA MC.

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

Control 11250 5.36

100 325 0.15 0 97.20

10 4750 2.26 42.16 0

1 7925 3.77 70.34 0

0.1 9675 4.61 80.01 0

0.01 10650 5.07 94.59 0
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Tabla 30. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOL DE LA CEPA Y.

Conc. uolml Crec. x 1000 índice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 4050 1.78

100 0 0 0 100

10 2100 0.92 0 48.31

1 3600 1.58 88.76 0

0.1 4950 2.18 122.47 0

0.01 4875 2.14 120.22 0

Tabla 31. SENSIBILIDAD A BENZONIDAZOLDE LA CEPATULAHUEN.

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

Control 2200 1.47

100 50 0.03 0 97.96

10 550 0.36 0 75.51

1 1625 1.08 73.47 0

0.1 2062.5 1.37 93.19 0

0.01 3050 2.03 138.09 0
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1.1.4.3. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA.u
Tabla 32. SENSIBILIDAD A VIOLETA DE GENCIANA DE LA CEPA BOLIVIA.u Conc. uo/ml Crec. x 1000 índice de crec. % Crecimiento % Reduc

.

u Control 2225 3.12

¡ 100 0 0 0 100

u 10 625 0.88 0 71.79u 1 900 1.26 40.38 0

0.1 2162.5 3.04 97.44 0

u 0.01 2262.5 3.17 101.6 0

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

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

.

u Control 7400 3.70
100 0 0 0 100u 10 1825 0.91 0 75.41

u 1 2400 1.20 32.43 0

u 0.1 3975 1.99 53.78 0

u 0.01 6450 3.22 87.03 0

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

Cona. uolml Crea. x 1000 Indice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 2450 2.99

100 0 0 0 100

10 810 0.98 0 67.22

1 980 1.19 39.79 0

0.1 2260 2.76 92.30 0

0.01 2500 3.05 102.01 0

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

Conc. mao/ml Crec. x 1000 índice de crec. % Crecimiento % Reduc.

Control 9625 4.58

100 0 0 0 100

10 1125 0.54 0 ¡ 88.21

1 3075 1.46 31.88 0

0.1 5450 2.60 56.77 0

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

Conc. ua/ml

Control

100

Crec. x 1000

4150

o

10

1

0.1

0.01

725

1000

2950

3600

Indice de crec

.

% Crec. % Reducción

1.82

o

0.32

0.44

1.30

1.58

o

o

100

82.42

o 75.82

71.43 o

86.81 o

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

Conc. mao/ml Creo. x 1000

Control 2200

Indice de creo. % Crecimiento % Reduc.

1.47

100 0 0 0 100

10 537.5 0.36 0 75.51

1 850 0.57 0 61.22

0.1 1525 1.02 69.39 0

0.01 2450 1.63 110.88 0
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1.2. PRUEBAS BIOQUíMICAS.

1.2.1. COMPARACION DE PATRONES PROTEICOS.

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

Además de las muestras de T cruz¿ se procesó otra de Le¡shmania
¡nfantum en las mismas condiciones para tener constancia de las posibles
diferencias interespecíficas.

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en la figuta XVI y, más
elaborados, en el apartado 1.3 dedicado al tratamiento estadístico.

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

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

Para disponer de algún patrón de referencia, muestras de organismos
distintos aunque cercanos a Trypanosoma (Le¡shmania ¡nfantum>, y sin
aparente proximidad (Trichinel/a sp/ra/ls>, fueron sometidas a los mismos
ensayos siguiendo los protocolos descritos en los apartados 7.3, 7.4 y 7.5 de
Material y Métodos.

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en las figuras XVII, XVIII
y XIX y, más elaborados, en el apartado 1.3 dedicado al tratamiento
estadístico.

122











RESULTADOS

1.3. TRATAMIENTO ESTADíSTICO DE LAS PRUEBAS DE VARIABILIDAD.

Las resultados de las pruebas de variabilidad, tanto biológicas como
bioquímicas, fueran sometidos a un proceso de tratamiento de datas, para lo
que se empleó como herramienta el programa informático NTSYS versión 1.6
(Applied Biostatistics Inc., Setauket, NY). La finalidad es determinar si las
similitudes y diferencias demostradas en las experiencias presentan una
correlación que permita el establecimiento de agrupamientos entre cepas, o
bien si cada una responde a patrones independientes o también que las
diferencias se deban únicamente a factores de naturaleza aleatoria.

En primer lugar, es necesario interpretar las datas referentes a los
distintos caracteres can el fin de establecer los criterios oportunos para poder
asignarles valores de 06 1, con los que elaborar las correspondientes matrices
de similitud-disimilitud.

Para el procesamiento de estas matrices se utilizó el Coeficiente de
Similitud Simple SM (Simple Matctiing Coefficient; Sneath y Sokal, 1973), que
es uno de los coeficientes más sencillos y más antiguos. Fué introducido en
la taxonomía numérica por Sokal y Michener en 1958, y desde entonces se
viene utilizando can asiduidad. Responde a la fórmula SM = mlm.u = mm,
donde m representa los caracteres concordantes o concordancias, u los
caracteres discordantes o discordancias, y n el número total de caracteres
considerados, siendo mit n.

Una vez construidas las matrices diagonales intermedias, se procede
al tratamiento de agrupamiento según el Método Sencillo de Emparejamiento
Utilizando Medias Aritméticas UPGMA <Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages; Sneath y Sokal, 1973). Probablemente se trata del
método de agrupamiento más frecuentemente utilizado. Su desarrollo se debe
a Sokal y Michener (1958), pero fué empleado por primera vez por Rohlf en
1963 en una clasificación de mosquitos. Según este método la similitud UIk

entre dos grupos cualquiera j y k, puede ser calculada como (IItÁtk) Y~k t3k;
siendo t1 y t~ unidades taxonómicas operativas (OTUs) o caracteres en estudio
pertenecientes a los grupos j y k.

Este procedimiento se utiliza hoy día de forma rutinaria en estudios de
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caracterización genética e isoenzimática, aplicados a parásitos en general
(Merenlender y col., 1987; Eckert y cal., 1993) y a protozoos, flagelados y
tripanosomátidos más concretamente (Pemin y cal., 1985; Steindel y col., 1993
y 1994).

Los agrupamientos resultantes de la aplicación de este tratamiento a
nuestras experiencias aparecen representadas en los árboles (dendrogramas)
que constituyen las figuras XX, XXI y XXII.

PRUEBAS BIOLOGICAS

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

1. Tasa de mortalidad:

2. Pico de parasitemia:

<100%-O
100% - 1

Baja parasitemia (10’/ml) — O
Alta parasitemia (>2x10’) — 1

3. Momento de máxima parasitemia:

4. Pico de crecimiento en medio LIT:

10,11,12 días—O
> 12 días — 1

<25x106 — O
25x106 — 1

5. Momento de máximo crecimiento en medio LIT: =11 días — O
>11 días —1

6. Porcentaje máximo de metacíclicos en Grace: =2x8,3—0
>2x8,3 — 1

(8,3valamlnbno>
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7. N0 total de metacíclicos al alcanzar el pico: s 10x10 — O
10x106 — 1

8. Momento del registro del mayor n0 de metacíclicos =11
>11

días - O
días — 1

9. Capacidad de infección en fibroblastos:
<% células infectadas 24 horas p.i.>

10. Capacidad de infección en macrófagos:
(% células infectadas 24 horas p.i.)

=17%-O
>17% - 1

s 17% - O
17% — 1

(=1/2%máx.-O)
(>112%máx. - 1)

(=1/2%máx.-O)
(>112%máx. — 1)

11. Duración del ciclo intracelular en fibroblastos:

12. Duración del ciclo intracelular en macrófagos:

13. Sensibilidad a nifurtimox:
(% reducción a 100 ~gIml)

14. Sensibilidad a nifurtimox:
(mínima concentracción con actividad citocida>

15. Sensibilidad a benzonidazol:
<% reducción a 100 vg/ml)

16. Sensibilidad a benzonidazol:
<mínima concentracción con actividad citocida)

c5 días-O
> 6 días — 1

6 días - O
> 6 días - 1

<100% - O
100% - 1

=lOwg/ml — O
1O~agIml — 1

<100-O
100- 1

=lOl.JgIml - O
> lOlJgIml — 1

17. Sensibilidad a violeta
(% reducción a 100 pglml)

18. Sensibilidad a violeta
(mínima concentracción con

de genciana:

de genciana:
actividad citocida)

<100% - O
100% — 1

=1~~gIml - O
1~agIml — 1
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Siguiendo dichos criterios, la matriz de datos queda constituida de la
siguiente manera.

Bol tAL GM MC Y Tul

o
1

1 0 1 1
1 1 0 -

1 0 0 - 0 1
4
6
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

1 0 0 0 1 0
o o 1 0 0 0
1 0 1 0 0 -

o o 1 0 0 -

o o 0 1 0 -

1 0 1 0 0 -

1 1 1 0 0 -

O O O O O -

o 1 0 0 0 -

o 1 0 0 1 0
O O O O O O
o 1 0 0 1 0
1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 0 0

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

Bol ML GM MC Y Tul

1.000
0.556 1.000
0.722 0.500 1.000
0.667 0.667 0.611 1.000
.0444 0.667 0.389 0.556 1.000
0.556 0.556 0.500 0.667 0.778 1.000

Bol
RAL
GM
MC
Y
Tul

1
2
3
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A partir de esta matriz, empleando el método UPGMA de agrupamiento,
se construye el árbol de distancias entre las distintas cepas (figura XX).

COMPARACION DE PATRONES PROTEICOS

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

Ausencia de banda — O
Presencia de banda - 1

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

Bol RAL CM MC Y Tul Le¡shman¡a

1 0 0 0 0 0 1 ‘1
2 0 0 0 0 0 1 1
3 1 1 1 1 1 0 1
4 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1 1
8 0 0 0 0 0 1
7 - - - - - - 1
8 - - - - - - 1
9 - - - - - - 1
10 1 1 1 1 1 1 0
11 0 0 0 0 0 0 1’.
12 1 1 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1
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Utilizando el coeficiente
diagonal intermedia.

MC Tul Y

Bol
RAL
GM
MC
Tul
Y
Lelshmanla

1.000
1.000
1.000
1.000
0.714
1.000
0.429

1.000
1.000
1.000
0.714
1.000
0.429

1.000
1.000
0.714

1.000
0.429

1.000
0.714
1.000
0.429

1.000
0.714
0.571

1.000
0.429 1.000

A partir de esta matriz, empleando el método UPGMA de agrupamiento,
se construye el árbol de distancias entre las distintas cepas (figura XXI).

COMPARACION DE PATRONES DE AMPLIFICACIÓN.

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

Ausencia de banda — O
Presencia de banda - 1

Siguiendo este criterio, se construye una única matriz de datos a partir
de los tres geles obtenidos con los tres iniciadores, ya que en los tres casos
(con cada iniciador) se procedió de la misma manera, con las mismas muestras
y obteniéndose resultados de la misma naturaleza. La matriz única queda
constituida del siguiente modo.

SM, se obtiene la correspondiente matriz

Bol RAL GM Le¡shman¡a
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Bol ML GM MC Li. tu.

000001
010110
111101
000010
111101
000011
000010
111111
111110
000001
111100
000001
000010
000001
111101
010101
010010
111101
010110
100000
000001
111100
000001
100000
100000
000001
001000
000001
000010
001000
010100
010000
000001
010100
101000
000001
111100
000001
111111
000001
111110
000001
000100
111000
101011

46 0 1 0
47 0 1 1
48 0 1 0
49 0 0 0
50 0 0 0
51 0 0 0
52 1 0 1
53 0 1 0
54 1 0 1
55 0 0 1
56 1 0 0
57 0 0 0
58 1 1 0
59 0 0 0
60 1 0 1
61 0 0 0

** 62 1 1 1
63 0 0 0
64 0 0 9
65 0 0 0
66 0 1 0
67 0 0 Q
68 0 0 0
69 0 0 0
70 0 1 0
71 0 1 0
72 0 0 0
73 0 1 0
74 0 0 0
75 0 0 6
76 0 1 0
77 0 0 0
78 0 1 0
79 1 0 1
80 1 0 1
81 1 1 1
82 1 1 1
83 1 1 1
84 0 1 1
85 1 1 1
86 1 1 1
87 0 1 0
88 1 0 1

*** 89 0 0 0

Bol ML GM MC L.i. lis.

1
1
1

o
O
O
1
O
o
o
o
1
o
O
o
1

.1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
la
19
20
21
22
23
24
25
26
27

• 28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

00
10
00
01
10
11
01
00
00
00
00
01
00
01
00
01
00

——1
——1
——1
--0
——1
——1
——1
--0
--0
——1
-10
——1
-10
--0
——1
--0
——1
--0
1—1
--0
1-0
1-0
--0
--0
--0
--0
——1
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* Datos correspondientes al iniciador Z3.

** Datos correspondientes al iniciador 610.

Datos correspondientes al iniciador 61.

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

Bol RAL GM MC L¡nI’antum T.spiralis

Bol 1.000
RAL 0.652 1.000
GM 0.888 0.674 1.000
MC 0.697 0.843 0.719 1.000
Linfantum 0.551 0.564 0.573 0.674 1.000
rspirans 0.427 0.303 0.427 0.438 0.449 1.000

A partir de esta matriz, empleando el método UPGMA de agrupamiento,
se construye el árbol de distancias entre las distintas cepas (figura XXII).
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Figura XX. Dendrograma, basado en el método UPGMA, construido a partir de
los resultados de las pruebas biológicas realizadas sobre las distintas cepas
de T. cruzí sometidas a estudio.
0.48 0.56 0.64 0,72 0.80

Bolivia

GM

RAL

m
MC

Y

Tulahuen

Figura XXI. Dendrograma, basado en el método UPGMA, construido a partir
de los patrones protéicos obtenidos de las distintas cepas de T cruzí
sometidas a estudio, y comparadas con una muestra de Le¡shman¡a ¡nfantum
procesada en las mismas condiciones.

0.40 0.60 0.80 1,00

Bolivia

GM

RAL

MC

Y

Tu la buen
Letshrnania

Figura XXII. Dendrograma, basado en el método UPGMA, construido a partir
de los patrones de ADN amplificado obtenidos de las distintas cepas de T.
cruz¡ sometidas a estudio, y comparados con una muestra de Le¡shman¡a
¡nfantum y otra de Tñchinella sp¡ral¡s procesadas en condicionessimilares.
0.32 0,48 0.64 0,80 0.98

Bolivia

GM

~AL

MC

Le¡shrn anis

Tríchineila
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2. DESARROLLO Y COMPARACION DE TECNICAS DE CRIBADO.

Como ya hemos citado previamente, nuestros objetivos se centran en
la actualización y mejora de técnicas que nos permitan avanzar en el terreno
del cribado farmacológico sobre T. cruz¡. En este apartado vamos a exponer
una serie de modificaciones sobre métodos ya empleados y en algunos casos
la inclusión de técnicas que pueden apodar importantes mejoras en este
campo.

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

En todos los casos se ha empleado la cepa Y, ya que demuestra cumplir
todos los requerimientos en cuanto a sensibilidad, comportamiento en cultivo,
transformación e infección celular, exigidos para el buen desarrollo de las
pruebas.

2.2. DESARROLLO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES.

2.1.1. TECNICA DE CRIBADO SOBRE EPIMASTIGOTES.

Para poner a punto esta técnica, descrita en el apartado 6.2.1 de
“material y métodos, se procedió a la realización de un estudio de la relación
entre la densidad de los cultivos de epimastigotes y las absorbancias que a
partir de ellos se registran en espectrofotómetro a 495 nm tras ser teñidos con
eosina. Utilizando el material ya descrito en el apartado citado, se sembraron
cantidades crecientes de tripanosomas para determinar cuál es el número
adecuado de estos que ofrece una lectura que permite después detectar
variaciones de absorbancia, que correspondan a variaciones en el número de
parásitos.

Fueron sembradas 8 concentraciones crecientes, desde 0,5 hasta 25
x 106 epimastigotes/mí, que son aproximadamente, el número mínimo y máximo
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dé microorganismos que aparecen en nuestras curvas de crecimiento en medio
LIT. Se siembran 8 pocillos por concentración, y tras tinción con eosina 5%, se
efectúa la media de los valores de las absorbancias de los ocho, habiéndose
obtenido los siguientes resultados <tabla 38 y gráfica 29).

Tabla 38. RELACION
ABSORBANCIA A 490
EPIMASTIGOTES.

ENTRE LA
nm PARA

DENSIDAD
RECUENTO

DEL CULTIVO Y
COLORIMETRICO

Epimastigotes ¡ ml

o
500.000

1.000.000
2.500.000
5.000.000

10.000.000
15.000.000
20.000.000
25.000.000

Absorbancia <490)

0.045
0.048
0.056
0.044
0.065
0.151
0.170
0.243
0.257

Gráfica 29. CURVA DE ABSORBANCIAS
COLORIMETRICO DE EPIMASTIGOTES.

A 490 nm PARA RECUENTO

LA
DE

Abs 490 nr,,
0,3

0,26

0.2

015

0,,

0.M

0.5 . 2.5 5 lO 16 20 25

N Epínhastigotes x 101 ml
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2.1.2. TECNICA DE CRIBADO SOBRE AMASTIGOTES.

Para desarrollar una técnica inmunoenzimática de aplicación al cribado
que nos permita una valoración de la infección celular es necesario conocer
en primer lugar, en qué momento estas determinaciones inmunoenziméticas
sobre células infectadas presentan diferencias evidentes con respecto a las no
infectadas, y en segundo lugar, si es posible discriminar entre distintos niveles
de infección.

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

Considerando ésto, procedimos al desarrollo de una experiencia previa
que nos permitiese determinar el momento adecuado de siembra, infección
adición de fármacos y lectura de resultados. Esta experiencia consiste en la
siembra e infección de dos cultivos iguales en la misma placa de
microtitulación con un desfase de cuatro días, que nos permita ver si hay
diferencias apreciables entre el día 1 y el día 4 postinfección. Si esto es así,
significará que este método de valoración discrimina entre distintos niveles de
infección con distinta carga parasitaria.

Para ello procedimos a la siembra (en media placa) de 24 pocillos con
2.000 células Vero y 20.000 tripomastigotes 1 pocillo, 18 pocillos solo con
2.000 células Vero (sin tripanosomas) y 6 pocillos sin células ni tripanosomas.
A las 24 horas es retirado el medio y son lavados los pocillos infectados,
reponiendo medio fresco en todos ellos. A los tres días de esta primera
infección y en la media placa reservada para ello, se realiza una siembra
idéntica a la descrita anteriormente; 24 pocillos con células Vero y
tripanosomas, 18 solo con células Vero y 6 sin células ni tripanosomas.

Transcurridas 24 horas de esta segunda siembra, se lava la placa y se
somete al proceso de lectura inmunoenzimética (ELISA) descrito en el
apartado 6.2.2 de “material y métodos”. Los resultados nos indicarán si este
tipo de determinación revela las diferencias en carga parasitaria entre el día
1 y 4 post-infección, y con las células sin infectar.
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Realizando la media de las absorbancias correspondientes a los
poclilos de cada apanado de la experiencia, los resultados obtenidos son Jos
que se muestran a continuación (tabla 39).

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

Absorbancias

4 días postinfección 1 día postirifección
Blanco (control sin células Vero

ni tripanosomas) 0.271 0.286

Control - (solo células Vero) 0.394 0.338

Control + (células + tripanosomas) 1.132 0.611

A la vista de estos resultados y su tendencia a la discriminación,
decidimos proceder a realizar directamente los ensayos con fármacos
elevando el número de células sembradas y el número de tripanosomas
infectantes a 5.000 y 50.000 respectivamente con el fin de aumentar la señal
de lectura (apartado 2.2.2 de resultados).

2.1.3. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD.

Para realizar las modificaciones señaladas en los ensayos de
citotoxicidad (apartado 6.2.3 de “material y métodos”), las pruebas
preparatorias fueron las mismas que en el caso de los epimastigotes.
Consistieron en la realización de una curva de absorbancias sobre cantidades
crecientes de células Vero cultivadas en pocillos de placas de microtitulación
y ensayando distintas concentraciones de colorante, con el fin de determinar
el número adecuado de éstas y la concentración de colorante que permitan
una valoración del efecto citotóxico que sobre los cultivos ejerzan los
productos a ensayar.

139



RESULTADOS

Fueron sembradas diez cantidades crecientes de células, desde 1.000
hasta 100.000 células/pocillo, repitiendo 10 pocillos por concentración. Al final
de la prueba, la mitad de ellos fueron teñidos con eosina acuosa al 1% y la
otra mitad con el mismo colorante al 5%. Efectuando la media de los valores
de las absorbancias correspondientes a cada apartado de la experiencia, los
resultados obtenidos fueron los siguientes (tabla 40 y gráfica 30).

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

Absorbancias

N0 células sembradas

O
1.000
2.000
5.000

10.000
15.000
20.000
30.000
50.000
75.000

100.000

Tinción eosina 1%

0.028
0.038
0.056
0.066
0.082
0.152
0.187
0.276

lindóneosina 5%

0.019
0.029
0.039
0.058
0.083
0.123
0.169
0.210
0.274
0.404
0.509

Gráfica 30. CURVA DE ABSORBANCIAS A
CITOTOXICIDAD.

490 nm PARA PRUEBAS DE
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RESULTADOS

2.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD Y COMPARACION DE RESULTADOS.

Con los resultados de las pruebas preparatorias señaladas en el
apartado anterior, fueron diseñadas las nuevas técnicas a evaluar (descritas
ya en el apartado 6 de “material y métodos”); procediéndose a realizar el
ensayo comparativo de las mismas con las series de productos de síntesis y
de referencia también descritos anteriormente en el capitulo citado.

2.2.1. ACTIVIDAD SOBRE EPIMASTIGOTES.

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

Tabla 41. MODELO EN USO.

% CREC.PRODUCT. coNc.1ig/mI ACTIVIDADCITOSTAT. ACTIVIDAD EFICACIACITOCIDA

hA 100 0.00 0.00 100 100 100
hA 10 0.00 0.00 100 100 100

176 100 0.00 0.00 100 100 100
176 10 0.00 0.00 100 100 100

1106 100 0.00 0.00 100 100 100
1106 10 0.00 0.00 lOO 100 100

1158 100 0.39 0.00 100 61 86.3
1156 10 2.99 105.3 0 0 0

1282 100 0.00 0.00 100 100 100
1286 10 0.00 0.00 lOO 100 100

I.c.contrcl = 2.84

Tabla 42. MODELO EN PRUEBA. 4

PRODUCTO 1 coNcENTRAc. uqlml INDICE DE CREC. 1_ACTIVIDAD CITOCIDA

178 100 0.28 72
176 10 0.54 46

1106 100
T1OB 10

0.21 79
0.27 73

1158 100 0.28 72
1158 10 0.89 11

1286 100 0.46 54
1286 10 0.50 50
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RESULTADOS

2.2.1.2. ENSAYOS ‘IN VITRO” CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
PRODUCTOS DE LA SERIE JDA.

Tabla 43. MODELO EN USO.

PRODUCT. cONC¿iglnil I.C. 1 ~ ~ CITOSTAT. CITOCIDA EFICACIA

JDA1 * 100 0.01 0.00 100 99 99.8
JDA1 * 10 1.71 37 63 0 0

JDA2 * 100 0.00 0.00 100 100 100
JDA2 10 5.35 115.8 0 0 0

JDA3 • 100 1.09 23.6 76.4 0 76.4
JDA3 * 10 4.73 102.4 0 0 0

JDA4 ** 100 0.09 0.00 100 91 95.7
JDA4 ** 10 1.80 85.3 14.7 0 14.7

JDA6 100 3.01 142.6 0 0 0
JDA6 ** 10 3.08 146 0 0 0

JDA7a ** 100 0.42 0.00 100 58 80.1
JDA7a~ 10 1.36 64.4 35.6 0 35.6

JDA7b~ 100 0.92 0.00 100 8 56.4
JDA7b~ 10 1.19 56.4 43.6 0 43.6

* I.C.COntraI = 4.62; ** I.c.Contral = 2.11

Tabla 44. MODELO EN PRUEBA.

PRODUCTO ] CONCENTRAC. sm/mI INDICE DE CREC. ACTIVIDAD CITOCIDA

JDAI 100 0.29 71
JOAl 10 0.51 49

JDA2 100 0.49 51
JDA2 10 0.71 29

JDA4 100 0.61 39
JDA4 10 0.84 16

JDA6 100 1.03 0
JDA6 10 0.99 1

JDA7a 100 0.27 73
JOA7a 10 0.46 54

JDA7b 100 0.51 49
JDA7b 10 0.77 23
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2.2.1.3. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
LOS PRODUCTOS DE LA SERIE SM

Tabla 45. MODELO EN USO.

PRODUCt CONC.pglml I.C. % CREC. ACTIVIDAD ACTIVIDAD EFICACIA

SMi
SMI

100
10

0.00
0.00

0.00
0.00

100
100

100
100

100
100

SN2
SM2

100
10

0.05
3.50

0.00
46

100
54

95
0

99.3
54

SM3
SM3

100
10

0.65
2.04

0.00
26.8

iGO
73.2

35
0

91.5
73.2

SM4
8M4

100
10

4.23
7.24

55.6
95.1

44.4
4.9

0
0

44.4
4.9

SM6
SM6

100
10

0.00
0.01

0.00
0.00

100
100

100
99

100
99.9

3M7
SM7

100
10

3.95
6.12

51.9
80.4

48.1
19.6

0
0

48.1
19.6

SMB
8M8

100
10

3.80
5.96

47.3
78.3

52.7
21.7

0
0

52.7
21.7

SM9
SM9

100
10

0.00
0.00

0.00
0.00

100
100

100
100

100
100

SM11
SM11

100
10

0.00
0.025

0.00
0.00

100
100

100
97.5

100
99.7

I.C.control 7.61
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Tabla 48. MODELO EN PRUEBA.

PRODUCTO CNCENTRAC. IIQM1I INDICE DE CREC. ACTIVIDAD CITOCIDA

SMi
SMi

100
10

0.24
0.49

76
51

SM2
SM2

100
10

0.43
0.84

57
16

SM3
SM3

100
10

0.50
0.72

50
28

SMB
SMB

100
10

0.34
0.46

66
54

SM7
SMi

100
10

0.98
1.08

0
0

SMB
SMB

100
10

0.93
0.96

4
4

5M9
SM9

100
10

0.44
0.48

56
52

SM1I
SM1l

100
10

0.27
0.55

73
45
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2.2.1.4. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA EPIMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
NIFURTIMOX, BENZONIDAZOL Y VIOLETA DE GENCIANA.

Tabla 47. MODELO EN USO.

PROOUCT. CONC.pghiil I.C. % CREO. CITO5TAT. -__________ACTIVIDAD ACTIVIDAD EFICACIA

NIFURT. 100
NIFURT. 10

0.00 0.00
0.00 0.00

100
100

100 100
100 100

BENZ. 100
BENZ. 10

0.002 0.00
0.76 0.00

100
100

99.8 99.9
24 73.2

y. GENC. 100
y. GENc. 10

0.00 0.00
0.13 0.00

100
100

100 100
87 95.4

I.C.Cantral = 2.84

Tabla 48. MODELO EN PRUEBA.

PRODUCTO CONCENTRAC. uq/mJ INDICE DE CREC. ACTIVIDAD CITOCIDA

NIFURTIMOX
NIFURTIMOX

100
10

0.38
0.45

62
55

BENZONIDAZOL
BENZONIDAZOL

100
10

0.41
0.52

59
48

VIOL. GENCIANA
VIOL. GENCIANA

100
10

0.33
0.41

67
59
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RESULTADOS

2.2.2. ACTIVIDAD SOBRE AMASTIGOTES.

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

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

Tabla 49. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones <ijglml)
100 10 1

T7B * * 0.57

Ti OB * * 0.47
Tl5B * 0.85 0.75
T28B * 0.83 1.08

Tabla 60. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (¡jglml)
100 10

T7B * * 0.51
Ti OB * * 0.59
T15B * 0.73 0.78
T28B * 0.75 0.80

Se representan los Ind¡ces de infección respecto a los controles. Control de crecimiento sin
Dosis tóxicas para las células Vero.

producto = 1.
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2.2.2.2. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
LOS PRODUCTOS DE LA SERIE JDA.

Tabla 51. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones <~gIml)
100 101

JDA1
JDA2
JDA4
JDA6

*

0.57
0.84
1.65

JDA7a
JDA7b 0.91

*

0.53
1.20
0.96
0.75
0.96

0.57
0.75

0.66

0.93

1.13
0.78

Producto Concentraciones <¡ig/mI)
100 10 1

JOAl * * 0.52
JDA2 0.52 0.59 0.62
JDA4 0.66 0.72 0.75
JDA6 0.80 0.83 0.82
JDA7a 0.71 0.84 0.85
JDA7b 0.67 0.84 0.84

Se representan los Indices de infección respecto a los controles.
Dosis tóxicas para las células vero.

control de crecimiento sin producto = 1.
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RESULTADOS

2.2.2.3. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
PRODUCTOS DE LA SERIE SM.

Tabla 53. MODELO EN USO.

Producto

SMi
SM2
5M3
SM6
SM7
SMB
SM9
SM11

Concentraciones <~jgIml>
100 10

*

0.60
0.31
0.96
0.73

0.64

0.44
0.35
0.72
0.38
1.12
0.67

0.77

1

0.61

0.57
0.84
0.69
0.97

0.77
0.92
0.95

Tabla 54. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (~~gIml>
100 10 1

SMi * 0.55 0.71
SM2 0.44 0.56 0.74

SM3 0.71 0.75 0.83
5M6 0.58 0.68 0.78
SM7 0.75 0.83 0.84,
SM8 0.73 0.78 0.76
SM9 0.75 0.78 0.83
SM11 0.71 0.73 0.83

Se representan los Indices de infección respecto a los controles. control de crecimiento sin producto = 1.
* Dosis tóxicas para las células Vero.
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2.2.2.4. ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES. ACTIVIDAD DE
NIFURTIMOX, BENZONIDAZOL Y VIOLETA DE GENCIANA.

Tabla 55. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (mjgIml>

100 10 1

Nifurtimox 0.08 0.24 0.48

Benzonidazol 0.40 0.50 0.65

V. Genciana * * 0.20

Tabla 56. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones <ijgIml>

100 10 1

Nifurtimox 0.34 0.38 0.36

Benzonidazol 0.44 0.50 0.63

V. Genciana * * 0.42

Se representan los Indices de infección respecto a tos controles. control de crecimiento sin producta = 1.
Dosis tóxicas para las células vero.
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ENSAYOS “IN VITRO” CONTRA AMASTIGOTES.
Representación gráfica de los resultados obtenidos con el segundo
procedimiento por los productos más interesantes de cada serie.

Gráfica 31. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA SERIE T.

Gráfica 32. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA SERIE JDA.

Se muestra el valor de la absorbancia de cada problema con respecto a los controles
positivos <con células infectadas sin tratar) y negativos (con células sin infectar).
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1
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0.6 —JDA4
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0
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Gráfica 33. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA SERIE SM.

Gráfica 34. ACTIVIDAD DE LOS PRODUCTOS DE REFERENCIA.

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

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

2.2.3.1 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA
SERIE 11

Tabla 57. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (¡jglml)
100 10 1

T7B 65 65 22
Ti OB
Ti 5B
T28B

78
69
67

9
11

40
O
o

Tabla 58. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones <pglml>
100 10 1

T76 90.3 76.7 27.5
T1OB 88.8 87.1 6.1
T156 54.4 22.1 16
T28B 55.1 8.9 0

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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2.2.3.2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA
SERIE JDA.

Tabla 59. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones <~jgIml)
100 10 1

JDA1 66 55 9
JDA2 20 13.9 6.5
JDA4 44 1.9 0
JDA5 72 58.7 3.7
JDA6 3.2 11.2 6.3
JDA7a 3.2 7.9 11.7
JDA7b 10.6 14.2 11.2

Tabla 60. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (pglml)
100 10 1

JDA1 52.9 51.8 32.1
JDA2 6.4 0.6 3.0
JDA4 49 4.3 9.9
JDA5 64 51 1.3
JDA6 7.2 6.2 1.4
JDA7a 8.8 3.3 3.4
JDA7b 21.9 3.0 1.6

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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2.2.3.3. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS DE LA
SERIE SM.

Tabla 61. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones <lJgImI>
100 10 1

SMi 57.6 40.5 10.3
SM2 56.4 32.6 0
5M3 29.2 16.7 0
5M4 13.7 8.4 4.7
SM6 36.2 37.7 12.9
5M7 18.3 19.2 17
SM8 11.1 8.8 0
5M9 35.7 22.1 0 ¡
SM11 38.8 12.1 0

Tabla 62. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones (i¡gIml>
100 10 1

SMi 80.2 23.8 5.4:
SM2 52.2 17.1 2.4
SM3 12.9 7.3 0 ¡
SM4 16.7 9.6 9.1
SM6 12.6 5.8 0
SMi 19.7 22.5 15
SM8 7.9 7 8.3
SM9 231 7 2
SM1I 24.3 19.7 17

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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2.2.3.4. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE NIFURTIMOX, BENZONIpAZOL
Y VIOLETA DE GENCIANA.

Tabla 63. MODELO EN USO.

Producto Concentraciones (¡jglml)

100 10 1

Nifurtimox 14 2 0 ¡

Benzonidazol 13 7 0

y. Genciana - 86 22

Tabla 64. MODELO EN PRUEBA.

Producto Concentraciones <~jgIml>

100 10 1

Nifurtimox 10 3.6 0

Benzonidazol 1.9 1.6 0 ¡

V. Genciana 90.2 71.5 28.9

Se expresan los porcentajes de toxicidad.
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DISCUSION

VI. DISCUSION.

1. SOBRE LA VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA.

Como se ha venido reflejando a lo largo de todo el trabajo, es bien
conocida la heterogenicidad existente entre las poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzt una variabilidad que se manifiesta en aspectos como su

virulencia y motilidad en modelos animales, susceptibilidad a sueros inmunes
y a fármacos, histotropismo, capacidad de invasión celular, morfología o
composición antigénica.

Los resultados obtenidos en los ensayos de comportamiento biológico
realizados sobre las cepas sometidas a estudio, han confirmado en buena

medida los precedentes existentes en cuanto a la variabilidad de respuesta
que presentan distintos aislamientos mantenidos en unas condiciones lo más

similares posibles. Con el fin de obviar en lo posible variaciones inherentes a
la manipulación, se partió siempre de muestras conservadas en nitrógeno
líquido. Tras su descongelación e inoculación en ratón, se realizaron
hemocultivos en medio LIT, efectuándose a continuación dos resiembras. Los
tripanosomas así obtenidos se destinaron a las experiencias. Estos pasos, así

como todos los ensayos, fueron realizados simultáneamente con todas las
cepas, por lo que los medios de cultivo, medios materiales y condiciones
externas fueron idénticos para todas ellas; con la excepción de Tulahuen, que

nos fué proporcionada cuando las experiencias estaban muy avanzadas por
lo que no se realizaron con esta cepa algunas de las pruebas ya efectuadas
con el resto. Además, procedía de un mantenimiento en unas condiciones muy

diferentes, circunstancia a tener en consideración durante la interpretación de
los resultados.

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

reproduce en este capítulo el cuadro resumen de resultados elaborado a partir
de los valores obtenidos en las distintas pruebas de variabilidad (Tabla 65).
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DISCUSION

TABLA 65. ALGUNAS CARACTERíSTICAS DE LAS CEPAS SOMETIDAS A ESTUDIO.

Bolivia j tAL j GM 1 MC Y Tuiahuen

PROCEDENCIA
BIoLOGICA

¡ Tñatoma

¡nfestans

Tñatoma
¡nfestans

PcHs
yagonamundi

Cbrysocíon
brachiurus

HUMANA Tñatoma

PROCEDENCIA
GEGRAPICA

Vitichí
¡ (BOLIViA)

Sao Paulo
(BRASIL)

Matto Grosso
(BRASIL)

Matio Grosso
(BRASIL)

Sao Paulo
(BRASIL)

Tuiahuén
(CHILE)

TASA MORTALIDAD
ENRATOFC 83,4% 100% 93,3% 100% 100%

PICO DE
PARASITEMIA *

49.000 trip/mI 39.000 trip/ml 28.000 tr¡p/ml 10.000 ¡ml

MOMENTO MAXIMA
PARASITEMIM

día 15 pi. día 12 pi. día 10 pi. día 7-16 pi. día 11 pi. día 14p.i.

PICO CRECIMIENTO
EN MEDIO LIT

27.300.000 20.850.000 22.500.000 23.900.000 26.450.000 24.375.000

MOMENTO DE
MAXIMOCREC.EN
MEDIO LIT

día II día 11 día 16 dla9 día 11 dIalí

%MAXIMODE
METACICLICOSEN
GRACE

33% 13,8% 48.5% 8,3% 14%

MOMENTO DEL %
MAX.METAC EN
GRACE

díaS día 11 dIalí día 14 díaS

CAPACIDAD DE
INFECCION EN
PIBROBLASTOS

29,7% 16,4% 28,6% 15% 16,7%

CAPACIDAD DE
INFECCION EN
MACROFAGOS

25,9% 26,2% 44,1% 12,5% 14,7%

DURACION CICLO
INTRACELULAR
FIBROBLA5TOS

6d. 6d. 6d. 6d 6d

DURACION CICLO
INTRACELULAR
MAC ROPAGOS

6d. ¡ >6d. 6<1. 6<1 6<1

SENSIBILIDAD A
NIFURTIMOX.
% REODUCCION A

j~~jOllmj~

SENSIBILIDAD A
BENZONIDAZOL
¶1 REDUCCION
AIOO,10,lpgJmI

98,18
90,88

O

100
82,5

O

¡ 98,5
89,45

O

99,12
87,96

O

100
92,93

O

98,09
96,18

O

84,72
0
O

100
0
O

81,78
0
O

97,2
0
O

100
48,31

O

97,96
75,51

O

SENSIBILIDAD A
VIOL. GENCIANA
% REDUCCION
AlCO, 10,1 ísglml

100
71,19 ¡

0

loo
75,41

0

100
67,22

0

100
88,21

0

100
82,42
75,82

100
75,51
6122

* Datos previos de caracterización de las cepas.
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La dinámica de crecimiento en cultivo de formas epimastigote en medio
LIT es el apartado que cuenta con unos resultados más homogéneos. Todas
las cepas alcanzan un pico de crecimiento que supera los 20 x io~ organismos

por mililitro, situándose este máximo entre los días 9 y 11 de cultivo, con la
excepción de GM, que lo alcanza de forma tardía el dia 16. A continuación se
sucede una fase estacionaria en torno a los 15-20 x 106 tripariosomas por
mililitro (salvo RAL, que apenas alcanza los 10 millones) que se mantiene
hasta más de tres semanas después del inicio del cultivo.

La capacidad de transformación en cultivo muestra ¡ una mayor
dispersión de resultados. En un caso (GM) se superan las 10 x io~ formas
metacíclicas por m¡Iilitro; en otro caso (Bolivia) se alcanzan los 5 millones y el
resto apenas alcanza los 3 millones, con unos porcentajes máximos de formas
metacíclicas en cultivo que varían desde el 48,25% en GM, 33% en Bolivia,
14% en Y, 1375 % en RAL, hasta el escaso 8,25% en MC. Aunque en todos
los casos la mayor proporción de formas metaciclicas se produce en el mismo
periodo temporal, desde el noveno día en adelante, coincidiendo con las
apreciaciones de autores como Osuna-Carrillo (1979).

En cuanto a la infección de cultivos celulares, hay que aclarar que la
capacidad de metaciclogénesis no influye en los resultados, puesto que las

experiencias se diseñaron controlando específicamente el número de formas
metaciclicas que se añadían a los cultivos, cumpliéndose en todos los casos
la citada proporción 10:1 (10 formas metacíclicas por cada célula a infectar).
A este respecto, la mayoría de los autores consideran que la p~oporción de
células infectadas está en relación directa con el número de células infectivas
(Schenkman y col., 1988), por lo que resulta necesario mantener un estricto
control sobre esta variable si lo que pretendemos es determinar la posible
existencia de distintos niveles de infección en las pruebas.

También está sobradamente contrastado (Ley y col., 1988; Schenkman
y col., 1988) que la naturaleza de la célula hospedadora afecta decisivamente
al nivel de parasitación; hay tejidos y líneas celulares especialmente
susceptibles a la infección por T. cruz¡ frente a otros que raramente la sufren.
Por ello empleamos dos líneas celulares de distinta naturaleza para realizar
esta experiencia. Además, está unánimemente reconocido que no todas las
cepas del parásito se van a comportar igual frente a cada tipo celular. De
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capacidad de infección celular “in vitro” no será representativa de la
patogenicidad natural de la cepa, aspecto ya observado por nosotros en
anteriores trabajos realizados con las cepas Y y Bolivia <Martínez Diez, 1992;
Atienza, 1994).

Con respecto a la duración del ciclo intracelular “in vitro”, se vienen a
confimiar todos los datos existentes (Mccabe y col., 1984; Roval y col., 1990),
que sitúan en 6 días el tiempo necesario para que ocurran las primeras lisis
celulares con liberación de la segunda generación de tripomastigotes
responsables de nuevas infecciones en células sanas. Solo la cepa RAL
requiere un periodo superior en macrófagos, a pesar de la preferencia
mostrada con anterioridad hacia este tipo celular.

Uno de los aspectos más extensamente reflejados en la bibliografía es
el de la distinta susceptibilidad de las cepas de T. cruz¡ al tratamiento con
fármacos de referencia o compuestos de diversa índole en ensayos de cribado.
Se ha comprobado que en función de la procedencia geográfica de los
aislamientos, se dan fluctuaciones en la eficacia de los fármacos que oscilan
del O al 100% (Filardi y Brener, 1984; Brener, 1987). Incluso hay autores que
han relacionado la resistencia de la infección experimental a nifurtimox o
benzonidazol, con la preferencia miotrópica de la cepa y con el predominio de
formas sanguíneas anchas, mientras que las cepas sensibles serían
reticulotropas o miotropas con abundancia, en cualquier caso, de formas
esbeltas (Melo y Brener, 1978; Andrade y col., 1985; Neal y van Bueren,
1988>. Otros autores atribuyen tal variabilidad a la diferente incorporación de
los medicamentos en los tejidos infectados, o a una distinta intervención
sinérgica del sistema inmunitario (Muller y col., 1986; Toledo y col., 1990>.
Asimismo se han citado variaciones en la susceptibilidad a nifurtimox,
benzonidazol y megazol, en función del tipo morfológico, siendo los
tripomastigotes más sensibles que los amastigotes <de Castro y de Meirelles,
1987).

Pero la mayoría de los autores coincide en señalar que el éxito del
tratamiento de la infección experimental con benzonidazol y nifurtimox, o con
otros fármacos como el alopurinol, depende de la cepa empleada más que de
otros factores, como la fase clínica de la infección <Brener y Chiari, 1967;
Habekom y Gonert, 1972; Andrade y col., 1975; Brener y col., 1976; Andrade
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y Figueira, 1977; Filardi y Brener, 1990), ya sea por variaciones en la
absorción y metabolismo del medicamento por parte del parásito, en la
incorporación en los diversos tejidos infectados o en la participación del~
sistema inmunitario, variable con la cepa del parásito.

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

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

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

Por otra parte, los perfiles electroforéticos realizados con extractos de
proteínas totales de cada una de las cepas, no han aportado diferencias
significativas entre ellas, como cabía esperar de una prueba poco específica.
Aunque esta experiencia sí ha discriminado las muestras de distintas cepas de
T. Grial frente a la de Leishmania ¡nfantum utilizada como patrón de
comparación. Si bien es cierto que la cepa Tulahuen presentó diferencias con
respecto al resto de los aislamientos de su misma especie, es necesario tratar
con precaución este resultado aislado, debido al distinto origen y
mantenimiento a que ha sido sometida. El resto de las muestras de las
distintas cepas daban unos patrones de bandas prácticamente idénticos.

Pruebas más especificas, como tos análisis isoenzimáticos o los
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estudios que utilizan endonucleasas de restricción, han aportado en los últimos
tiempos clasificaciones de aislamientos acordes con distintos factores como
la procedencia geográfica o la patología (Miles y col., 1978,1980; Tibayrenc
y Desjeux, 1984); más recientemente han sido incorporadas a los estudios de
variabilidad en 11 cruz¡ nuevas técnicas como la hibridación con sondas de
ADN, anticuerpos monoclonales y la reaccián en cadena de la polimerasa
(WelshyMcClelland 1990; Williamsycol., 1990; Avila ycol., 1991; Macedo
y col., 1992). Steindel (1993) encuentra similitudes en patrones de
amplificación por AP-POR entre aislamientos de la misma procedencia
geográfica y diferencias entre aislamientos de distinta localización.

Los patrones de ADN amplificado obtenidos en nuestras experiencias
han aportado diferencias interesantes entre las distintas muestras, pese a que
dos de ellas no pudieron ser procesadas. Las otras cuatro muestras revelan
cuatro patrones, muy parecidos dos a dos, con cada uno de los iniciadores
empleados, mostrando además marcadas diferencias con las dos muestras
utilizadas como patrón de comparación: un protozoo flagelado próximo como
Le¡shman¡a ¡nfantum y un helminto sin ninguna relación como Trichinella
sp¡ralis.

En general, hemos podido comprobar que la variabilidad de
comportamiento demostrada por las distintas cepas en nuestras experiencias
no se correlaciona con factores conocidos previamente como la procedencia
geográfica o biológica, o la patogenicidad (aun teniendo en cuenta que el
pequeño número de cepas estudiado no permitiría establecer una correlación
significativa). Pero el resultado más llamativo aparece cuando, al realizar el
tratamiento estadístico de los datos mediante la aplicación de un método de
agrupamiento (UPGMA) sobre cada uno de los tres tipos de pruebas
realizadas, comprobamos que los agrupamientos obtenidos tras la batería de
pruebas biológicas coinciden con los procedentes de los distintos patrones de
amplificación.

El procesamiento de los datos procedentes de los patrones proteicos
da lugar a un grupo que engloba cinco cepas (Bolivia, RAL, GM, MC e Y),
separando de éstas la sexta cepa sometida a estudio (Tulahuen). En una
segunda rama independiente se sitúa Le¡shman¡a.
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El árbol de clasificación resultante de las pruebas biológicas distingue
dos ramas principales; la primera reune a Bolivia y GM, y la segunda se divide
a su vez dando otras dos parejas, RAL y MC por un lado y Tulahuen e Y por
otro.

En el dendrograma correspondiente a los patrones de ADN amplificado
hay que señalar que no aparecen las dos últimas cepas citadas, pero sí
contamos con dos muestras comparativas de otros organismos apuntados
anteriormente. En una primera división se establece una rama para Trichinella
y otra para Tiypanosoma y Le¡shman¡a. Esta segunda rama se divide a su vez
en una para Leishmania y otra para las cepas de Trypanosoma, que tras una
tercera división quedan agrupadas en dos parejas: Bolivia y GM por un lado,
y RAL y MC por otro.

La tendencia inmediata sería relacionar las diferencias en el
comportamiento biológico con variaciones a nivel genómico expresadas a
través de la amplificación de los fragmentos de ADN procesados en idénticas
condiciones, pero para establecer esta conclusión sería necesaria la
realización de nuevas pruebas con técnicas más sensibles o bien aumentar
considerablemente el número de cepas comparadas en un ensayo similar.

2. SOBRE LOS METODOS DE CRIBADO FARMACOLOGICO.

Trypanosoma cruz¡ constituye un modelo biológico experimental muy
versátil, marcado por su complejo ciclo biológico y su polimorfismo
especializado. Presenta formas exclusivamente infectivas (tripornastigotes),
formas replicativas extracelulares especificas del insecto vector
<epimastigotes) y formas replicativas intracelulares presentes solo en el
hospedador vertebrado (amastigotes).

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

Son muchas las técnicas o modelos basados en este tipo morfológico
(Scott y Matthews, 1987; Avila y col., 1987; Tanowitz y col., 1987; Neal y van
Bueren, 1988; Doyle y Weinbach, 1989). La utilizada de rutina en nuestro
laboratorio, donde regularmente se evalúan extractos vegetales o productos
de síntesis como antiprotozoósicos, cumple los requisitos de fiabilidad y
rapidez exigibles a cualquier método de cribado primario. El modelo detecta
cualquier actuación a nivel de la replicación de los microorganismos, además
del efecto tripanocida, lo que nos aporta una valiosa información referente a
porcentajes de crecimiento y de reducción en los cultivos, fácilmente
extrapolables a expresiones cuantitativas tanto de actividad citostática como
de actividad citocida de los productos ensayados.

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

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

La aplicación de un método colorimétrico de recuento está condicionada
a que el rango de absorbancias, resultante de la lectura cuantitativa del
colorante incorporado por los epimastigotes, sea lo suficientemente amplio y
preciso como para poder discernir el número de células teñidas. Con esta
finalidad, se comprobó la relación entre la densidad del cultivo, en millones de
epimastigotes y la absorbancia a 490 nm, tras su tinción con eosina al 5%
construyéndose la curva recogida en el apartado 2.1.1 de “resultados”.

Para validar el modelo propuesto, se ha determinado la actividad de los
fármacos de referencia así como de diversas series de productos de síntesis
y comparado los resultados con los obtenidos en los ensayos previos mediante
recuento hemocitométrico <Martínez Díaz, 1992; Atienza, 1994).

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

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

A esto hay que añadir, como queda perfectamente reflejado en las
tablas, que la versatilidad del modelo en uso, en cuanto al tratamiento y
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expresión de resultados, en ningún caso podrá alcanzarse en el segundo
modelo pues con los datos obtenidos de la lectura de absorbancias a lo más
que podemos llegar es a realizar una estimación de la eficacia, según se indica
en el apartado 6.2.1 de “material y métodos”.

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

Otro modelo que ofrece la posibilidad de detectar actividad sobre la
replicación del parásito es el cultivo de amastigotes. En este caso, al ser
formas intracelulares, existe la ventaja de poder tratar al parásito en su
ambiente natural (el interior de la célula) y el inconveniente que ésto coníleva
en cuanto al aumento de la complejidad del modelo, al tener que manejar,
además del parásito, otro sistema biológico como es la célula hospedadora.

A pesar de ésto, desde la implantación extensiva de los cultivos
celulares, han sido muchos los autores <Scott y Matthews, 1987; Neal y van
Bueren, 1985; Roval y col., 1990) que han desarrollado métodos para el
ensayo farmacológico sobre formas intracelulares de T cruzí, siendo la técnica
de valoración empleada en prácticamente todos los casos, la tinción de los
cultivos y el recuento microscópico de células infectadas.

El método empleado en nuestro laboratorio de forma rutinaria desde su
puesta a punto <Martínez Diaz, 1992) utiliza la misma modalidad de recuento,
una modalidad que resta aún más agilidad a un proceso ya de por sí muy
laborioso y difícil de aplicar sobre series grandes de productos a ensayar.

El principal objetivo vuelve a ser, por tanto, la modificación del método
de recuento con el fin de conseguir la automatización del mismo. El problema
que encontramos en este caso, parece en principio más complejo que en el
apartado de epimastigotes, pues ahora buscamos un método que permita no
solo determinar la presencia o ausencia de organismos, sino discriminar la
presencia de células infectadas frente a células no infectadas, así como
cultivos de células con distintos grados de parasitación.

Tomando como referencia nuevamente trabajos realizados sobre otros
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organismos <Toxoplasma gond¡t Derouin y Chastang, 1989), optamos por la
aplicación ‘de un método de determinación inmunoenzimática (ELISA),
específico para T cruzí, que permita la detección de este organismo en mayor•
o menor número en los cultivos celulares infectados y tratados.

Para desarrollar una técnica de estas características, es necesario
conocer en que momento las determinaciones inmunoenzimáticas sobre
células infectadas evidencian diferencias significativas con respecto a las no
infectadas, y además, comprobar si es posible discriminar entre distintos
niveles de infección. La bibliografía existente al respecto indica que estas
determinaciones inmunoenzimáticas diferencian células infectadas y no
infectadas a las 48 horas del contacto, aunque en nuestras experiencias
hemos podido comprobar que ya es posible detectar esta variación a las 24
horas post-infección

Para estudiar la posible adaptación de este método de lectura a nuestra
técnica, realizamos la experiencia descrita en el apartado 2.1.2 de
“resultados”, consistente en la determinación inmunoenzimática de cultivos
idénticos expuestos a distintos tiempos de infección. Los resultados de esta
prueba (tabla 39) indican una evidente discriminación entre los cultivos a las
24 horas post-infección y a los 4 días de la misma, o lo que es lo mismo, entre
las células con escasa carga parasitaria correspondientes al primer caso, y las
que ya albergan un considerable número de amastigotes tras 4 días de
infección (ver figuras VI a XI). Además, la diferendia en ambos casos con los
controles de células sin infectar resulta patente. De este modo, si la técnica
discrimina entre cultivos celulares con distinta carga parasitaria, podrá
distinguir aquellos cultivos sobre los que la acción de fármacos y productos ha
sido efectiva, frente a sus homólogos sin tratar o con tratamientos no efectivos.

Partiendo de estas premisas, desarrollamos el modelo descrito en el
apartado 6.2.2 de “material y métodos”, que además del método de recuento
automatizado, aporta notables simplificaciones en su desarrollo como el hecho
de realizar la siembra de células y su infección directamente sobre el fondo de
la placa, sin tener que recurrir a otros artificios como la instalación de
cubreobjetos en cada pocillo a utilizar, con su correspondiente labor de
recuperación y mayor riesgo de contaminación en la manipulación. Además,
la propia naturaleza del material empleado hace que el ahorro, tanto en medios
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de cultivo como en material biológico sea muy considerable con respecto al
modelo en uso.

Los ensayos de actividad realizados (tablas 49 a 56) aportan similares
resultados en las dos baterías de pruebas. Los valores reflejados en las tablas
del modelo en prueba muestran una gran similitud con sus homólogos
obtenidos aplicando el modelo de rutina. Además, tenemos que tomar en
consideración que los valores expresados en ambas tablas son perfectamente
equiparables; en ambos casos son denominados como indices de infección
con respecto a los controles y la única diferencia estriba en que en un caso se
obtiene a partir del recuento del número de células infectadas en el problema
con respecto al control, y en el otro a partir de la señal inmunoenzimática
(mediante lectura de absorbancias) de las células infectadas con respecto al
control.

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

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

En nuestro caso, para determinar el pasible efecto citotóxico de los
fármacos sobre las células Vero, venimos utilizando un método colorimétrico
<Finlay y col., 1984; Martínez Diaz, 1992) basado en el tratamiento directo de
las células en cultivo con los productos a ensayar, y la tinción de las
supervivientes para su posterior solubilización y determinación
espectrofotométrica <apartado 6.1.3 de “material y métodos”). Se trata de un
procedimiento ágil, rápido, con recuento automatizado y de gran fiabilidad.
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La única aportación a este modelo consiste en su transformación en un
miaoensayo, reduciendo el gasto de medios y reactivos; a la vez se aumenta
el rendimiento de la prueba, al utilizar placas de microtitulación en las que, con
menos de la mitad de volumen, se multiplica por 4 el número de ensayos que
se pueden efectuar. Además, con el cambio de colorante, es posible realizar
la lectura con el mismo espectrofotómetro para placas y el mismo filtro utilizado
en el cribado contra amastigotes con valoración inmunoenzimática.

La curva de absorbancias realizada sobre cultivos con distinta densidad
celular (gráfica 30) nos indica que el empleo de eosina acuosa al 5% y su
posterior solubilización con hidróxido sódico, sobre cultivos con más de 30.000
células, ofrece la suficiente sensibilidad para determinar las pérdidas
ocasionadas tras el tratamiento con los productos a ensayar. La expresión de
los resultados -porcentaje de citotoxicidad- es la misma que en el modelo

puesto a punto con anterioridad <Martínez Díaz, 1992). Comparando los
resultados de los ensayos efectuados con ambos modelos sobre las series
probadas <tablas 57 a 64), en general, los dos arrojan unos valores
equiparables, sin que se dé la circunstancia en ningún caso de que un
producto sea considerado tóxico a una concentración determinada <>DC5O)
por una técnica y no por la otra.

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

VI. CONCLUSIONES.

1. Se confirma la heterogenicidad existente entre distintas poblaciones de
Trypanosoma cruz¡ en aspectos como comportamiento en cultivo, infección
celular y sensibilidad a fármacos.

2. La dinámica de crecimiento de epimastigotes en cultivo no es un buen
parámetro para la diferenciación intraespecífica, habida cuenta de la similitud
en el comportamiento de las cepas, con la única excepción de la denominada
GM, que muestra un retraso en la consecución de su pico máximo.

3. La determinación de la metaciclogénesis sí permite detectar claras
diferencias, destacando la mayor capacidad de transformación de GM y
Bolivia, frente al resto de las cepas analizadas.

4. La capacidad de infección “in vitro” en cultivo celular no está en relación
directa con la virulencia de la cepa.

5. El desarrollo intracelular en fibroblastos y en macrófagos se completa “in
vitro” en 6 días, mostrando dos de las cepas <GM y RAL) preferencia por la
línea de macrófagos.

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

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

8. La utilización de iniciadores arbitrarios para la amplificación de secuencias
diana del ADN (AP-PCR) permite, como ocurre en otros parásitos, la
caracterización diferencial de poblaciones de Ttypanosoma cruzi.
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9. El tratamiento estadístico de agrupamiento, aplicado independientemente
a los resultados de las pruebas biológicas y a los patrones de amplificación de
ADN ofrece los mismos emparejamientos, lo que confirma la utilidad del
análisis conjunto de una serie de pruebas biológicas en estudios de
variabilidad intraespecífica.

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

11. La valoración inmunoenzimática de cultivos celulares infectados con
amastigotes detecta diferencias en los niveles de carga parasitaria
equiparables a las determinadas mediante recuento microscópico, por lo que
el método propuesto ofrece una alternativa válida que simplifica y agiliza el
cribado.

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

13. A pesar de la limitación en cuanto al riesgo que supone la manipulación de
un agente patógeno, la versatilidad que ofrece Té’ypanosoma cruz¡ para el
desarrollo de distintos modelos de cribado farmacológico primario, así como
las posibilidades demostradas de mejora y agilización de los mismos, hacen
de este protozoo una herramienta insustituible en la investigación de nuevos
fármacos.
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