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Resumen: La transformacion de tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi en epimastigotas, ocurre naturalmente en el intestino del
insecto y se identifica como epimastigogénesis. Aqui reportamos que durante la epimastigogénesis in vitro, los tripomastigotas se transforman
en formas redondeadas, bioldgica y antigénicamente equivalentes al estadio amastigota; con un tiempo de persistencia dependiente de la
altura del medio de cultivo. Formas tripomastigotas procedentes de cultivo de tejidos infectados se incubaron en envases con diferentes
alturas de medio LITB (3 y 83 mm), y se compararon las cinéticas de transformacion hacia epimastigotas. Para la obtencion de antigenos
se colectaron masas de parasitos a diferentes tiempos de diferenciacion. Los cambios morfologicos, incremento del indculo y resistencia
a complemento, se estudiaron por microscopia de contraste de fases y extendidos coloreados con Giemsa. Los cambios antigénicos se
analizaron mediante Western Blot usando anticuerpo IgY anti-amastigotas. Los resultados mostraron que las formas redondeadas resisten la
lisis por complemento, expresan antigenos amastigota-especificos y la velocidad de transformacion hacia epimastigotas depende de la altura
del medio sobrenadante en el cultivo. Las evidencias sugieren que ademas de caida de la temperatura, una baja tension de oxigeno disuelto
y una alta densidad de parasitos por area, aceleran el proceso de diferenciacion.
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The amastigote stadium precedes epimastigote evolution during in vitro Trypasnosoma
cruzi epimastigogenesis

Abstract: Transformation of blood Tiypanosoma cruzi tripomastigotes into epimastigotes occurs naturally at the insect gut and is identified
as epimastigogenesis. Here we report that during in vitro epimastigogenesis, tripomastigotes transform into rounded forms, biologically
and antigenically equivalent to the amastigote stadium, with a persistance time which depends on the height of the culture medium.
Tripomastigote forms from cultures of infected tissues were incubated in flasks with different LITB medium heights (3 and 83 mm), and
kinetics of transformation to epimastigotes were compared. Masses of parasites at different differentiation times were collected for antigen
production. Morphological changes, inoculum increase and resistance to complement were studied by phase contrast microscopy and
Giemsa stained smears. Antigenic changes were analyzed through Western Blot using an IgY anti-amastigote antibody. Results showed
that rounded forms resist lysis by complement, express amastigote-specific antigens, and that the speed of transformation to epimastigotes
depends on the height of the supernatant medium in the culture. Evidences suggest that apart from a temperature fall, a low dissolved oxygen
tension and a high parasite per area density accelerate the differentiation process.
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Introducciéon diferencia de temperatura entre los hospedadores [1]. Se
acepta que de los tripomastigotas ingeridos por el vector,

La diferenciacion de los tripomastigotas sanguineos de algunos se transforman directamente en epimastigotas y otros
Trypanosoma cruzi en epimastigotas ocurre naturalmente en formas redondas con flagelo corto (esferomastigotas) y

en el tracto intestinal del invertebrado en respuesta a la amastigotas, antes de diferenciarse en epimastigotas [2,3].
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Un proceso de diferenciacion similar ocurre in vitro cuando
se cultiva sangre de animales infectados con 7. cruzi; por
extension de la nomenclatura usada para otros procesos de
diferenciacion, algunos autores denominan este proceso
como epimastigogénesis [4]. Es conocido el polimorfismo
de los tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi: en algunas
cepas predominan las formas gruesas y en otras las formas
intermedias y finas [5]. Los estudios de los eventos
tempranos que ocurren en medio axénico mostraron que,
cultivos con predominio de formas gruesas regularmente
cambian a amastigotas y esferomastigotas, los cuales se
dividen y originan grandes colonias de parasitos redondos;
los cultivos con predominio de formas delgadas cambian
a epimastigotas y las formas redondas son escasas [6]. Sin
embargo, una vez establecidos los cultivos axénicos, los
epimastigotas son las formas predominantes.

Las formas esferomastigotas que aparecen al inicio de
la fase logaritmica y en la fase estacionaria tardia de la
epimastigogénesis de 7. cruzi en medios axénicos, no son
iguales. Tyler y Engman [7] propusieron que las formas
redondeadas al inicio son formas epimastigotas redondeadas
con flagelo corto, producto de la presencia de glucosa en el
medio y su deplecion conduce a epimastigotas tipicos. Estos
planteamientos no estan sustentados con criterios biologicos
complementarios como la susceptibilidad al complemento,
donde los epimastigotas se lisan cuando se incuban en
suero fresco de cobayo [8], mientras que los metaciclicos,
tripomastigotas sanguineos y amastigotas, son resistentes
[9-11], ni la demostracion de antigenos estadio especificos
(AES). Recientemente, nuestro grupo inmuniz6 gallinas
con antigenos de amastigotas y obtuvo un anticuerpo (IgY)
anti-AES que revela antigenos amastigota-especificos
(Dominguez y col, en preparacion).

Durante la epimastigogénesis de 7. cruzi in vitro, usando
un medio quimicamente semi-definido, Barrios y col. [12],
reportaron una morfologia de transicion asociada a cambios
moleculares entre el tripomastigota y el epimastigota;
antes de completar su diferenciacion morfologica los
parasitos expresaron proteinas, glicoproteinas y antigenos
caracteristicos del estadio epimastigota, sugiriendo que la
expresion génica antecede la diferenciacion morfologica.
De Lima y col, [13], demostraron expresion diferencial
de proteasas durante la epimastigogénesis, con aumento
significativo de la actividad cistein proteasa, mientras que
la de metaloproteasas solo se expresd una vez culminada
la diferenciacion, sugiriendo su papel en el proceso de
diferenciacion.

Nuestro proposito fue demostrar que durante la
epimastigogénesis in vitro, los tripomastigotas de T
cruzi se transforman en formas redondas, bioldgica y
antigénicamente equivalentes al estadio amastigota, y que
su tiempo de persistencia es inverso a la altura del medio
sobrenadante en el cultivo.

Materiales y métodos

Parasitos y estadios: Se trabajo con Trypanosoma cruzi

MHOM/Ve/1967/EPm6 EPm6, tipificado genéticamente
como perteneciente al linaje filogenético Tcl. El parasito fue
clonado y mantenido por pases sucesivos alternos triatomino/
raton [14], empleando parasitos recientemente aislados
de raton por hemocultivo. El estadio epimastigota usado
como control se obtuvo de subcultivos semanales en medio
LITB (Liver Infusion Triptose Broth) [15]. Las células Vero
usadas para la produccion de tripomastigotas y amastigotas
intracelulares se cultivaron en medio MEM (Minimum
Essential Medium) con 5% suero fetal bovino (SFB) a 35
°C y atmosfera de CO, (5%) [16]. El estadio amastigota
intracelular usado como control se obtuvo de células Vero
con 4 dias de infeccion. Monocapas celulares infectadas se
desprendieron con tripsina y se suspendieron en PBS (0,15
M NaCl, 0,02 M Na,HPO,, pH 7,2) suplementado con 1%
SFB. Alicuotas de 10 mL de la suspensién se lisaron por
pasaje en jeringa con aguja calibre 25 [17]. Los amastigotas
se aislaron por centrifugacion en un gradiente discontinuo
de metrizamida (15-21%) [18]. Las formas tripomastigotas
recientemente liberadas se obtuvieron del sobrenadante de
monocapas celulares al 4to o Sto dia de infeccion [17]. Los
tripomastigotas se concentraron (1.500 xg 15 mina 4 °C) y
se usaron en los ensayos de induccion de epimastigogénesis
in vitro como se describe mas adelante. Las formas
epimastigotas, amastigotas, tripomastigotas y parasitos de
tiempos diferentes durante la cinética de diferenciacion en
cultivo vertical y horizontal, se sedimentaron (12.000 xg
3 min 4 °C) y se lavaron dos veces con PBS. Las masas
himedas de parasitos (20-25 mg) se criopreservaron a -70
°C hasta su uso.

Epimastigogénesis de Trypanosoma cruzi en cultivo vertical
v horizontal: Se sigui6 el protocolo de Barrios y col. [12].
La cinética de transformacion de los tripomastigotas en
epimastigotas se hizo por triplicado incubando los parasitos
en 35 mL de medio LITB a 27 °C por tiempos variables entre
0y 8 dias. La condicion vertical correspondiente a bajo tenor
de oxigeno, se realizo en tubos conicos de polipropileno (50
mL) para una altura de 83 mm, y la condicion horizontal
correspondiente a alto tenor de oxigeno, en frascos de cultivo
de poliestireno (T-160 cm?) para una altura de 3 mm. Los
indculos de tripomastigotas empleados se describen en el pie
de tablas 1 y 2. Se hizo recuento diferencial bajo microscopia
de contraste de fases para estimar: (a) incremento del indculo
(Nt/N,); (b) porcentaje de tripomastigotas; (c) porcentaje de
formas redondas y amastigotas; (d) porcentaje de formas
en diferenciacion; (e) porcentaje de epimastigotas, y (f)
porcentaje de metaciclicos. La morfologia de los parasitos
se estudi6é en laminas coloreadas con Giemsa—acido [19],
con un aumento final de 1000X en microscopio Optico
(Nikon, Eclipse 400), contando al menos 300 formas
para determinar los porcentajes morfologicos presentes.
Las morfologias mas representativas se fotografiaron con
camara digital (Nikon, Coolpix, 4500).

Resistencia a la lisis por complemento: Parasitos de
diferentes tiempos de incubacion provenientes de las
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Tabla 1. Variaciones morfologicas y poblacionales durante la epimastigo-
génesis de Trypanosoma cruzi en medio LITB a 27 °C (Condicion vertical,
83 mm de altura del medio).

Porcentaje de formas (X + DE)

Tiempo

(dias) Tripomastigotas Redond'eadas Y X En . Epimastigotas N
amastigotas diferenciacion
0 84,6 +4,2 12,8+ 0,6 0 2,6+0,1 1,0
1/3 218 £ 1,1 33,1+1,7 43,0+22 2,1+0,1 1.0
1 8,4+04 75,6 3.8 11,9+ 0,6 4,1+0,2 1,0
2 11,3+0,6 63.8+32 19,0+ 1,0 59+03 1,2
4 1,2 £0,1 56,4 +2,.8 18,2+0,9 242412 2,2
6 0 354+18 8,5+0,4 56,1 £2,8 43
8 0 13,4+0,7 53+0,3 81,3+4,0 12,5

Inéculo = 9,6 x 10° parasitos/mL; N/N; = cociente entre el nimero de
parésitos total a tiempo t (N,) y el namero de pardsitos a tiempo cero N,
(indculo).

Tabla 2. Variaciones morfologicas y poblacionales durante la epimastigo-
génesis de Trypanosoma cruzi en medio LITB a 27 °C (Condicion horizon-
tal, 3 mm de altura del medio).

Porcentaje de formas (X + DE)

Tiempo
N /N,
(dias) . . Redondeadas y En X i v
Tripomastigotas . . S Epimastigotas
amastigotas diferenciacion

0 949+43 0 0 51+1,0 1,0

12 14,6 +£0,9 473+24 36,5+ 1,8 1,6 0,8 0,6

1 2,8+0,1 894447 3012 48+02 1.0

2 3,4+0.2 86,3+43 0 10,3+0,5 0,8

4 0 90,4 +4,9 0 9,6+0,5 14

6 0 84,5+42 1,0+09 14,5+0,9 4,8

8 0 69.4+3,5 0 194+1,2 3,6

Inéculo = 2,0 x 107 parasitos/mL; N/N, = cociente entre el nimero de
parasitos totales a tiempo t (N,) y el nimero de pardsitos a tiempo cero N
(indculo). La diferencia hasta 100% del dia 8 corresponde a metaciclicos.

condiciones cultivo vertical y horizontal se lavaron con
PBS (1 mL) en tubos Eppendorf y posteriormente se
concentraron por centrifugacion (7.000 xg 3 min a 4 °C).
Los sedimentos se resuspendieron en 1 mL de solucion de
Hank’s/Hepes/CO, y se ajustaron a 3-5 x 107 parasitos/mL.
Se mezclaron 250 pL de cada suspension de parasitos con
250 pL de suero de cobayo (dilucion 1:2) y se hizo recuento
diferencial en microscopio de contraste de fases a tiempo
0 para estimar la poblacion inicial (Ni). Se incubaron por
45 minutos a 35 °C y se hizo recuento para estimar la
poblacion post-incubacion (Nf). El porcentaje de lisis (%
lisis) se calculd restando al numero de parasitos inicial
(Ni) las formas que no se lisaron (Nf), dividiendo entre el
numero inicial (Ni) y multiplicando por 100 (% de lisis =
(N.-N)/N. x 100). La resistencia (%) corresponde al total
de formas que no se lisaron por la accioén del complemento

y se calculd restando a 100 el porcentaje de lisados (% de
Resistencia = 100 - % lisis). Los recuentos se hicieron por
triplicado de al menos tres experimentos. Como control de
la accion del complemento se emplearon tripomastigotas
sobrenadantes de células Vero y epimastigotas cultivados
por 6 dias, procesados en las mismas condiciones. La fuente
de complemento fue suero fresco de cobayo sin inactivar
(+C) e inactivado por 30 min a 56 °C (-C) usado como
control de actividad litica.

Obtencion de extractos proteicos totales: Masas humedas
de peso conocido se lisaron en agua suplementada con
una mezcla de inhibidores de proteasas [trans-epoxy
succinil-L-leucilamido-4-guanidino-butano  (E-64) 0,1
mM, Na-ptosil-Lcloro lisina-metil cetona (TLCK) 0,5 mM,
N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK) 0,5 mM,
fenantrolina 1 mM] en relacion de 300 mg parasitos/mL en
solucion de lisis. Se sometieron a tres ciclos de congelacion/
descongelacion (-20 °C / 37 °C), alternando con agitacion
en vortex (3 min a temperatura ambiente). Los lisados se
sedimentaron a 14.000 xg 10 min a 4 °C y los sobrenadantes
se suplementaron con 150 mM NaCl [20]. La concentracion
proteica se determind mediante ensayo con Coomassie
Plus-200 (Pierce, Rockford U.S.A.) respecto a patrones de
seroalbumina bovina, seglin protocolo del fabricante.

Analisis antigénico durante la epimastigogénesis: Los
cambios antigénicos se revelaron mediante Western Blot
[21] realizando la separacion de las proteinas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida 10% en condiciones
desnaturalizantes [22], colocando 4 pg de proteina total
por canal, seguida de electro-transferencia a membranas
de nitrocelulosa (MNC, Pierce 0,45 pm) usando un equipo
Trans-Blot (BIORAD) a voltaje constante (100 voltios)
por 1 hora. Las membranas de nitrocelulosa (MNC) se
incubaron en solucion de bloqueo (leche descremada
al 5% en PBS + 0,1% Tween 20) durante 90 minutos a
temperatura ambiente. Se incubaron toda la noche con el
anticuerpo primario IgY anti-AES con agitacion delicada
a 4 °C, diluido 1/1000 a partir de una concentracion inicial
de 0,5 mg/mL (Dominguez y col, en preparacion). Como
anticuerpo secundario se usé anti-IgY peroxidasa preparado
en suero de conejo diluido 1/10.000. Los inmunocomplejos
se revelaron mediante quimioluminiscencia, empleando
luminol como sustrato (Super Signal, Pierce Rockford
U.S.A.) segun protocolo del fabricante. Para obtener los
luminogramas, las MNC se cubrieron con lamina de vinilo
transparente y se expusieron a peliculas de Rayos X (AGFA
curix. Mortsel, Bélgica).

Digitalizacion, registro fotogrdfico y andalisis: Los
luminogramas se digitalizaron en densitometro (Bio-Rad,
Imaging Densitometer, Modelo GS-690) y analizaron con
el Software (Bio-Rad Molecular Analyst®/PC 1,2 Software
package). Las figuras y fotografias se procesaron por
Microsoft Power Point 2007.
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Resultados

La tabla 1 muestra los cambios morfologicos y
poblacionales que ocurrieron durante la epimastigogénesis
de T cruzi en medio LITB a 27 °C en condicidn vertical,
expresados como porcentaje de formas (tripomastigota,
redondas, en diferenciacion y epimastigota) e incremento
del in6culo (Nt/N)). Se aprecia que el porcentaje de
tripomastigotas decreci6 entre el dia 0 a 6 (84,6 a 0%),
mientras que el porcentaje de formas redondas aumentd
entre 0 y 1 dia (12,8 a 75,6%) y luego disminuy6
progresivamente hasta el 6° dia (13,4%). Los epimastigotas
se incrementaron gradualmente desde 1/3 de dia (8 horas)
al 8° dia (2,1 a 81,3%). Los mayores cambios morfologicos
ocurrieron en los primeros 2 dias sin incremento del inoculo,
manteniéndose la relacion Nt/N; alrededor de 1. A partir
del dia 2 se aprecid un incremento creciente del inoculo
hasta 12,5 veces al 8° dia, concomitante con el incremento
acelerado del porcentaje de epimastigotas.

La tabla 2 muestra los cambios morfologicos y
poblacionales que ocurren durante la epimastigogénesis de
T cruzi en medio LITB a 27 °C en condicion horizontal,
expresados como porcentaje de formas (tripomastigota,
redondas, en diferenciacion y epimastigota) e incremento
del indculo (Nt/N;). Se aprecié una caida abrupta del
porcentaje de tripomastigotas en los primeros 4 dias (94,9
a 0%) simultdneamente con un incremento de las formas
redondas (0 a 90,4%). El porcentaje de epimastigotas
vari6 erraticamente en los primeros 2 dias y se incremento
lentamente entre el 4° y 8° dia (9,6 a 19,4%). No hubo
incremento estadisticamente significativo del indculo en los
primeros 4 dias con una relacién Nt/N alrededor de 1, e
inclusive hubo lisis de los parasitos (Nt/N <1,0). A mayor
tiempo (6 y 8 dias), el incremento del in6culo fue irregular
(4,8 y 3,6 veces).

La figura 1 muestra los cambios morfologicos de
tripomastigotas de 7. cruzi incubados en medio LITB a
27 °C en condicion vertical y horizontal. En las primeras
8 a 12 horas ocurrio un acortamiento del cuerpo del
tripomastigota en ambas condiciones, manteniendo el
kinetoplasto redondo (flechas en 1/3 d y 1/2 d, vertical y
horizontal, respectivamente). En ambas condiciones, en
los dias 1 y 2 se apreciaron amastigotas tipicos de formas
ovaladas y redondas con kinetoplasto en barra (flechas en 1
dy 2 d). Los amastigotas se mantuvieron como morfologia
predominante hasta el 8° dia en la condicion horizontal (8
d, horizontal) y los epimastigotas tipicos aparecieron desde
el 4° dia de incubacion (flecha en 4 d, vertical).

La tabla 3 muestra la resistencia al complemento durante
la epimastigogénesis de 7. cruzi incubados en medio LITB
a 27 °C en condicion vertical y horizontal. En condicion
vertical, el porcentaje de parasitos que resistid la accion
de complemento decrecio de 94,1% (dia 2) a 43,9% (dia
4) hasta ser menor que 1% (dia 12), simultaneo con el
incremento porcentual de formas epimastigotas sensibles
a complemento (Tabla 1). Los parasitos que no se lisaron
presentaron aspecto redondeado tipico de los amastigotas

Vertical

Horizontal

Figura 1. Cambios morfolégicos durante la transformacion de tripomasti-
gotas en epimastigotas de Trypanosoma cruzi (EPm6) en medio LITB a 27
°C en condicion vertical y horizontal. Los niimeros corresponden a tiempo
en dias. Coloracion de Giemsa-acida (1000 X).

resistentes al complemento. En la condicion horizontal, el
porcentaje deresistenciaalos2y4 dias fuealto(89,7y 84,5%,
respectivamente) y compatible con el predominio de formas
redondas resistentes a complemento (Tabla 2). A los 12 dias
disminuy¢ la resistencia (66,9%) con presencia de formas
redondas (73,8%) y metaciclicas (26,2%). Los parasitos
que no se lisaron presentaron aspecto redondeado tipico de
amastigotas y de metaciclicos, resistentes al complemento.
Esos porcentajes concordaron con la presencia de 44,2%
de formas redondas, 33,1% de epimastigotas y 22,7% de
metaciclicos, observados en la condicidon control incubados
con complemento inactivo (resultados no tabulados).

Las figuras 2 y 3 muestran los analisis por Western Blot
de los perfiles antigénicos revelados por el anticuerpo
IgY anti-AES durante la epimastigogénesis de 7. cruzi,
incubados en medio LITB a 27 °C en condicion vertical
y horizontal respectivamente. El perfil revelado por anti-



76 Graterol y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2013; 33:72-79

Tabla 3. Porcentaje de resistencia a lisis por complemento durante la
epimastigogénesis de Trypanosoma cruzi en medio LITB a 27 °C en
condicion vertical y horizontal.

Porcentaje de formas

Condicién de  Tiempo Resistencia

Incubacion (dias) (%) T R E M
+C +C +C +C

2 94,1 12,0 88,0 0 0

Vertical 4 43,9 0 100 0 0

12 <1 0 100 0 0

2 89,7 3,1 96,9 0 0

Horizontal 4 84,5 0 100 0 0
12 66,9 0 73,8 0 262

T=tripomastigotas; R=formas redondeadas y amastigotas; E=epimastigotas
y M=metaciclicos. Resistencia indica el porcentaje de las formas que no
se lisaron en presencia de complemento (+C). Los estadios tripomastigotas
sobrenadantes de células Vero, usados como control positivo de resistencia
a la accion del complemento activo, no se lisaron y los epimastigotas
de cultivo usados como control positivo de sensibilidad a la accion del
complemento, se lisaron en un 100%.

AES en los amastigotas (canales A, Figuras 2 'y 3) y en los
tripomastigotas y epimastigotas (canales T y E, Figuras 2 y
3) mostr6 que los amastigotas estan caracterizados por una
region de antigenos no resueltos por encima del marcador
de 150 kDa comun con los tripomastigotas (asterisco a la
derecha del canal A e izquierda canal T), una banda comtn
con los tripomastigotas (47 kDa, trazo a la derecha de los
canales A, Figuras 2 y 3), dos bandas comunes con los
epimastigotas y tripomastigotas (dupleta 70/65 y 42/40 kDa,
Mr i %
(kDa) * *
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Figura 2. Analisis por Western Blot de los antigenos de Trypanosoma cruzi
(EPm6) durante la diferenciacion de tripomastigotas en epimastigotas en
medio LITB a 27 °C en condicion vertical, revelados con IgY anti-AES
(1/1000) y conjugado anti-IgY peroxidasa (1/10.000). T=tripomastigotas;
E=epimastigotas y A=amastigotas. Los numeros 1, 2, 4, 6, 8 y 10
corresponden al tiempo de incubacion (dias) en el medio de diferenciacion.
Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kDa.
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Figura 3. Analisis por Western Blot de los antigenos de Trypanosoma cruzi
(EPm6) durante la diferenciacion de tripomastigotas en epimastigotas en
medio LITB a 27 °C en condicion horizontal, revelados con IgY anti-AES
(1/1000) y conjugado anti-IgY peroxidasa (1/10.000). T=tripomastigotas;
E=epimastigotas y A=amastigotas. Los numeros 1, 2, 4, 6, 8 y 10
corresponden al tiempo de incubacion (dias) en el medio de diferenciacion.
Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kDa.

triangulos a la derecha de los canales A, Figuras 2y 3) y cinco
bandas especificas de amastigotas (130, 110, 95, 80, y 52
kDa, puntas de flecha a la derecha de los canales A, Figuras
2 y 3), ausentes en los tripomastigotas y epimastigotas.
El analisis de los antigenos revelados por anti-AES en
parasitos procedentes del cultivo vertical mostré que con
el aumento del tiempo de incubacion, la banda de 70/65
kDa se mantuvo con alta intensidad mientras la de 42/40
kDa perdié intensidad (triangulos a la izquierda del canal
1, Figura 2). Tres de los antigenos amastigota-especificos
se revelaron en parasitos incubados por 1 dia (130, 110 y
80 kDa, trazos a la derecha del canal 1, Figura 2) y no se
revelaron a partir del dia 2 de la incubacion. En parasitos
procedentes del cultivo horizontal, el mismo analisis mostr6
que las bandas antigénicas comunes a los tres estadios
(70/65 y 42/40 kDa, canales 1 a 10, Figura 3) tuvieron un
comportamiento similar al observado en parasitos derivados
del cultivo vertical (Figura 2), en contraste con lo observado
para las bandas especificas de los amastigotas ubicadas por
encima del marcador de 75 kDa. En parasitos del dia 1, anti-
AES revel6 cinco bandas antigénicas transitorias (140, 120,
105, 85y 78 kDa, trazos a la izquierda del canal 1, Figura 3)
cuyas masas moleculares no coincidieron con las observadas
en tripomastigotas, epimastigotas ni amastigotas. A partir
del dia 2 de incubacion, anti-AES revel6 tenuemente dos
antigenos especificos de amastigotas que incrementaron su
intensidad progresivamente con el tiempo de incubacion
(130 y 110 kDa trazos a la izquierda de los canales 2 a 10,
Figura 3), y a partir del 4° dia de incubacion se expres6 un
tercer antigeno especifico de amastigota (80 kDa trazos a la
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izquierda de los canales 4 a 10, Figura 3), que mantuvo su
expresion hasta el dia 10 de la incubacion.

Discusion

Se demostr6 que durante la epimastigogénesis in vitro,
los tripomastigotas de 7. cruzi se transforman en formas
redondas, bioldgicas y antigénicamente equivalentes al
estadio amastigota, antes de transformarse en epimastigotas,
y que su tiempo de persistencia es inverso a la altura del
medio sobrenadante en el cultivo.

La epimastigogénesis de 7. cruzi ocurre en el tracto
intestinal del vector al ingerir sangre infectada con T
cruzi y se ha simulado in vitro en sangre heparinizada y
hemocultivos incubados a temperatura ambiente. Factores
como estrés nutricional, temperatura y pH son inductores
de la morfogénesis de 7. cruzi in vitro y actian sobre
estadios competentes del parasito [23]. Nuestros resultados
confirmaron que la epimastigogénesis se dispara por
la caida de temperatura, con la presencia de eventos
tempranos y tardios. Los eventos tempranos se caracterizan
por la aparicion de formas redondas que no se multiplican
precediendo la transformacion hacia epimastigota [12],
mientras que los eventos tardios corresponden a la presencia
de epimastigotas que se multiplicaron siguiendo una curva
de crecimiento igual a los cultivos axénicos [1,12].

Para excluir el papel del polimorfismo de los
tripomastigotas sanguineos, se trabajo con tripomastigotas
tipo-hematico derivados de cultivos de células Vero y se
ensayaron dos condiciones de incubacion, colocando igual
volumen de medio y similar inoculo en tubos conicos
con una altura del medio de 83 mm (condicion vertical)
y en placas de poliestireno con 3 mm de altura del medio
sobrenadante (condicion horizontal). El cultivo vertical
representa condiciones de menor tension de oxigeno
disuelto (TOD) y mayor densidad de poblacion (nimero
de parasitos/area) y el cultivo horizontal la condicion de
mayor tension de oxigeno disuelto y menor densidad de
poblacion. En la condicion vertical, los eventos tempranos
fueron de corta duracién (2 dias) y los tardios se iniciaron
al cuarto dia con un incremento de 12,5 veces el indculo al
final del octavo dia de incubacion (Tabla 1). En contraste,
en la condicion horizontal los eventos tempranos fueron de
larga duracion incrementandose la transformacion a formas
redondas hasta el 4° dia, sin incremento del indculo, el cual
aumento apenas 4,0 veces al final del 8° dia de incubacion
(Tabla 2). La comparacion morfologica de los parasitos
confirm¢ las evidencias de las tablas 1 y 2, mostrando que la
transformacion hacia la morfologia tipica del epimastigota
ocurre mas rapidamente en el cultivo vertical (4° dia) que
en el horizontal (8° dia) y que la morfologia de las formas
redondas son tipicas de los amastigotas con kinetoplasto en
barra y ausencia de flagelo (Figura 1).

En contraste con la abundancia de trabajos de 7. cruzi
cultivados en tubos o fiolas (condicion vertical), donde el
parasito crece segun una curva sigmoidea [24], mostrando
que los grandes inoculos rapidamente agotan el medio y

entran en fase estacionaria [15], no se encontraron trabajos
de T. cruzi creciendo en placas con area grande y poca altura
del medio sobrenadante (condicion horizontal), que reporten
el efecto de la relacion volumen/area, papel de la tension
de oxigeno pericelular, ni efecto de densidad de poblacion.
Una aproximacion metodoloégica a la condicion horizontal
es el cultivo de células in vitro, las cuales no crecen en la
condicion vertical por cuanto la TOD es fundamental para
su crecimiento y sobrevivencia. Concentraciones de oxigeno
en el medio mas bajas que 2% de la tension de oxigeno
atmosférica, llevan al cese del crecimiento celular, mientras
que exceso de oxigeno disuelto en el medio (95%) es toxico
para células en cultivo [25]. Metzen et al. [26], reportaron
que, en células incubadas en placas de poliestireno, con una
altura del medio sobrenadante de 5,2 mm y mantenidas en
una atmosfera de aire 5% CO, (similar al cultivo horizontal
en nuestros ensayos), el oxigeno pericelular varia en
un amplio rango (110 y 0,2 mm de Hg) segun la tasa de
consumo de oxigeno de cada linea celular, proponiendo
que en esas condiciones las monocapas celulares estan
frecuentemente en hipoxia. En nuestros protocolos de
trabajo, la condicion vertical debe tener menor TOD que
en la condicion horizontal, donde la difusion de oxigeno
permite mayor cantidad de oxigeno disuelto. Por otra parte,
una aproximacion al estudio de densidad de poblacion lo
representan los protocolos de trabajo para el cultivo de
células adherentes Hela en envases de cultivo grandes (160
cm?) donde se establece que el indculo no debe ser mayor
a 288 células/mm’y que en la condicion de confluencia
(contacto célula-célula) se incrementa cuatro veces el indculo
(1150 células/mm?) [27]. En nuestros ensayos, se colocaron
1250 parasitos/mm*no adherentes con tamafios celulares 10
veces menores que las células Hela, y en fase temprana de
la epimastigogénesis no se incrementd el inoculo, lo que
indica que las monocapas de formas redondeadas no estaban
en la condicion de confluencia celular, y en consecuencia,
no hubo contacto amastigota-amastigota, contrario con el
cultivo vertical donde los parasitos sin flagelo sedimentan.
Nuestro disefio experimental no permitid concluir si el
factor disparador de la transformacion de los amastigotas
en epimastigotas es la TOD, el indice de densidad o
ambos factores. Sin embargo, sugiere que el incremento
en la duracion de los eventos tempranos no depende de la
interaccion célula-célula y podria estar determinado por una
mayor TOD en el medio. En ensayos pilotos incubando bajo
inoculo de epimastigotas en condicion horizontal, se observo
la aparicion de formas redondeadas a partir del 2to dia de
cultivo y alcanzaron un pico maximo de 63,9% al 8vo dia.
De ellas, mas del 80% fueron resistentes al complemento.
En la condicion vertical, solo se apreciaron epimastigotas
tipicos 100% sensibles al complemento durante toda la
curva de crecimiento (resultados no mostrados). Estas
evidencias apoyan la hipotesis de que una mayor TOD
alarga la duracion de las formas tipo-amastigotas en la
condicion horizontal, mientras que en la condicion vertical,
la mayor densidad de parasitos por area consume ¢l oxigeno
y acidifica el microambiente incrementando la hipoxia, y
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para sobrevivir el parasito se transforma rapidamente en
epimastigota, con una mitocondria grande y metabolismo
fermentativo alternativo.

El analisis de las propiedades bioldgicas de las diferentes
morfologias que aparecen durante la epimastigogénesis en
cultivo vertical y horizontal indica que las formas redondas
resistentes al complemento corresponden a amastigotas y
que en la condicion horizontal aparecen formas metaciclicas
caracteristicas por su morfologia y capacidad de resistir la
accion del complemento.

Los analisis de los eventos de diferenciacion molecular
confirmaron evidencias previas [12,23] mostrando que
los cambios morfologicos durante la epimastigogénesis
estan asociados a cambios en los perfiles proteicos y
glicoproteicos, diferentes en la condiciones vertical y
horizontal (resultados no mostrados). Los analisis por
Western Blot, usando anticuerpo anti-AES, confirmaron
que las formas redondeadas que anteceden la aparicion de
los epimastigotas, en términos antigénicos, son verdaderos
amastigotas. En la condicion vertical, los antigenos
amastigota-especificos se expresaron transitoriamente
(aparecieron el dia 1 y dejaron de expresarse posteriormente)
ver figura 2, mientras que en la condicion horizontal se
expresaron mas lentamente y se mantuvieron por mayor
tiempo, coincidiendo con los altos porcentajes de formas
redondas de esta condicion (Tabla 2). La deteccion de
antigenos de masa molecular diferente a los revelados en los
amastigotas, tripomastigotas y epimastigotas el primer dia
de incubacion en la condicion horizontal, pudiera ser debida
a un re-arreglo antigénico, previo a la expresion de los
antigenos especificos de amastigotas (Figura 3), que podria
haber ocurrido en la condicion vertical y ser visualizados
analizando los cambios antigénicos antes de las primeras 24
horas de la diferenciacion.

Aunque es prematuro proponer la existencia del
estadio amastigota en el ciclo natural de 7 cruzi en el
invertebrado, el estudio de la epimastigogénesis in vivo de
varias cepas de 7. cruzi evidencidé que la transformacion
de los tripomastigotas sanguineos hacia epimastigotas es
precedida por formas tipo amastigotas [28]. Es indudable la
utilidad de la simulacién in vitro para estudiar por qué los
tripomastigotas se transforman en formas tipo-amastigotas
antes de transformarse en epimastigotas.

En conclusion, los resultados de este trabajo demostraron
que las formas redondeadas resisten la lisis por complemento;
que los amastigotas preceden a los epimastigotas durante
la epimastigogénesis in vitro, y que la velocidad de
transformacion hacia epimastigotas depende de la altura
del medio sobrenadante en el cultivo con un tiempo de
permanencia inverso.

Las evidencias sugieren que ademas de la caida de la
temperatura, como disparador de la epimastigogénesis,
una baja tension de oxigeno disuelto y una alta densidad de
parasitos por area, aceleran el proceso de diferenciacion.
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