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MORFOGENESIS DE TRYPANOSOMA CRUZI: FACTORES RELEVANTES
PARA LA DIFERENCIACION IN VITRO
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RESUMEN

En este articulo nosotros revisamos el estado actual de la morfogénesis de Trypanosoma cruzi in vivo e in vitro examinan-
do los siguientes aspectos a) la definicion de estadio del parasito y el concepto de competencia, b) epimastigogénesis y
metaciclogénesis en el vector e inducida in vitro, ¢) amastigogénesis y tripomas-tigogénesis extra ¢ intracelular. Nosotros
enfatizamos el papel que juegan algunos factores que disparan los procesos de diferenciacion en condiciones axénicas.
Proponemos como hipoétesis que en los hospedadores vertebrado e invertebrado, la secuencia de eventos morfologicos son
equivalentes y solo difiere la velocidad en que ocurren en funcion de la temperatura microambiental.

ABSTRACT

In this article we review the current status of the morphogenesis of Trypanosoma cruzi in vivo and in vitro examining the
following aspects a) definition of developmental stages of the parasite and competence concept, b) epimastigogenesis and
metacyclogenesis in the vector and induced in vitro, ¢) amastigogenesis and trypomastigogenesis extra and intracellular.
We emphasize the role of some factors that in axenic conditions trigger the differentiation processes. We hypothesize that
the sequence of morphological events in the invertebrate and vertebrate host are equivalent and that they differ only in the

speed in which the differentiation processes occur in function of the environmental temperature.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas es problema de Sa-
lud Publica en Centro y Sudamérica. Se estima
entre 16 y 18 millones la poblacion infectada y
en 100 millones la poblacion expuesta a riesgo
de contraer la enfermedad OPS/OMS, 2004). La
enfermedad es causada por Trypanosoma cruzi,
un protozoario de la Familia Trypanosomatidae
el cual cierra su ciclo en la naturaleza en dos
hospedado-res diferentes: uno invertebrado, repre-
sentado por insectos reduvideos de la sub-Familia
Triatominae y otro vertebrado representado por
mamiferos como el hombre, animales domésticos
y silvestres. Aun cuando se ha reportado la evo-
lucion intracelomica de 7. cruzi en el triatomino

(Lacombe, 1980), las morfologias observadas en
los hemocitos y células de los tubulos de Malpigi
de los insectos parecen ser parte de fases del ciclo
esporogonico y esquizogdénico de microscopiridios
que infectan a esos triatominos (Zeledon, 1999).
T. cruzi puede cerrar su ciclo completo en el hos-
pedador vertebrado, particularmente en didelfidios
(Deane y col., 1984; Urdaneta-Morales y Nironi,
1996). Se ha propuesto que la presencia de epimasti-
gotas y metaciclicos en las glandulas anales del Opo-
sum responden a un mecanismo de escape del parasito
en el hospedador vertebrado (Lenzi y col., 1984). Con
las excepciones referidas, se acepta que el ciclo
de T cruzi ocurre entre invertebrados y verte-
brados, presentando cuatro estadios dominantes,
identificados como epimastigotas, tripomastigotas
metaciclicos, amastigotas y tripomastigotas sangui-
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neos. En cada hospedador, el parésito se multiplica
y transforma mediante varias morfologias o esta-
dios cuyas propiedades biologicas son distintas y
se localizan en microambientes diferentes. El ciclo
se inicia con los tripomastigotas metaciclicos excre-
tados por el insecto, los cuales invaden la células
del vertebrado y se transforman en amastigotas;
éstos se multiplican y transforman en tripomasti-
gotas sanguineos que luego abandonan la célula
para invadir nuevas células y mantener la infeccion
del vertebrado, repitiendo el ciclo amastigotas-
tripomastigotas. Alternativamente, cuando los tripo-
mastigotas sanguineos son ingeridos por el vector
se transforman en epimastigotas y posteriormente
en tripomastigotas metaciclicos. Esta secuencia de
eventos y estadios atin se mantiene desde la prime-
ra descripcion del ciclo completo hecha por Dias
(1934). La facil identificacion morfologica de los
estadios de 7. cruzi, permiten emplearlo como mo-
delo en estudios de morfogénesis para identificar
factores microambientales que disparan diferencia-
cion. La simulacion de los procesos de diferencia-
cion que ocurren durante el ciclo vital de 7. cruzi
in vitro y particularmente en condiciones axénicas,
evita las complicaciones de mantenimiento de hos-
pedadores intermediarios y definitivos en el labora-
torio. Ademas, permite producir cantidades masivas
de cada uno de los estadios ttiles para estudios
bioquimicos, fisiologicos y antigénicos. En este
articulo se presenta una vision de los factores re-
levantes para la diferenciacion in vitro del parasito,
basada en investigaciones propias en condiciones
axénicas y una breve revision de la literatura espe-
cifica del tema.

Los estadios del ciclo vital y el concepto de
competencia.

Para analizar la morfogénesis de 7. cruzi en
condiciones axénicas, se necesita fijar posicion so-
bre cuantos son los verdaderos estadios del ciclo
tomando criterios mas alld que la forma general
del parasito, posicion del kinetoplasto en relacion
al ntcleo y la region de emergencia del flagelo.
Se aceptan tres morfologias que son epimastigo-
tas, tripomastigotas y amastigotas y cuatro estadios
(Brener, 1973), considerando que los tripomastigo-
tas metaciclicos y sanguineos corresponden a dos
estadios diferentes en base a sus propiedades biold-
gicas, caracteristicas metabolicas y expresion génica

y antigénica. Si bien existen excelentes revisiones
que refieren las denominaciones dadas a las morfo-
logias y contribuyen a dilucidar aspectos del ciclo
vital de 7. cruzi (De Souza, 1984; 1999; 2002); sin
embargo, todavia existen aspectos que se mantienen
controversiales o desconocidos (Tyler y Engman,
2001). Se han descrito formas de transicion entre
estadios tanto en los hospedadores vertebrado e
invertebrado como en los medios de cultivo los
cuales parecen ser verdaderos estadios en base a
su expresion génica, propiedades biologicas y di-
ferencias morfologicas, metabdlicas y antigénicas
(Faucher y col., 1995; Almeida de Faria y col.,
1999; Kollien y Schaub, 2000; Tonelli y col., 2004;
Bourguinon y col., 2006).

Antes de estudiar a nivel molecular un estadio
obtenido in vitro, nuestro equipo toma en consi-
deracion el cumplimiento por parte de ese estadio
de los pardmetros parasitologicos establecidos en
el ciclo natural del parasito. Cumpliendo con esa
premisa, aceptamos la existencia de cuatro estadios
fundamentales en el ciclo axénico de 7. cruzi, los
cuales estan definidos por criterios tales como una
morfologia tipica, su localizaciéon, la procedencia
del estadio y las propiedades biologicas En conse-
cuencia, el estadio epimastigota corresponde a una
morfologia equivalente a la presente en el intestino
medio del insecto, producido en medios de cultivo
axénicos a temperatura ambiente, procedente de
tripomastigotas sanguineos, con capacidad repli-
cativa, no invade activamente células, no resiste
la digestion macrofagica ni la accion del comple-
mento. En este sentido los epimastigotas presentes
en el sobrenadante de cultivos de células a 37°C,
derivados de amastigotas o presentes en el interior
celular, pueden representar formas de transicion
entre estadios 6 formas accidentales ttiles para la
sobre-vivencia del pardsito en microambientes aje-
nos a su condicion natural. Se establece como esta-
dio metaciclico aquella (morfologia tripomastigota
equivalente a la presente en la porcion final del
intestino recto del vector), que aparece en la fase
estacionaria de cultivos envejecidos o su equivalen-
te a temperatura ambiente, procedente de epimasti-
gotas, sin capacidad multiplicativa, invade activa o
pasivamente y coloniza células, resiste la digestion
macrofagica y la accion del complemento. En con-
secuencia, formas tripomastigotas finas derivadas
de cultivos celulares in vitro a 37°C y de inicio de
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infeccion del vertebrado, no se corresponden con el
estadio metaciclico. Se admite como estadio amas-
tigota aquella morfologia equivalente a la presente
en el interior celular que aparece en cultivos celu-
lares o acelulares a 37 °C de temperatura, procede
de tripomastigotas metaciclicos o tripomastigotas
sanguineos, resiste la accion del complemento, no
invade activamente las células pero si es fagocitado
por cualquier célula, evade la digestion macrofa-
gica y tiene capacidad multiplicativa intracelular.
En consecuencia, formas circulares o redondeadas
vacuoladas derivadas de epimastigotes envejecidos
o inducidas por agentes quimicos sin capacidad
multiplicativa, no son amastigotas verdaderos y ge-
neralmente aparecen como formas degenerativas en
respuesta a microambientes adversos. Se considera
estadio tripomastigota hematico aquella morfologia
tripomastigota equivalente a la presente en la san-
gre del verte-brado que aparece en sobrenadantes
de cultivos celulares in vitro a 37 °C, procede de
amastigotas, sin capacidad multiplicativa, invade
activamente la célula y la coloniza, resiste la ac-
cion del complemento y evade la digestion macro-
fagica y puede continuar el ciclo en el hospedador
invertebrado.

Nuestro grupo de trabajo aborda el estudio de
la morfogénesis de 7. cruzi inducida in vitro en
condiciones axénicas ajustado a dos premisas fun-
damentales: a) la induccion de estadios se basa en
el concepto de competencia definido por Deane y
col. (1984) quienes propusieron que multiplicacion
y diferenciacion son procesos excluyentes donde la
transformacion morfologica garantiza la entrada y
transporte del pardsito en su hospedador alternativo,
para lo cual, parte de la poblacion se compromete
haciéndose competente para el nuevo habitat; y b)
que los estadios obtenidos cumplan con los para-
metros parasitologicos previamente definidos antes
de ser estudiados a nivel peptidico, glicopéptidico y
antigénico.

Epimastigogénesis en el vector e inducida
in vitro

Los eventos de transformacion de 7. cruzi que
ocurren en el invertebrado a temperatura ambiente
se inician en la porcion anterior del intestino del
insecto con la ingestion de formas tripomastigotas
sanguineas. Por extensiéon de la nomenclatura usa-

da para otros procesos de diferenciacion, algunos
autores denominan este proceso como epimastigo-
génesis (Rondinelli y col., 1988). En revisiones
recientes del ciclo vital del parasito en el inverte-
brado (De Souza, 1999; 2002) se asume que en el
estomago intestino medio anterior) del triatomino,
la mayoria de los tripomastigotas sanguineos se
transforman en epimastigotas y algunas formas re-
dondeadas (Zeledon y col.,, 1997). Brack (1968),
propuso la presencia de una morfologia tempra-
na describiéndola como una forma redondeada
con flagelo esferomastigota) “forma de espatula o
forma de gota”, la cual se transforma en epimas-
tigota corto multi-plicante, el cual se diferencia a
esfero-mastigota 6 a epimastigota largo, este ultimo
con pérdida de la capacidad replicativa. Formas
redondeadas fueron también reportadas por Brener
(1972) y confirmadas por Petana (1972), descri-
biendo la existencia de agregados de amastigotas
intercomunicados, presentes en el intestino anterior
del insecto y sugiriendo probable intercambio ge-
nético.

Kollien y Schaub (2000), consideraron que al
momento de la ingesta sanguinea, los parasitos son
expuestos a la saliva, enzimas digestivas y fuertes
cambios en factores como temperatura, osmolaridad
y suplemento de nutrientes. Adicionalmente hay fac-
tores hemoliticos en el estdmago de R. prolixus que
pueden afectar a 7. cruzi (Azambuja y col., 1983,
1989). Asi, un clon resistente a lisis como el Dm28c,
mantiene mayores niveles de infeccion que un aislado
mas sensible como la cepa Y (Mello y col., 1996).
Ademas, en el estomago de R. prolixus se demostrd
la existencia de una aglutinina, la cual ejerce su efecto
sobre el clon Dm28c y no sobre la cepa Y (Ratcliffe
y col, 1996). En el establecimiento de la infeccion
del insecto con 7. cruzi, se han implicado otros fac-
tores como el papel de fragmentos de hemoglobina
bioactivos (Garcia y col., 1995), ayuno prolongado
del insecto (Kollien y Schaub, 1998b) y mas reciente-
mente, la liberacion de hormonas por parte del sistema
endocrino del triatomino (Azambuja y col., 2004).
Algunos autores como Garcia y Azambuja (1991),
proponen que los tripomastigotas sanguineos se
pueden diferenciar directamente en epimastigotas,
esferomastigotas y amastigotas, y que todos ellos
se transforman en epimastigotas. Kollien y Schaub
(1998a, 1998b), muestraron evidencias indicando
que los esferomastigotas representan una condicion
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de adaptacion del flagelado a las condiciones de
estrés y que en condiciones de riqueza nutricional
por ingesta sanguinea reciente en insectos some-
tidos a acentuado ayuno se incrementa significa-
tivamente una rara morfologia identificada como
células gigantes, generadas por division multiple y
acelerada de esferomastigotas y formas en gota,
las cuales producen formas epimastigotas antes de
diferenciarse en metaciclicos. Posteriormente plan-
tean que de la poblacion total de tripomastigotas
ingeridos por el vector, algunos se transforman
directamente en epimastigotas y otros pasan por
un proceso adicional donde adquieren formas re-
dondeadas con flagelo libre esferomastigotas). Estos
esferomastigotas pueden transformarse en epimas-
tigotas cortos, con capacidad replicativa que per-
manecen en el estbmago 6 en epimastigotas largos
que aparentemente no se dividen y se dirigen a
la porcion final del tracto intestinal, pudiendo ob-
servarse a lo largo del tracto intestinal del insecto
hasta dieciocho morfologias diferentes (Kollien y
Schaub, 2000).

Tyler y Engman (2001) revisaron el ciclo vital
de T cruzi y en relaciéon a los eventos morfolo-
gicos que ocurren durante la epimastigogénesis
plantearon que el insecto ingiere una poblacion
pleomorfica constituida de tripomastigotas finos,
gruesos e inclusive amastigotas, que los tripo-
mastigotas se transforman en amastigotas y que es
a partir de éstos que ocurre la diferenciacion hacia
epimastigotas. Los amastigotas se agrandan y ex-
tienden su flagelo esferomastigotas), el cuerpo celu-
lar y flagelo se alargan cuando la densidad celular
incrementa, alcanzando la forma tipica del epimas-
tigota. In vitro, la transformacion del amastigota
en epimastigota alargado, parece ser reversible y
dependiente de la concentracion de glucosa (Tyler
y Engman, 2000). Ellos destacan que en medios
axénicos, las formas esferomastigotas descritas
por otros autores aparecen tanto al inicio de la
fase log como en la fase estacionaria tardia y que
éstas, no se corresponden con los esferomastigotas
observados por Kollien y Schaub (1998a), ya que
en medio axénico las formas redondeadas al inicio
son en realidad formas epimastigotas redondeadas
con flagelo corto, producto de la presencia de glu-
cosa en el medio y que la reducciéon de glucosa
conduce a verdaderos epimastigotas, los cuales en
la fase estacionaria se transforman en metaciclicos.

Es evidente que no hay acuerdo en la secuencia
de eventos morfologicos que ocurren durante la
epimastigogénesis y que sin duda, la constitucion
genética del aislado y los factores dependientes del
triatomino juegan un papel importante para com-
prender la complejidad de los eventos que ocurren
durante este proceso de diferenciacion.

La simulacion de los eventos que ocurren a
lo largo del ciclo vital de 7. cruzi en condiciones
axénicas, son de utilidad para conocer el papel
de factores tanto dependientes del parasito como
microambientales. Se acepta que la caida de la
temperatura dispara la epimastigogénesis por las
evidencias que se observan en los hemocultivos.
Si bien es indudable la importancia de la tem-
peratura, vale la pena resaltar que en cultivos de
células a 37°C es comiin observar como las formas
tripo-mastigotas y amastigotas se transforman en
epi-mastigotas (De Souza, 1984). En contraste con
la abundante informacion encontrada en el inverte-
brado, son pocos los trabajos que estudian los fac-
tores que determinan la epimastigogénesis in vitro.

Recientemente, trabajando con tripomastigotas
tipo hematico de 7. cruzi incubadas por tiempos
diferentes a 27 °C en medios de cultivo, nuestro
grupo analiz6 el papel de un gradiente de tensio-
nes de oxigeno sobre los cambios morfologicos
que ocurren durante la cinética de transformacion
encontrando que los eventos de diferenciacion que
ocurren en condiciones de alto y bajo tenor de oxi-
geno 2.5 y 83 mm, respectivamente) son diferentes.
En alto tenor de oxigeno predomina las formas
redondeadas sin flagelo, mientras que en bajo tenor
de oxigeno rapidamente aparecen los epimastigotas
tipicos y que las formas redondeadas de ambas
condiciones son resistentes a la actividad del com-
plemento. Las condiciones extremas se identificaron
como epimastigogénesis horizontal (alto tenor de
oxigeno) y vertical (bajo tenor de oxigeno) (Con-
treras y col. 2005). El analisis de los cambios mor-
fologicos, peptidicos, glicopeptidicos y antigé-nicos
durante la epimastigogénesis vertical mostrd una
morfologia de transicion asociada a cambios mole-
culares entre el tripomastigota y el epimas-tigota y
que antes de completar su diferenciacion morfologi-
ca se expresan proteinas, glicoproteinas y antigenos
caracteristicos del estadio epimastigota, sugiriendo
que la expresion génica antecede la diferenciacion
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morfologica (De Lima y col., 2005). Similares re-
sultados fueron obtenidos trabajando con un medio
semidefinido quimicamente. El andlisis de las pro-
teasas durante la epimastigogénesis vertical mostro
que se expresan diferencialmente con aumento signi-
ficativo de la actividad de cistein proteasas, mientras
que las metaloproteasas solo se expresaron una vez
culminada la diferenciacion publicacion en prepara-
cion). El estudio de la epimastigogénesis horizontal
mostré que la morfologia de transicion amastigota)
se mantiene por un tiempo mucho mayor que en
la condicion vertical, la cual también esta asociada
a perfiles peptidico, glicopeptidico y antigénico de
transicion, completandose la diferenciacion molecular
hacia epimastigotas mas tardiamente.

El estado actual de la epimastigogénesis de T
cruzi indica que es una area de investigacion que
demanda mayores estudios por cuanto no solo la
caida de temperatura parece determinar este proceso
de transformacion. Es evidente que la simulacion in
vitro no esta tomando en consideracion una serie de
factores que se intuye sean importantes en el vector,
como son que la diferenciacion estd ocurriendo en
un ambiente con alta viscosidad y densidad, pobre
en glucosa y altamente hipertonico ya que en las
primeras cuatro horas, el intestino del insecto elimi-
na mas del 50% del agua de la ingesta sanguinea y
la glucosa sanguinea es completamente absorbida en
las primeras 12 horas de digestion del triatomino.

Metaciclogénesis en el vector e inducida in
vitro.

El ciclo vital de 7. cruzi inicialmente propuesto,
dividia el ciclo en el invertebrado en tres fases:
una estomacal, con transformaciones evolutivas
poco acentuadas; una fase intestinal donde los para-
sitos se transforman en epimastigotas que se multi-
plican activamente, y una fase rectal en la cual los
epimastigotas de menor tamafio se adhieren a las
crestas quitinosas de la porcion final del tracto in-
testinal donde se generan los tripomastigotas meta-
ciclicos infectivos. La secuencia de eventos de la
metaciclogénesis en el vector, tiene dos enfoques:
a) que los metaciclicos se derivan directamente de
epimastigotas (Brumpt, 1912); y b) el de Elkeless
(1940), que describe en cultivo y en triatominos,
(la génesis de los metaciclicos a partir de elemen-
tos redondeados amastigotas de 2% orden y micro-

amastigotas). Esta observacion fue confirmada por
Brack (1968), proponiendo que los metaciclicos se
derivan de los esferomastigotas. Alvarenga y Bre-
ner (1978), analizaron estos eventos en el vector y
concluyeron que los metaciclicos podian derivarse
de epimastigotas o de esferomastigotas, conclusion
confirmada posteriormente por otros autores (Gar-
cia y Azambuja, 1991). La ruta de metaciclogéne-
sis mas estudiada es la transformacion directa de
epimastigotas en metaciclicos; sin embargo, hay
evidencias que indican que los metaciclicos pue-
den derivarse en el triatomino de esferomastigotas
y mas raramente a partir de divisiones desiguales,
formas tipo-anillo y células gigantes las cuales no
han sido investigadas en profundidad (Kollien y
Schaub, 2000) y donde deben participar multiples
factores.

En los primeros intentos de inducir la metaciclo-
génesis en condiciones axénicas, se propuso que en
medios envejecidos este proceso podia dispararse
por la acumulacion de un metabolito durante el
crecimiento del epimastigota (Camargo, 1964). En
la busqueda de factores disparadores de la meta-
ciclogénesis se emplearon extractos de lepidopte-
ros y triatominos (Wood y Pipkin, 1969; Wood y
Sousa, 1976), cambios en el tenor de glucosa en
los medios, modificaciones de pH y del tenor de
CO, (Céceres y Fernandes, 1976; Adroher y col,
1988; Ucros y col., 1983) encontrandose que esos
factores contribuian al proceso de metaciclogénesis.
Posteriormente, usando un medio quimicamente
definido que simula la orina artificial del triatomi-
no Medio TAU) suplementado con L-Prolina, se
demostré6 que la escasez nutricional actia como el
factor desencadenante de la diferenciacion (Con-
treras y col., 1985a, 1985b), confirmado por Homsy
y col. (1989) y por Krassner y col. (1990a, 1990b),
quienes ademas demostraron la importancia de
cationes mono y divalentes en el microambiente
para asegurar el proceso de diferenciacion. Hay
evidencias indicando que péptidos residuales de la
hemoglobina actian sobre un receptor en los epi-
mastigotas y activan la formacion de AMPc que
desencadena la metaciclogénesis (Fraindenraich y
col., 1993), lo que debe tener importancia para la
diferenciacion en el vector. Es un hecho conocido
que cepas de T cruzi mantenidas por largo tiem-
po en cultivo atentian su virulencia y reducen su
capacidad de producir metaciclicos espontaneos en
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cultivos e inducidos in vitro (Chiari, 1975; Con-
treras y col., 1998). Siendo la metaciclogénesis un
proceso de diferenciacion que garantiza el mante-
nimiento del parasito en la naturaleza, no deben
existir aislados sin capacidad de metaciclogenizar;
lo que indica la importancia de las condiciones de
mantenimiento de los parasitos en el laboratorio
para obtener estadios equivalentes a los naturales.
Recientemente nuestro grupo encontrd que cepas
mantenidas por largo tiempo en cultivo, cuando
fueron crecidas en medios con alto y medio tenor
de glucosa, presentaron un consumo mas acelerado
de la glucosa del medio y ausencia de metaciclicos
espontaneos; contrastando con el comportamiento de
cepas y clones mantenidos por pases alternos triato-
mino/vertebrado, lo que confirma la adaptacion del
parasito al medio de cultivo. Se encontré ademas,
que la competencia de los epimastigotas para me-
taciclogenizar estd relacionada con la capacidad de
producir amoniaco al final de la fase expo-nencial
del crecimiento, la cual se pierde por mantenimien-
to prologado en cultivo y es revertida cultivando
los parasitos en medios con bajo tenor de glucosa
restituyéndose concomitantemente la capacidad me-
taciclogenizante De Lima y col., (en preparacion).
Este hallazgo permite explicar la ausencia de meta-
ciclicos espontaneos en los cultivos y su extension
practica es que facilita la produccion masiva de
metaciclicos al incrementar el rendimiento en ex-
perimentos de metaciclogénesis inducida in vitro en
condiciones quimicamente definidas.

Actualmente los estudios de metaciclogénesis de
T cruzi estan orientados en la caracterizacion de
proteinas liberadas durante el proceso de diferen-
ciacion (Duschak y col., 2006), conocer los meca-
nismos involucrados en regulacion de la expresion
génica que ocurren cuando el epimastigota no
infectivo se transforma en metaciclico infectivo y
las implicaciones de este evento en la enfermedad
de Chagas (Krieger y col., 1999; Rodrigues-Avila
y col., 2003; Yamada-Ogatta y col., 2004). En este
nivel de analisis es de fundamental importancia que
los metaciclicos obtenidos in vitro sean fidedignos
con los obtenidos en la orina del vector.

Amastigogénesis intracelular y extracelular

La transformacion tripomastigota metaciclico o
sanguineo de 7 cruzi en amastigota (amastigogé-
nesis) ocurre intracelularmente en el vertebrado

a 37 °C, desconociéndose si el proceso es igual
para ambos tripomastigotas. Dvorak (1975), estu-
di¢ in vitro el ciclo del parasito en el vertebrado,
la comparacion de tripomastigotas tipo-hematico y
metaciclicos no mostr6 diferencias significativas.
El autor dividio los eventos en cinco etapas: a)
una fase de penetracion de la célula; b) una de
reorganizacion de los tripomastigotas en amastigo-
tas; c¢) una de reproduccion del amastigota; d) una
de diferenciacion del amastigota en tripomastigota;
y e) una fase final de escape de los tripomastigo-
tas. En consecuencia a la asincronia de los eventos
anteriores, pueden quedar amastigotas y formas en
transformacion secuestrados dentro de restos ce-
lulares. Estas fases han sido estudiadas en detalle
encontrandose que cada una de ellas es el producto
de una secuencia de eventos altamente complejos
donde participan activamente el parésito y la célula
como se detalla en la revision de De Souza (2002).
También se ha demostrado que en el proceso de
multiplicacion de amastigotas participan proteasas
del parasito y que este proceso puede ser bloquea-
do con inhibidores especificos (Meirelles y col.,
1992; Cazzulo y col., 1994).

La observacion de formas redondeadas de T
cruzi en algunos hemocultivos y en el intestino
anterior de insectos recientemente alimentados (re-
vision de Pan, 1975), identificados como formas
tipo-amastigotes amastigotes-like) dio pie a que ini-
cialmente la amastigogénesis extracelular fuese un
modelo profundamente cuestionado, particularmente
con la publicacion de protocolos para la obtencion
de "amastigotas" a temperatura ambiente en presen-
cia de células del insecto, hemolinfa o plasma de
diferentes animales (Wood y Pipkin, 1969; Lanar,
1979). La significacion bioldgica de la amastigogé-
nesis en estos protocolos de simulacion in vitro fue
determinada por la permanencia de los amastigotas
en repiques sucesivos a 37 °C y la di-ferenciacion
hacia tripomastigotas tipo hematico. Pan (1975)
refiere la obtenciéon de amastigotas replicativos
a 37 °C suplementando un medio quimicamente
semi-definido con altas concentraciones de vitami-
nas. Se cuestiona que en estos experimentos, los
indculos de partida usaron epimastigotas y un alto
porcentaje de amastigotas se logré de 8 repiques
sucesivos. Sin embargo, esos amastigotas dieron in-
feccion sub-patente en ratones e infectaron un bajo
porcentaje de células in vitro después de 7 dias a
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35,5°C. Lanar 1979), partiendo de tripomastigotas
sanguineos de 7. cruzi incubados a 28° C, en un
medio empleado en el cultivo de células embriona-
rias de insecto, al cabo de 48 horas obtuvo un alto
porcentaje de formas extracelulares redondeadas
con capacidad de multiplicarse, resistentes a la ac-
tividad litica del complemento, capaces de infectar
ratones a las cuales denomind "estafilomastigotas".
La obtencion de estos "amastigotas" a 28 °C y no
a 37 °C le resta significacion bioldgica, atin cuando
estudios posteriores demostraron que los estafilo-
mastigotas tenian tres polipéptidos dominantes en
su superficie, uno comun con los tripomastigotas
hematicos, otro comuin con los amastigotas y uno
especifico no presente en los otros estadios (Lanar
y Manning, 1984), lo que coincide con los eventos
de diferenciacion observados en nuestros trabajos
de epimastigogénesis.

Varios investigadores han reportado la diferen-
ciacion axénica de tripomastigotas hematicos en
amastigotas implicando a varios factores como
estimuladores de esa transformacion. Kimura y
col. (1978), partiendo de formas metaciclicas de
T. cruzi obtenidas de cultivo y tratadas con com-
plemento a 37 °C, obtuvieron amastigotas extra-
celu-lares al incubarlos a temperatura ambiente
en plasma reconstituido de rata, donde en algunas
cepas los amastigotas extracelulares dieron origen
a tripomastigotas tipo-hematico. Silva y col. (1984),
purificando metaciclicos de 7. cruzi cultivados en
medio LIT a 29 °C, obtuvieron esferomastigotas
por tratamiento en suero fresco de cobayo a 37
°C e inmediata transferencia en medio LIT a 29
°C, alcanzando un 100% de formas redondeadas
con capacidad multiplicativa al cabo de 8 dias.
Estos esferomastigotas fueron resistentes a comple-
mento y podian ser sub-cultivados indefinidamente
manteniendo su morfologia a 29 °C, durante el
sub-cultivo apreciaron formas epimastigotas y tripo-
mastigotas aunque en bajos porcentajes. Zaidenberg
(1985), demostré que medios sintéticos suplemen-
tados con plasma humano o de pollo y algunas de
sus proteinas inducen la transformacion de epimas-
tigotas hacia amastigotas extracelulares. Posterior-
mente, propuso la hipotesis que el ciclo de 7. cruzi
in vivo, tanto en el huésped infectado como en el
insecto vector esta regulado por una secuencia ge-
nética del parésito que sigue el orden epimastigota,
formas progresivas, tripomastigota, amastigota, for-

mas regresivas y nuevo ciclo (Zaindenberg, 2004).
El primer estudio sistematico mostrando la validez del
modelo de diferenciacion y el papel del ambiente aci-
do en la transformacion extracelular de tripomastigotas
en formas redondeadas semejantes a amastigotas fue
reportado por Kambara y col. (1990). Posteriormente,
Tomlinson y col. (1995), demostraron la relevancia
fisiologica de la caida de pH para inducir la transfor-
macion extracelular a 37 °C de tripomastigotes tipo
hematico en amastigotas, acompafiado a la expresion
de un antigeno de superficie estadio especifico equiva-
lente al expresado por amastigotas naturalmente trans-
formados.

Con el desarrollo de un protocolo para la ob-
tencion de amastigotas extracelulares a partir de
metaciclicos (Contreras y col., 2002) y la confirma-
cion de los resultados de Tomlinson y col. (1995),
nuestro grupo de trabajo propuso vias diferentes de
amastigogénesis: una identificada como amastigo-
génesis extracelular primaria (AEP) para inducir
amastigotas extracelulares a partir de metaciclicos y
otra identificada como amastigogénesis extracelular
secundaria (AES) para producir amastigotas extra-
celulares a partir de tripomastigotas tipo-hematico,
dejando implicita la existencia de amastigotas di-
ferentes en el ciclo de 7 cruzi. Esta propuesta
fue posteriormente confirmada por Navarro y col.
(2003) al demostrar que los amastigotas primarios
y secundarios difieren en su morfologia fina, ex-
presion génica y antigénica y en sus propiedades
bioldgicas al responder a protocolos de induccion
diferentes. Ambos amastigotas, resisten comple-
mento y colonizan macrofagos de perro y raton in
vitro e infectan animales de laboratorio. Un analisis
detallado en nuestras investigaciones indican que
ademds de la temperatura, otros factores juegan
papel determinante en la AEP tales como densidad
y viscosidad del medio, osmolaridad, tension de
oxigeno, adherencia, y presencia de un factor en el
suero el cual hace competente al metaciclico para
diferenciarse en amastigota, mientras que otros fac-
tores dentro de ciertos rangos fisiolégicos no tienen
el mismo peso para inducir la diferenciacion entre
ellos el pH acido y el tamafio de in6culo.

Tripomastigogénesis.

Los eventos de transformacion del estadio
amastigota en tripomastigota tripomastigogénesis)
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ocurren intracelularmente a temperatura de 37 °C.
Rodriguez y Marinkelle (1970) estudiando en célu-
las in vitro el origen del polimorfismo de los tripo-
mastigotas sanguineos, detallaron los tres procesos
descritos por otros autores por los cuales el amas-
tigota se transforma en tripomastigota y ellos son:
a) progresion directa donde el amastigota se alarga,
el cuerpo gira sobre su eje transversal llevando el
kinetoplasto y la insercion del flagelo hacia la parte
posterior formandose asi el tripomastigota sin pa-
sar por la morfologia epimastigota; b) progresion
indirecta, orbicular o desplegamiento por el cual
el amastigota forma un esferomastigota de mayor
tamafio con flagelo corto y una vacuola lateral en-
tre el nucleo y el kinetoplasto, la cual se abre for-
mando por desplegamiento un tripomastigota corto
y ancho sin pasar por la forma epimastigota y; c)
progresion por elongacion por el cual los amastigo-
tas se alargan formando un epimastigota, luego el
kinetoplasto se mueve desde la porcion anterior a
la posterior del cuerpo formando el tripomastigota.

Transformacion por elongacion es el proceso
universalmente aceptado para la tripomastigogé-
nesis, toma varias horas en las cuales ocurren cam-
bios en la organizacion general de la célula, en la
estructura del kinetoplasto y en el flagelo y existe
poca informacién sobre el estimulo que dispara
este proceso (De Souza, 2002). Zavala-Castro y
col. (1995), proponen que el incremento de AMPc
intracelular mediada por receptores betaadrenér-
gicos induce la tripomastigogénesis. Faucher y
col., (1995), dieron evidencias concluyentes sobre
la existencia de una forma tipo-epimastigota en
menos de 1% de las células infectada usando un
anticuerpo monoclonal especifico para epimastigo-
tas. Almeida de Faria y col. (1999), demostraron
la pre- sencia de una forma tipo-epimastigota tran-
sitoria como intermediario en la diferenciacion de
amas-tigotas a tripomastigotas, proponiendo iden-
tificarla como epimastigota intracelular el cual es
un estadio de transicion obligatorio cuyo tiempo de
permanencia en el citoplasma de la célula hospeda-
dora es dependiente de las condiciones medioam-
bientales. Mdas recientemente Tonelli y col. (2004),
trabajando con un linaje de células dependiente
de L-prolina cultivada a 33 °C lograron arrestar
la diferenciacion de amastigota en epimastigota
intracelular y restauraron su culminacion hacia tri-
pomastigota suplementando el medio con L-prolina,

demostrando por primera vez que la L-prolina es
un aminoacido esencial para la tripomastigogénesis
intracelular, avalado por el hecho que el pool inter-
no de este aminoacido es diferente en amastigotas
8.1 uM), tripomastigotas 3.8 uM) y epimastigotas
intracelulares 0.45 uM).

Tripomastigogénesis en condiciones axénicas
es el proceso de diferenciacion menos estudiado.
Pan (1971), reporta que trabajando con epimasti-
gotas crecidos en un medio conteniendo de plas-
ma de pollo fresco no inactivado) obtuvo un alto
porcentaje de tripomastigotas tipo-sanguineo a las
48 horas de incubacion a 35.5 °C. El autor asocid
este resultado a la presencia de factores promotores
de tripomastigogénesis mas que a la temperatura
por cuanto podian obtener a menor temperatura
29.5 °C) un alto porcentaje de tripomastigotas en
el primer sub-cultivo siempre y cuando estuviera
presente el plasma de pollo. Kimura y col. (1978),
tra- bajando con formas metaciclicas de ocho ce-
pas diferenciadas en amastigotas en medio LIT a
27 °C, reportaron que las cepas bajo ciertas con-
diciones se transforman en tripomastigotas cortos
y gruesos los cuales son morfoldgicamente dife-
rentes de los tripomastigotas metaciclicos. Ellos
propusieron que cambios bioquimicos progresivos
en el medio, ain desconocidos o la influencia de
las condiciones previas de mantenimiento de la
cepa podrian eventualmente ser responsables por la
aparicion o no de tripomastigotas tipo sanguineo.
Rondinelli y col (1988), reportaron la obtencion del
ciclo completo de 7. cruzi en condiciones axénicas
a 29 °C. Ellos obtuvieron esferomastigotas a partir
de formas metaciclicas y reportaron que la epimas-
tigogénesis y la tripomastigogénesis podian inducir-
la variando la concentracion del suero en el medio
de cultivo y la temperatura de incubacion. Los
autores concluyeron que la alta concentraciones de
suero y temperatura de 37°C inducen la tripomasti-
gogénesis y que factores del suero responsables por
la tripomastigogénesis se desconocen. Nuestro gru-
po, trabajando con amastigotas primarios y secun-
darios en medio MEMTAU no ha logrado inducir
tripomastigogénesis ya que los amastigotas prima-
rios cuando son mantenidos a 37 °C por varios dias
sin cambios de medio, siguen dos vias: la mayoria
de los amastigotas reducen su tamafio formando
microamastigotas y la otra parte forman agregados
de amastigotas multiplicativos que se transforman y
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multiplican en epimastigotas a 37 °C; mientras que
los amastigotas secundarios se transforman rapida-
mente en epimastigotas con igual comportamiento
biolégico que los derivados de amastigotas prima-
rios.

CONCLUSIONES Y NUEVA HIPOTESIS

De esta revision se puede concluir que es po-
sible simular los cuatro procesos de diferenciacion
epimastigogénesis, metaciclogénesis, amastigogéne-
sis y tripomastigogénesis en condiciones axénicas.
Sin embargo, la reproducibilidad de los procesos de
forma tal que sean equivalentes a los que ocurren
durante el ciclo vital natural de Trypanosoma cruzi
atn esta lejos de ser alcanzada por cuanto cada
proceso de diferenciacion parece ser el producto de
una sincronizacion en tiempo (estatus metabolico
o competencia del estadio) y espacio (condiciones
microambientales o factores) conformando una su-
matoria de procesos multifactoriales (factores endo-
genos y exogenos) que demanda un conocimiento
detallado de lo ocurre en el ciclo vital in vivo para
garantizar estadios bona fide. Con los avances en
gendémica y protedomica funcional, es posible que
a corto plazo se tengan respuestas que aseguran
una mejor comprension del ciclo de este parasito.
Los planteamientos revisados parecen indicar que
a) multiplicacién y diferenciacion son proceso ex-
cluyentes; b) cada estadio precedente debe estar
competente para diferenciarse; c) cada proceso no
representa una diferenciacion terminal; d) el factor
disparador de la diferenciacion del estadio compe-
tente esta representando un estrés microambiental

y; e) los eventos que ocurren en el invertebrado
y en el vertebrado son equivalentes. A manera de
corolario surge una hipotesis de trabajo que inclu-
ye las observaciones recientes indicando “que la
secuencia de eventos morfolégicos en el vector y
en vertebrado son equivalentes y difieren en la ve-
locidad del proceso de diferenciacion como funcion
de la temperatura”. Bajo esa hipotesis de trabajo, a
la temperatura del vector la secuencia morfologica
seria: tripomastigota hematico, amastigota extra-
celular, epimastigota extracelular, tripomastigota
extracelular 6 metaciclico, mientras que a tempera-
tura del vertebrado la secuencia seria tripomastigota
metaciclico y hematico, amastigota intracelular,
epimastigota intracelular, tripomastigota intracelular
6 hematico. La secuencia de diferenciacion en el
vector serian: amastigogénesis extracelular, epi-
mastigogénesis extracelular, metaciclogénesis ¢
tripomastigogénesis extracelular, y en el interior
celular seria: amastigogénesis intracelular, epi-
mastigogénesis intracelular, tripomastigogénesis
intracelular. Esta hipotesis deja abierta la posi-
bilidad de que los factores disparadores de dife-
renciacion sean comunes. A titulo de ilustracion
la dependencia de L-prolina en la transformacion
de epimastigotas intracelulares en tripomastigo-
tas es comun con la metaciclogénesis disparada
por estrés nutricional en medio TAU suplemen-
tado con ese aminoacido. En procesos de di-
ferenciacion similares, las familias génicas
que se expresan podrian diferir 6 no. Esta
concepcion de los eventos de diferenciacion
facilitaria nuevos abordajes para la busqueda
de factores disparadores de diferenciacion en
Trypanosoma cruzi.
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