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RESUMEN

Introduccidn. El protozoario parasito Trypanoso-
ma cruzi esta constituido por clonas y sus caracte-
risticas bioldgicas, bioquimicas y genéticas varian
entre ellas, de tal forma que las cepas de T. cruzi
que se encuentran distribuidas en un pais pueden
ser distintas respecto a estas caracteristicas.
Objetivo. Determinar caracteristicas biologicas
como porcentaje de metaciclogénesis in vivo e in
vitro, parasitemia en modelo murino y resistencia
natural al benznidazol en aislados mexicanos de
T. cruzi.

Materiales y Métodos. Se analizaron 5 aislados
de T. cruzi, provenientes de distintas regiones del
pais (Nayarit, Guerrero, Oaxaca, Veracruz y Cam-
peche). Se determino el grado de metaciclogénesis
in vitro en medio LIT y metaciclogénesis in vivo
en Triatoma dimidiata. La curva de parasitemia en
ratones Balb/c y la resistencia natural al benznida-
zol utilizando tripomastigotes sanguineos.
Resultados. La metaciclogénesis in vitro fue
diferente entre los aislados; resulté mas alta para
los provenientes de Oaxaca y Nayarit; las mas
bajas para los aislados de Campeche y Guerrero;
mientras que in vivo los aislados de Campeche, Ve-
racruz y Oaxaca tuvieron la metaciclogenesis mas
alta y la mas baja para los de Guerrero y Nayarit.
La parasitemia en raton fue muy similar entre ellos,
con excepcion del aislado proveniente de Nayarit

que fue baja. Se observo resistencia contra benz-
nidazol superior al 50% para todos ellos.
Conclusiones. Losaislados de T. cruzi aqui probados,
provenientes de diversas zonas geograficas del
pais, presentan caracteristicas bioldgicas diversas.
El porcentaje de metaciclogénesis difiere in vitro o
in vivo; la metaciclogenésis en T. dimidiata no es
mayor que 31%, independientemente del aislado
de T. cruzi.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, metaciclogeé-
nesis, benznidazol, cepas mexicanas

ABSTRACT

Biological characterization of isolated Mexican
of Trypanosoma cruzi: metaciclogenesis, para-
sitemia and resistance against benznidazol
Introduction. Trypanosoma cruzi has a multiclonal
constitution, a feature that influence in its biological,
biochemistry and genetic characteristics. In this
way the strains distributed in a country may have
their own profile.

Objective. To determine biological features such
as metaciclogensis in vitro and in vivo, parasitemia
in mice and natural resistance to benznidazol in
Mexican T. cruzi isolates.

Materials and Methods. Five T. cruzi isolates
coming from different zone of Mexico (Nayarit,
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Guerrero, Oaxaca, Veracruz y Campeche) were
studied. In vitro metaciclogenesis was determined
in LIT medium, in vivo metaciclogenesis in
infected Triatoma dimidiata, virulence in infected
Balb/c mice and natural resistance to benznidazol
using blood stream trypomastigotes.

Results. The metaciclogenesis in vitro was higher
for Oaxaca and Nayarit isolates, whereas for
the Campeche and Guerrero showed the lowest
meataciclogenesis rate. But in vivo the isolates
from Campeche, Veracruz y Oaxaca had higher
metaciclogenesis than Guerrero isolate. The
parasitemia in mice was similar among of them
with exception for Nayarit isolate showing low
parasitemia. Natural resistance to benznidazol was
above 50% in the five isolates.

Conclusions. Mexican T. cruzi isolates here tested
had different biological behaviour. The metaciclo-
genesis for each isolate differs in vivo or in vitro
assay. In T. dimidiata the metaciclogenesis was
below 30% independently of T. cruzi isolate.

Key words: Trypanosoma cruzi, drug resistance,
metaciclogenesis, Mexican isolates

INTRODUCCION

El parasito Trypanosoma cruzi esta con-
formado por una poblacion muy heterogénea de
individuos con un comportamiento clonal (1,2),
que dan origen a diversas cepas que se distribuyen
en distintas zonas geograficas. Las clonas que
mejor se adapten a la especie del insecto vector y
que tengan mayor capacidad de metaciclogénesis
seran las que puedan infectar mas eficientemente
al reservorio mamifero o al hombre; asimismo,
las de mayor virulencia en el hospedero mamifero
generaran parasitemias suficientes para asegurar
su paso al insecto vector transmisor (3-5).

En México, se ha observado que las
caracteristicas bioldgicas de los parasitos pueden
variar ampliamente entre ellas, como virulencia,
metaciclogénesis, zimodemos, esquizodemos
y perfiles antigénicos (6,7). Los trabajos
recientemente publicados sefialan ademas que la
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metaciclogénesis varia de acuerdo con el vector
involucrado, de tal forma que en Triatoma barberi
se puede generar hasta 76% de metaciclicos, en T.
pallidipennis 15% Yy en T. dimidiata 26% (8). Otra
caracteristica que también se ha observado que
varia es la concerniente a su virulencia en modelo
murino. Espinoza et al. (6) encontraron que, de 5
aislados mexicanos de T. cruzi probados en modelo
murino, tres de ellos poseian baja capacidad para
matar al animal en la fase aguda entre 25-30% y
los otros dos mataban entre 80-90% de los ratones.
Recientemente, se observo que la susceptibilidad
a la lisis por complemento y la resistencia contra
benznidazol in vitro de aislados mexicanos de T.
cruzi varian en funcion de la cepa, observandose
susceptibilidad a la lisis por complemento desde
50% a 99% y resistencia contra benznidazol desde
60% a 100% en la fase de epimastigote (9).

Se ha observado en Sudameérica que la resist-
encia contra benznidazol varia entre cepas e, incluso,
entre las clonas que conforman una cepa (10).

En México, se han llevado a cabo diversos
estudios para la identificacion del linaje de T. cruzi,
el cual se ha visto que pertenece al linaje 1 (9,11,12).
De los estudios publicados sobre resistencia contra
benznidazol, s6lo han sido probados en las formas
no infectivas del paréasito. Por todo ello, el objetivo
de este trabajo es aportar informacién complemen-
taria a la existente, analizando tres caracteristicas
importantes del parasito, como son su capacidad de
metaciclogénesis, su parasitemia en modelo murino
y la resistencia natural contra benznidazol en las
formas infectivas para el humano.

MATERIALES Y METODOS
Parasitos

Se utilizaron los siguientes aislados: INC1
aislado de un caso cronico con cardiopatia
chagasica (CCC) de Oaxaca, INC7 aislado de
paciente con CCC de Veracruz, INC9 aislado de
un paciente con CCC de Guerrero, Camp?7 aislado
de T. dimidiata en la cd de Campeche y Nayarit
aislado de T. picturata en la ciudad de Tepic, que de
acuerdo con la nomenclatura estandarizada serian:
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MHOM/MX/1994/INC1; MHOM/MX/2001/
INC7; MHOM/MX/2001/INC9; P/MX/2007/
Camp7, PIR/MX/0000/Nayarit, respectivamente.
Todos los aislados son conservados en cultivo LIT
(Liver Infusion Tryptose) y en raton con pases
periédicos.

Metaciclogénesis in vitro. Se deposito en
50 mL de medio de cultivo LIT un inoculo de
paréasitos equivalente a 50x10° epimastigotes de T.
cruzi, de los distintos aislados; esta suspension fue
incubada a 28°C y cada 48 h se tomaron alicuotas
para analizar en la cdmara de Neubauer las formas
epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi y
la cuenta total. Todo se realizé por triplicado.
No se consideraron las formas intermedias. Los
criterios fueron puramente morfoldgicos y tipo de
movimiento de los parasitos.

Metaciclogénesis in vivo. Se alimentaron 3
ninfas de Triatoma dimidiata sobre ratones pre-
viamente infectados con los diferentes aislados de
T. cruzi. Semanalmente se revisaron los triatomas
infectados con los diferentes aislados, para ello se
tomo una alicuota de las deyecciones recolectadas
y se realizo el conteo en un hemocitometro Neu-
bauer para identificar y cuantificar las formas epi-
mastigotes y tripomastigotes. Los criterios fueron
los mismos, anteriormente sefialados.

Curva de parasitemia. Se obtuvieron for-
mas metaciclicas de cultivo de cada aislado de T.
cruzi. Se infecto un lote de 5 ratones Balb/c via
intraperitoneal con una suspension de parasitos
que contuviera 5x10° formas metaciclicas. La
parasitemia se vigilé cada tercer dia y, para ello,
se obtuvo sangre periférica de la vena caudal del
raton. La cuantificacion de las formas sanguineas
de T. cruzi se realizé con el método Brener.

Susceptibilidad in vitro de Trypanosoma
cruzi a benznidazol y a violeta de genciana. A
partir de sangre de ratones infectados con los difer-
entes aislados de T. cruzi, se obtuvo la cantidad de

tripomastigotes sanguineos necesaria para realizar
el ensayo en microplaca. Se deposité un volumen de
sangre infectada con T. cruzi equivalente a 50,000
parasitos por pozo y se agregaron 2.5 uL de una
suspension de Benznidazol para tener una concen-
tracion final de 100mg/mL y cantidad necesaria de
medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
hasta completar un volumen de 250 pL. De igual
manera, en otros pozos de la placa, se agrego el
mismo volumen de sangre con parasitos requeridos
y medio RPMI, sustituyendo el benznidazol por 2.5
uL de solucion salina; éste fue el control negativo
del ensayo. Similarmente, el control positivo del
ensayo consistié en sangre conteniendo la misma
concentracion de parasitos y medio RPMI, pero
sustituyendo el benznidazol por 2.5 pL de violeta
de genciana. Se determino el porcentaje de sus-
ceptibilidad cuantificando el nimero de tripomas-
tigotes viables en las muestras con droga respecto
a su correspondiente control. Las observaciones
de realizaron a las 24 horas de cultivo. Todos los
ensayos se hicieron por triplicado.

Analisis estadistico. Se aplicd estadistica
descriptiva, a fin de obtener los valores prome-
dios para la representacion grafica de la cinética
de crecimiento de T. cruzi; asi también, analisis
de varianza con posprueba de Bonferroni, con
un intervalo de confianza de 95%, utilizando el
software Graphpad Prism version 4.0.

RESULTADOS
Metaciclogénesis in vitro

El crecimiento in vitro de T. cruzi manifesto
un comportamiento variable entre los diferentes
aislados. La fase estacionaria se ubicé hacia los
dias 10-12 de cultivo. La mayor concentracion de
parasitos alcanzada fue de 38x10° parasitos/ml y
correspondio al aislado procedente de Veracruz y
la mas baja fue de 12x10° parasitos/ml que corres-
pondid al aislado procedente de Campeche (datos
no mostrados). El porcentaje de metaciclogénesis
también fue diferente, dependiendo del aislado
en cuestion; asi, el aislado procedente de Oaxa-
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ca (INC1) alcanzo los porcentajes mas altos de
diferenciacion alrededor del 50%, mientras que
el procedente de Guerrero (INC9) experimentd
los més bajos, alrededor del 15% (Figura 1). Al
realizar un analisis estadistico para comparar si las
metaciclogénesis eran estadisticamente diferentes
en funcion del aislado, encontramos que efectiva-
mente hubo diferencia estadistica como se muestra
en la Figura 2, donde se observa que los aislados
Camp7 y Nayarit se parecen entre ellos, pero que
son diferentes al de Oaxaca (INC1) y Guerrero
(INC9), y el procedente de Veracruz (INC7) fue
muy diferente a todos los demas (p<0.05).
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Figura 1. Cinética de transformaciéon de tripo-
mastigotes metaciclicos en medio de cultivo LIT
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Figura 2. Comparacion de metaciclogénesis en cultivo de
distintos aislados de Trypanosoma cruzi

Metaciclogénesis in vivo

En el Cuadro 1, se observan los resultados
correspondientes al proceso de diferenciacion
morfologica de T. cruzi en el triatoma; en ella
los aislados procedentes de Veracruz (INC9) y
Campeche (Camp?7) presentaron el porcentaje mas
alto de diferenciacion hacia las formas metaciclicas,
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siendo alrededor de 30%; aunque todos los aislados
presentaron porcentajes de diferenciacion similares
en las tres primeras semanas de infeccion. Hacia
el dia 49, las diferencias entre los aislados fueron
mas evidentes y, al realizar una prueba de ANOVA
para comparar los resultados, observamos que los
aislados de Campeche y Veracruz se parecen entre
si y son diferentes de los demas; los procedentes
de Guerrero y Nayarit se parecen entre ellos y
son diferentes a los otros con un valor de p<0.05
(Figura 3).
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Figura 3. Comparacion de la metaciclogénesis en Tria-
toma dimidiata infectada con distintos aislados de Trypa-
nosoma cruzi

Curva de parasitemia

En los 5 aislados analizados, la presencia de
tripomastigotes circulantes en sangre periférica
se manifestd a partir del dia 10 postinoculacion
(Figura 4).
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Figura 4. Curva de parasitemia en ratones Balb/c inocu-
lados con distintos aislados mexicanos de Trypanosoma
cruzi
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Resultados de la metaciclogénesis en Triatoma dim?(:jlijgtirion:ectada con distintos aislados de Trypanosoma cruzi
DIiAS CAM-7 INC-1 INC-7 INC-9 NAY_ D
(Campeche) (Oaxaca) (Veracruz) (Guerrero) (Nayarit)
7 8% 14.66% 12.60% 5.33% 10.66% 0.0290
14 21% 16% 17.33% 11.66% 19% 0.1425
21 29% 27.6% 23% 20.66% 20.6% 0.1117
28 31.33% 30% 29% 17.33% 25% 0.0046
35 26.33% 27% 16.6% 20% 17% 0.0030
42 28.66% 13% 24.33% 17.33% 20% 0.0004
49 30% 22.3% 13.3% 31.3% 7% <0.0001

El aislado originario de Campeche presentd
el pico méximo de parasitemia mas elevado (6 x10°
parasitos/mL), hacia el dia 22 postinoculacion. Los
aislados provenientes de los estados de Oaxaca,
Guerrero y Nayarit alcanzaron su pico maximo el
dia 18, aunque el procedente de Nayarit presentd
la menor parasitemia.

Es importante destacar que no se observo
mortalidad en la poblacion de ratones infectados
con los aislados mexicanos probados. Al medir y
comparar la parasitemia hacia su pico maximo, que
es la forma de medir la virulencia, encontramos
que los aislados procedentes de Camp7 y Veracruz
se parecen entre ellos, presentando las parasitemias
mas altas; mientras que los procedentes de Nayarit
y Oaxaca (INC1) tuvieron las parasitemias mas
bajas y se parecen entre ellos (Figura 5).

-}
$ T
3 5.0x10°-
(]
2
‘J; L
©
é 2.5x10°4 —_
=
.
C L] L] T T L]
CAM-7 NAY INC-9 INC-7 INC-1

Parasitemia al dia 22

Figura 5. Comparacion de la parasitemia de ratones
Balb/c infectados con distintos aislados de Trypansoma
cruzi

Susceptibilidad in vitro de Trypanosoma cruzi a
Benznidazol y violeta de genciana

En el Cuadro 2, se expresan los niveles
de susceptibilidad a Benznidazol y violeta de
genciana. El grado de sensibilidad a Benznidazol
vario desde 33% hasta 57%. Los aislados que
presentaron mayor resistencia contra benznidazol
arriba de 50% fueron los procedentes de Campeche
(Camp7) y de Veracruz (INC7). Todos los aislados
fueron sensibles a la accion tripanocida del violeta
de genciana.

DISCUSION

En este trabajo encontramos que la
metaciclogénesis in vitro varia dependiendo
del aislado de T. cruzi, siendo mas alto para
el procedente de Oaxaca (INC1) alrededor
de 50%, mientras que para el procedente de
Guerrero (INC9)solo fue de 15%. Estos valores
se observaron hacia las dos semanas de cultivo.
Lo anterior contrasta con los resultados de
Contreras y colaboradores, quienes observaron
el pico maximo de diferenciacion entre el tercero
y el sexto dia después de iniciado el proceso de
metaciclogenesis en ocho cepas de T cruzi (13).
De igual manera, Avendafio y colaboradores
observaron la diferenciacion morfolégica en cepas
costarricenses entre 72 y 96 horas postinoculacion
(14). Esta diferencia en la aparicion temprana
de metaciclogénesis in vitro, se puede explicar
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Cuadro 2
Resistencia natural contra benznidazol y contra violeta de genciana en tripomastigotes sanguineos
de diferentes aislados mexicanos de Trypanosoma cruzi

Benznidazol Violeta de genciana
Aislado

% Resistencia % Resistencia
CAM-7
(Campeche) 65 0
INC-1
(Oaxaca) 52 0
INC-7
(Veracruz) 67 0
INC-9
(Guerrero) 39 0
NAY
(Nayarit) 43 0

porque nosotros empleamos medio LIT y ellos
utilizaron medios definidos. Sin embargo, Sdnchez
y colaboradores emplearon cepas mexicanas de
T. cruzi y utilizaron el mismo medio LIT, pero
observaron metaciclogénesis muy pobre, por abajo
de 10% (15). En este caso, es posible que el tamafio
de in6culo inicial empleado haya influido, ya que
nosotros utilizamos el doble de concentracion de
parasitos, o que efectivamente la metaciclogénesis
es dependiente del tipo de cepa de T. cruzi.

Para tener datos que nos acerquen mas a
lo que sucede de manera natural, analizamos la
metaciclogénesis in vivo, utilizando T. dimidiata,
que es el principal transmisor de la enfermedad en
la peninsula de Yucatan y sur-centro de Veracruz.
De acuerdo con los resultados obtenidos de
metaciclogénesis in vivo, el aislado originario
de Campeche, que fue aislado de T. dimidiata,
arrojé una adaptacion y un desarrollo mas estable
que los otros aislados, alcanzando porcentajes
de diferenciacion de hasta 31% hacia el dia
28 y manteniéndose asi hasta el tltimo dia de
observacion, que fue el dia 49. En la mayoria de los
aislados, de forma progresiva se fue incrementando
la metaciclogénesis hacia el dia 28, alrededor de
30%, pero hacia el dia 49 el aislado procedente

Revista Biomédica

de Nayarit cay6 abruptamente; en cambio, el
aislado procedente de Guerrero tuvo un repunte
en esos mismos dias de observacion. Incluso, se
pudo observar que en algunos aislados existieron
oscilaciones en los valores de metaciclogénesis, a
lo largo del tiempo de observacion. Una posible
explicacion de este comportamiento pudiera
ser que, en el caso del aislado de Campeche
cuyo vector natural es T. dimidiata, éste logra el
maximo de metaciclogénesis ya que los parasitos
gue componen esta cepa estan mejor adaptados a
dicho vector; en cambio, en los casos de Veracruz,
Guerrero y Nayarit, algunas de sus clonas se fue-
ron adaptando y otras desapareciendo, hasta que,
finalmente, aquellas clonas que lograron colonizar
mas eficientemente el intestino permanecieron
replicandose y diferenciandose a metaciclicos. Las
clonas que componen el aislado Nayarit pareciera
que no se adaptaron eficientemente, mientras que
las provenientes de Guerrero al final lograron
colonizar y transformarse mas eficientemente en
metaciclicos, lo que sugeriria que esta propiedad
depende de la naturaleza del parésito.

En este sentido, Araujo y colaboradores
infectaron larvas de T. brasiliensis con una
cepa brasilefia de T. cruzi y su respectivo clon;
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observaron un porcentaje mayor de diferenciacion
en el clon con respecto a la cepa original (16).

Por otra parte, Perlowagoray colaboradores
observaron gue la metaciclogénesis también es un
proceso dependiente del vector; ellos observaron
50% de transformacion de T. cruzi en Rhodnius
neglectus, 37% en R. prolixus y un porcentaje
menor en las otras especies analizadas, como en
T. sordida que fue 5%, en T. brasiliensis 3% y 0%
en T. pseudomaculata, a los 120 dias de infeccion
(17). Anédlogamente, Carvalho y colaboradores
observaron mayor metaciclogénesis en R. neglectus
que en T. seudomaculata, al estudiar las cepas Yy
Berenice de T .cruzi (18).

En México, los trabajos recientemente
publicados apoyan estos resultados, ya que
encontraron que en T. barberi se puede alcanzar
hasta 76% de metaciclogénesis, en T. pallidipennis
15% y en T. dimidiata 26% (8).

Asi, nuestros datos apoyan la hipétesis de
que la especie del vector es muy importante y
determinante para la metaciclogénesis; mientras
que el tipo de aislado o cepa de T. cruzi influye
en menor grado, pero genera variacion en la
metaciclogeénesis a lo largo del tiempo de infeccion
del vector, ya que esta constituido por diversas
clonas; algunas tendran mayor capacidad para
colonizar a su hospedero vector y diferenciarse en
metaciclicos y otras pudieran incluso desaparecer
0 quedar muy subrepresentadas.

Los porcentajes de metaciclogénesis
maximos para T. dimidiata, observados en este
trabajo, fueron de 30%, muy similar a lo publicado
en Veracruz. Los mecanismos moleculares que
regulan este proceso no estdn atn claramente
dilucidados; pero se ha reconocido que las
condiciones de estrés nutricional promueven
la expresion de ciertos genes, entre los cuales
figuran el MET [y el MET 11, los cuales codifican
proteinas propias de las formas metaciclicas de T
.cruzi (14).

El biodemo es una forma de clasificar
las distintas cepas de T. cruzi, que toma como
variables el dia del pico méximo de parasitemia, la

mortalidad de los ratones infectados y el tropismo
tisular. El biodemo 111 esta representado por las
cepas colombianas, las cuales se multiplican
lentamente, presentan picos de parasitemia entre
los dias 20 y 30 y una baja mortalidad en ratdn
(19). Nuestros datos muestran picos de parasitemia
entre los dias 20 y 30 y nula mortalidad durante
la fase aguda; lo que pareciera indicar que los
aislados mexicanos aqui probados pertenecen
a este mismo biodemo, aunque hacen falta los
estudios de tropismo histoldgico para asegurar que
efectivamente son del biodemo I11.

La virulencia, medida como la capacidad
de replicacion del parésito, indica que el aislado
originario de Campeche fue el mas virulento con
una parasitemia de hasta 690,000 tripomastigotes/
mL y que los aislados probados se diferencian
respecto a esta caracteristica, lo que apoya un
comportamiento multiclonal de T. cruzi.

Otra variable biologica importante que se
midio fue la heterogeneidad en los niveles de
susceptibilidad al benznidazol entre los aislados
mexicanos de T. cruzi, que variaron desde 33%
(Oaxaca) hasta 61% (Guerrero); esta variabilidad
concuerda con las diferencias en susceptibilidad a
la accion farmacologica del benznidazol, reportada
en cepas de T. cruzi cuando proceden de regiones
geograficas diferentes. Es de llamar la atencion
que el aislado de Campeche, el cual proviene de
triatoma, resulté el de mayor resistencia, mientras
que los aislados de casos humanos resultaron mas
sensibles. No tenemos ningtin dato experimental
que nos ayude a sustentar una explicacion para este
fenomeno; pero es posible que en el hospedero
humano haya un proceso de seleccion de clonas 'y
que las seleccionadas resultaron ser mas sensibles
al benznidazol.

Veloso y colaboradores evaluaron la
susceptibilidad a benznidazol y observaron 100%
de resistencia en las cepas colombianas; mientras
que las cepas brasilefias, Berenice y Berenice-78
tuvieron una sensibilidad de 50%, 70% y 100% a
la accion tripanocida del farmaco, respectivamente
(20). De igual manera, Filardi y colaboradores
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reportaron niveles de susceptibilidad variable a
la accion farmacoldgica del benznidazol, desde O
hasta 100%, en varias cepas sudamericanas de T.
cruzi (21).

En conclusion, podemos sefialar que la
capacidad de metaciclogénesis estd condicionada
por la especie de Triatoma junto con las
caracteristicas de T. cruzi. El grado de parasitemia
y metaciclogénesis son factores importantes de
adaptacion que tiene T. cruzi para infectar tanto
al hospedero mamifero como al invertebrado.
Otro hallazgo relevante es la resistencia contra
benznidazol encontrado en todos los aislados
probados; este elemento tiene implicaciones
importantes a la luz de las pocas alternativas
terapéuticas existentes en la actualidad.
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