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Institutos y Centros de Investigacion de la Facultad
de Ciencias de la Salud
Universidad de Carabobo.

Instituto de Investigaciones Biomédicas
(Biomed.UC)

Direccion: Facultad de Ciencias de la Salud, Nucleo
Aragua. 2°Piso.

Teléfonos: (0243) 713685.

Directora: Flor Herrera

E-mail: biomed@telcel.net.ve

Lineas de Investigacion:

Estudio del mecanismo de sintesis de proteinas.
Genética de poblaciones de los vectores Malaria y
dengue. Bioguimica de acidos nucleicos; purificacion de
ARNt a gran escala. Diagnostico de parasitosis
endémicas: Tripanosomiasis, leishmaniasis y
oncocercosis. Disefio y optimizacion de procedimientos
para la purificacién de enzimas de interés industrial.
Estudio de propiedades toxicologicas de productos
naturales de interés farmacolégico.

Instituto de Investigaciones en Nutricién (INVESNUT)
Direccién: Hospital Angel Larralde, Planta baja, Ala de
Consultorios, Barbula.

Teléfonos: (0241) 8672852 /8669081

Coordinadora: Maria Paez

E-mail: ceinut@uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Nutricién de Embarazo. Hambre oculta-Micro
Nutrientes. VIT Ae Inhibidores de Absorcion hierro.
Grupos vulnerables/ alteraciones nutricionales.

Centro de Investigaciones Toxicolégicas (CITUC)
Direccion: Calle 144 No RIO-211, La Ceiba. Valencia.
Venezuela.

Teléfonos: (0241) 8247256 / Telefax: (0241) 8237530
Directora: Doris Nobrega

E-mail: cituc@intercable.net.ve

Pagina Web:
http://www.uc.edu.ve/cituc/publico/index.htm

Lineas de Investigacion:

En el area toxicolégica y relacionadas, como la salud
ocupacional, estudiando los efectos que los agentes
toxicos laborales, ejercen sobre la salud de los
trabajadores.

Centro de Estudios en Salud de los Trabajadores
(CEST)

Direccion: Instituto de los Altos Estudios de Salud
Publica

“Dr. Arnoldo Gabaldon”, Av. Bermudez Sur. Maracay.
Edo.Aragua.

Teléfonos: (0243) 2321001 /Fax: (0243) 2324566
Coordinadora: Aismara Borges Romero

E-mail: Cest@telcel.net.ve

Lineas de Investigacion:

Es un centro de investigaciones de la Universidad de
Carabobo, dedicado al estudio de los problemas de
salud de los trabajadores. Salud Ocupacional, Perfiles
en salud, riesgo, condiciones de vida y condiciones de
trabajo de trabajadores. Contaminacién por plomo,

Salus

Analisis integral de puestos de trabajo en condiciones
extremas de temperatura, Organizacion del trabajo y
estrés, Efectos de plaguicidas inhibidores de
colinesterasa, Prevalencia de arcadores serolédgicos del
virus de la Hepatitis B, Capacidad fisica y factores de
riesgo cardiovascular.

Centro de Procesamiento de Imagenes (CPI)
Direccion: Universidad de Carabobo. Facultad de
Ingenieria. Av. Universidad. Barbula. Estado Carabobo.
Venezuela. Cédigo Postal 2001.

Teléfonos: (0241) 675251/ Telefax: (0241)675251
Coordinadora: Hixia Villegas

E-mail: hyxia@uc.edu.ve

Paginas Web: http://cpi.ing.uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Centro de Investigacion de Visualizaciones Cientificas,
Telemedicina, Usabilidad de Software, Teleeducacion y
Bioingenieria.

Centro Nacional de Referencia de Fleb6tomos
Direccioén: Facultad de Ciencias de la Salud, Nucleo
Aragua. 2° piso.

Teléfonos: (0243) 713685

Coordinadora: Dora Pifiero

Lineas de Investigacion:

Estadistica de Taxonomia, Morfologia, Biologia y
Ecologia de Vectores de Enfermedades Metaxénicas.
Estudio sobre la Transmision de la Leishmaniasis enla
Zona centro—norte del Pais y en el Estado Tachira.

Centro de Investigacion de Analisis Docente
Asistencial del Nucleo Aragua. (CIADANA)

Direccion: Facultad de Ciencias de la Salud, Nucleo
Aragua. Edificio, CIADANA

Coordinador: Olivar Castejon

Pagina Web: www.ciadana.fcs.uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Microscopia de luz y de barrido. Ultraestructura de
placenta humana, Estudio de cristales en orina
procedentes de mujeres embarazadas. Sangre
periférica:

estudio morfocitolégico en casos de dengue. Estudio de
la membrana basal con técnica de Von Kossa en
vesicula molar. Histoquimica ultraestructural de
carbohidratos en la placenta humana con el azul alcian.

Centro de Biologia Molecular de Parasitos (BioMolP)
Direccién: Facultad de Ciencias de la Salud, Barbula,
Naguanagua.

Teléfonos: (0241) 8673342

Coordinadora General: Emilia Elena Barrios

E-mail: mnavarro@uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Enfermedades de Chagas Biologia Molecular,
Morfogénesis, Muta génesis Quimica, Fraccionamiento,
BILHARZIA: Infeccion en caracoles, Ultra estructura.

Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnolégicas
UC. (CIMBUC)

Direccion: Facultad de Ciencias de la Salud, Barbula,
Naguanagua. Teléfono: (0241) 8666243

Facultad de Ciencias de la Salud

Coordinador General: Aldo Reigosa

Pagina Web: http://www.cimbuc.fcs.uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Cancer de mamas (Imagenes y Marcadores), Cancer de
Piel, Osteoporosis, Metabolismo de Minerales, Calcio y
Magnesio, Plantas Medicinales, Androgogia,
Microscopia Electrénica, Estudio de Fosfolipidos,
Hemoliticos in Vitro en células rojas humanas Control de
Calidad de laboratorios, Desarrollos Biotecnologicos
para aplicacion en Bovinos (Vacunas).

Centro de Investigacion de Litiasis Renal y
Enfermedades Metabolicas (UNILIME).

Direccién Hospital Angel Larralde

Teléfonos: (0241) 8677776/ Fax: (0241) 8432959
Coordinador: Pablo Pérez Rodriguez

E-mail: griera@net-uno.net

Lineas de Investigacion:

Enfermedades Oseas. Enfermedades Renales.
Tratamientos y Estudio de Osteoporosis. Estudio y
Tratamiento de la Menopausia

Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales (CIET-UC)

Direccién: Adyacente al Hospital General de San Carlos
Estado Cojedes.

Teléfonos: (0258) 433.7089/433.4021

Coordinadora: Lucrecia Contreras

E-mail: lecontreras@uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Leishmaniasis Tegumentaria y Visceral, aspecto clinico-
diagnostico y epidemiolégico. Enfermedad de Chagas,
aspecto clinico, inmunologico. Epidemiologiay control.
Parasitosis Intestinales. Clinica-Epidemiolégica.

Centro de Investigaciones Ergolégicas UC.
Direccion: Area de Estudios de Postgrado-UC,
Urb.Trigal Norte, Sector Mafiongo, Valencia.

Teléfonos: (0241) 8421215 - 8427665/ Fax: 8430949
Coordinador: Jesus Rodriguez Lastra

Pagina Web: http://www.cieruc.fcs.uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Patologias ocupacionales Respiratorias. Efectos del
Trabajo sobre la salud cardiovascular del trabajador.
Estudio ergonémico de los puestos de trabajo.
Evaluacién de las caracteristicas fisiologicas y
Antropométricas del trabajador venezolano.
Contaminacion por plomo. Estudio del ruido y sus
efectos. Tiene la responsabilidad del Postgrado de Salud
Ocupacional.

Centro de Investigacion en Microbiologia Ambiental
(CIMA)

Direccion: Barbula, Valencia.

Coordinador: Luis Medina

E-mail:imedina@uc.edu.ve

Lineas de Investigacion:

Microbiologia ambiental, sanitaria y de alimentos.
Responsable de la Especializacion en Microbiologia de
aguas.

Direccion: Revista Salus, Un,iversidad de Carabobo, Facultad de Ciencias de la Salud,
Barbula, Area de Ciencias Basicas de Medicina
Naguanagua, Estado Carabobo, Venezuela.

E-mail: salus@uc.edu.ve

http://servicio.cid.uc.edu.ve/fcs/ - http://salus-online.fcs.uc.edu.ve/



Salus &

Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad de Carabobob

VOLUMEN 17 - SUPLEMENTO - ANO 2013

I.S.S.N. 1316-7138 DEP. LEGAL PP 97-0182

VEINTE ANOSIDEIINVESITIGACIONIPARASITOLOGICA

Presidente del Consejo Superior
José Corado

Editora
Marisol Garcia de Yeglez

Co-Editor
German Gonzélez

Asesor Técnico
Milagros Espinoza

Miembros
Amarilis Guerra
Harold Guevara
Yalitza Aular
Belén Salinas
Aldo Reigosa

Salus Online
Ricardo Montoreano

Asesores

Mercedes Marquez - Cruz M Aguilar - Wolfan Araque
Maria Jordan de Pelayo - Gladys Febres de Salas
Ricardo Montoreano - Julio Gonzélez - Juan Ludert
Guillermo Wittembury - Michael Parkhouse

César Pérez Maldonado - Esmeralda Vizzi

Colaboradores
Jeannette Silva (Dpto. Idiomas UC)
Mayra Rebolledo (Webmaster)

Correctores de Redaccién y Estilo
Jeannette Silva

Sioly Mora de Orta

Luis Diaz

Arbitros

Miembros del personal docente y de investigacion de
la Universidad de Carabobo y otras instituciones de
educacién superior.

Esta revista ha sido financiada por el Consejo de
Desarrollo Cientifico, Humanistico y Tecnoldgico de
la Universidad de Carabobo.

La revista Salus se encuentra indizada en EMBASE
y el indice de Revistas Venezolanas en Ciencia y
Tecnologia (Revencyt - indice RV5001) - Fundacite
Mérida, e incluida en el Registro de Publicaciones
Cientificas y Tecnoldgicas Venezolanas FONACIT.
Registrada en LATINDEX (Catalogo), Sistema
Regional de Informacién en Linea para Revistas
Cientificas de América Latina, Espafia y Portugal.
Registrada en la base de datos PERIODICA, DOAJ
y en Scientific Electronic Library Online (Scielo).
Miembro de la Asociacion de Editores de Revistas
Biomédicas Venezolanas-ASEREME.

La periodicidad anual de Salus comprende tres
numeros ordinarios y un suplemento especial.
Tiraje: 300 ejemplares.

Imagen de Portada:
Collage alegérico sobre imagen de fondo:
Blastocystis sp. formas granulares y vacuolares.

Disefio de Portada:
Victor Herrera

Direccion:

Revista Salus, Universidad de Carabobo
Facultad de Ciencias de la Salud,
Barbula, Area de Ciencias Bésicas
Valencia, Estado Carabobo, Venezuela.

EDITORIAL

Veinte afos de investigacion parasitolégica en el Instituto
BioMolP y el dilema de la produccion intelectual versus la
autogestion de recursos.

Emilia E. Barrios .3

ARTICULOS

Cambios morfolégicos, proteicos, glicoproteicos vy
antigénicos de Trypanosoma cruzi cultivado en medio
axénico con tensiones de oxigeno diferentes.

Diana Graterol, Rosa Arteaga, Angel Castillo, Gabriel Diaz, Oriana
Mundaray, Wilmer Pineda, Maria C Navarro, Maria Dominguez, Ana

| Rz e [Lime, ViEer T COMTEES cowwososomossomsosommmmssmmmososssosososmomsmms 4

Epimastigogénesis de Trypanosoma cruzi Dm28c en medio
ML15-HA: Analisis proteico, glicoproteico y antigénico.

Diana Graterol, Dioglenny Ramirez, Andrea Ramos, Rosa Arteaga,
Oriana Mundaray, Wilmer Pineda, Maria C Navarro, Maria Dominguez,
Ana Rita De Lima, Victor T CONreras. .......cccuuuereerearieseesieeiesiesieenes 12

Factores deriesgo, nivel de conocimiento y seroprevalencia
de enfermedad de Chagas, en el Municipio San Diego,
Estado Carabobo, Venezuela.

Oriana Mundaray, Nicolas Palomo, Marvin Querales, Ana Rita De Lima,
Victor Contreras, Diana Graterol, Emilia Barrios...........ccccccccvveeiiuneenn. 19

Mantenimiento y transporte del Blastocystis sp. en
condiciones de vitalidad.

Emilia Barrios,Stanisfel Castillo, Eurimar Goitia, Olga Ojeda, Wolfan
Araque, ViICtor DEIgado..........ccviiriiiiinieiiseieeese e 28

Efecto de los microorganismos acuéticos (rotiferay ciliata)
sobre la emisién de cercarias de Schistosoma mansoni,
por Biomphalaria glabrata en el laboratorio.

Maria G Barrios, Emilia E Barrios, Maria L Marquez, Rowhiny Hernandez,
Juan Fernando Quintana, Olga Ojeda...........cccoovveviiiiiiieiiiiieiieie 35

Efecto del tratamiento con praziquantel sobre la actividad
de la fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, superoxido
dismutasa en extractos crudos y productos de excrecion-
secrecion de gusanos de Schistosoma mansoni.

Emilia E Barrios, JesUs Rodriguez, Naim Richani, Wolfan Araque,
Juan F Quintana, Lisset SANChEZ ..........cceevvviiieciic e 40

Relacidon entre cambios en la expresién de proteasas y
metaciclogénesis espontanea asociadas a las condiciones
de mantenimiento de Trypanosoma cruzi en el laboratorio.
Yhol Ledezma, Maria Ledezma, Marlyn Le6n, Wilmer Pineda, Rosa
Arteaga, Maria C Navarro, Victor Contreras, Ana Rita De Lima ......... 47

Politica general de la revista e instrucciones para los
AUEOTES ooviieies ettt 55

Normas para los arbitros

http://salus-online.fcs.uc.edu.ve/ Diagramacion:
http://servicio.cid.uc.edu.ve/fcs/
E-mail: salus@uc.edu.ve

Mayra Rebolledo mrebolle@uc.edu.ve
Victor Herrera victor29_herrera@hotmail.com
Impreso por:

Salus Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo. Suplemento 2013 Vol. 17



Uus<

Journal of the Faculty of Health Sciences

of the University of Carabobo

VOLUME 17 - SUPPLEMENT 2013

I.S.S.N. 1316-7138 DEP. LEGAL PP 97-0182

TWENTY YEARSIOF PARASITOLOGY/RESEARCH

Superior Council
José Corado

Editor
Marisol Garcia de Yeguez

Co-Editor
German Gonzélez

Technical Advisor
Milagros Espinoza

Members
Amarilis Guerra
Harold Guevara
Yalitza Aular
Belén Salinas
Aldo Reigosa

Salus Online
Ricardo Montoreano

Advisors

Mercedes Marquez - Cruz M Aguilar - Wolfan Araque
Maria Jordan de Pelayo - Gladys Febres de Salas
Ricardo Montoreano - Julio Gonzélez - Juan Ludert
Guillermo Wittembury - Michael Parkhouse

César Pérez Maldonado

Collaborators
Jeannette Silva (UC Languages Department)
Mayra Rebolledo (Webmaster)

Style and Writting Editors
Jeannette Silva

Sioly Mora de Mota

Luis Diaz

Reviewers

Faculty and research member of the Carabobo
University.

This magazine has been funded by the Council of

Scientific Humanistic and Technological Development
(CDCH) at the University of Carabobo.

Salus is registered by: EMBASE, “Revistas Venezolanas
en Ciencia y Tecnologia” (Revencyt- Indice RV5001) -
Fundacite Mérida, “Registro de Publicaciones Cientificas
y Tecnolégicas Venezolanas” (FONACIT). LATINDEX,
(Catalog), in the “Sistema Regional de Informacion
en Linea para Revistas Cientificas de América Latina,
Espafa y Portugal’. The PERIODICA data base and
Scientific Electronic Library Online (Scielo). Member
of Asociacién de Editores de Revistas Biomédicas
Venezolanas - ASEREME.

The anual periodicity of Salus is three ordinary
numbers and one special supplement.

Prints: 300 copies.

Cover image:
Alegore collage. Background: Blastocystis sp.

Cover design:
Victor Herrera

Address:

Revista Salus, Universidad de Carabobo
Facultad de Ciencias de la Salud,
Barbula, Area de Ciencias Basicas
Valencia, Estado Carabobo, Venezuela.

EDITORIAL

Twenty years of parasitology research at the BioMolP
Institute, and the dilemma of intellectual output versus
resource self-managemet.

Emilia E. BAITIOS.....cctiiiiiiiiiii et 3

ARTICLES

Morphological, protein, glycoprotein and antigenic changes
of Trypanosoma cruzi cultured in axenic medium with
different oxygen tensions.

Diana Graterol, Rosa Y Arteaga, Angel Castillo, Gabriel Diaz, Oriana
Mundaray, Wilmer Pineda, Maria C Navarro, Maria Dominguez, Ana
Rita De Lima, ViICtor T CONIEras ..........cuivveeerreieieeneseieeee e 4

Trypanosoma cruzi Dm28c Epimastigogenesis in ML15-HA
medium: protein, glycoprotein and antigen analyses.

Diana Graterol, Dioglenny Ramirez, Andrea Ramos, Rosa Arteaga,
Oriana Mundaray, Wilmer Pineda, Maria C Navarro, Maria Dominguez,
Ana Rita De Lima, VIctor T CONreras. ........cccevveveeeeeinenesisenieseanens 12

Risk factors, level of knowledge and seroprevalence of
Chagas disease, in San Diego County, Carabobo State,
Venezuela.

Oriana Mundaray, Nicolas Palomo, Marvin Querales, Ana Rita De Lima,
Victor Contreras, Diana Graterol, Emilia Barrios...........ccccccevveeevenenne 19

Maintenance and transport Blastocystis sp in conditions
of vitality.

Emilia Barrios,Stanisfel Castillo, Eurimar Goitia, Olga Ojeda, Wolfan
Araque, Victor Delgado

Effect of aquatic organisms (rotifers and ciliate) on the
issuance of Schistosoma mansoni larvae by Biomphalaria
glabrata maintained in laboratory.

Maria G Barrios, Emilia E Barrios, Maria L Marquez, Rowhiny Hernandez,
Juan Fernando Quintana, Olga Ojeda .........ccccererieriieneenieiie e 35

Effect of treatment with Praziquantel on the activity of
alkaline phosphatase acid phosphatase, superoxide
dismutase in crude extracts and excretion-secretion
products of Schistosoma mansoni worms.

Emilia E Barrios, Jesus Rodriguez, Naim Richani, Wolfan Araque, Juan
F Quintana, LiSSet SANCNEZ .........cooveiiiiiiie et 40

Relationship between changes in the expression of
proteases and spontaneous metacyclogenesis associated
to Trypanosoma cruzi maintenance conditions in the

Table of contents

laboratory.

Yhol Ledezma, Maria Ledezma, Marlyn Le6n, Wilmer Pineda, Rosa
Arteaga, Maria C Navarro, Victor Contreras, Ana Rita De Lima ......... 47
General policies and instructions to authors........................ 59
Guidelines fOr reVIEWEI'S ... 64

Design:

Mayra Rebolledo mrebolle@uc.edu.ve
Victor Herrera victor29_herrera@hotmail.com
Printed by

http://salus-online.fcs.uc.edu.ve/ http://
servicio.cid.uc.edu.ve/fcs/
E-mail: salus@uc.edu.ve

Salus Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo. Suplemento 2013 Vol. 17



Nota del Comité Editorial

La revista Salus publica tres ejemplares al afio y un suplemento.

Para los nimeros regulares, los articulos son recibidos por el Comité Editorial, enviados a los arbitros y evaluados debidamente para
su publicacién. El procedimiento para los suplementos es algo distinto, ya que es el Comité Editorial quien elige el tema e invita a un
Editor Responsable, que a su vez, invitara a diversos autores relacionados con su area a patrticipar en el suplemento, aportando sus
trabajos originales, los cuales debera revisar y controlar para que dichos manuscritos se ajusten a la Politica General de la revista, a las
Instrucciones para los Autores y que la biliografia cumpla con las indicaciones Vancouver. En este suplemento la Editora Responsable
seleccionada fue la profesora Emilia E. Barrios y el tema fue: Veinte afios de investigacion parasitoldgica en el Instituto BioMolP.

Veinte afios de investigacién parasitolégica en el
Instituto BioMolPy el dilemade laproduccion intelectual
versus la autogestion de recursos

El Instituto de Biologia Molecular de Parasitos fue concebido
como Centro BioMolP el 07 de Abril del afio 1992, con la
finalidad de cumplir con funciones de investigacion basica
en modelos de enfermedades parasitarias de importancia
regional y nacional, a fin de facilitar el desarrollo de
programas de Investigacion aplicada, formacion de recurso
humano (Técnico y Profesional) y prestacion de servicio
a la comunidad a través de estudios epidemiolégicos,
diagndsticos y sociales de las enfermedades parasitarias.
Desde sus inicios, el Instituto, ha articulado en perfecta
sincronia con las funciones que definen a las Universidades
como son, la docencia y la investigacion. Ambivalencia de
roles cada dia mas vigentes, debido a lo complejidad y
heterogeneidad de la ensefianza universitaria, que incluye
estudios de cuarto, quinto nivel y la supervision en campos
cada vez mas especializados.

Asimismo, porque la funcion de investigacion se ha
convertido en el papel fundamental para las Universidades
que encabezan los ranking mundiales de excelencia v,
donde las compensaciones académicas y el prestigio
internacional son otorgados funcion de la productividad
individual en investigacion pura o basica orientada
a la busqueda de nuevos conocimientos, mediante
premiaciones como los premios Nobel. Por otro lado, la
investigacion aplicada que deriva de la investigacion basica,
es empleada en la solucidon de problemas especificos,
elaboracion de productos y desarrollo de tecnologias,
ocupa un segundo lugar, pero no siempre genera las
compensaciones académicas de estimulo al sector.
Actualmente, se impone a las Universidades el cumplimiento
de mdltiples funciones, que afecta los indicadores de
calidad académica e investigacion. Ello plantea nuevas
inquietudes en el sentido de mas funciones por desempefar
con menos recursos disponibles, especialmente porque
en la mayoria de los campos cientificos se requiere
financiamientos de infraestructura con equipamientos
sofisticados, contrastando con otros que soélo requieren
recursos bibliotecarios, herramientas informaticas y
comunicacion, quedando en franca desventaja los primeros.
En respuesta, existen paises que han desarrollado

iniciativas como los modelos de investigacion tematicas de
integracion vertical en el area biomédica (Font et al. 2008),
para abordar aspectos clinicos, epidemiol6gicos, socio-
sanitarios, biologia celular, genética y molecular del objeto
de investigaciéon, integrando a los programas Institutos
de Investigacion basica y aplicada de universidades y
centros clinicos, con el soporte de fundaciones bhiomédicas
hospitalarias que administran los recursos independientes
de los centros de atencion clinica, captando recurso
humano mediante la contratacion de investigadores
para el desarrollo de proyectos de investigacion,
al margen de la administracién hospitalaria per se.
Actualmente, el escenario deseable es la Universidad
docente, investigativa, productiva y critica (Corona, 2013),
donde la funcién docente esté sustentada por la actividad
de investigacién y el ejercicio profesional. Roles en los
cuales la existencia de los Institutos de investigacion, como
entes generadores de recurso humano formado en pre y
post-grado y de produccion intelectual, no sélo acreditada,
si no con aplicacion en la resolucion de problemas en las
comunidades, constituyen garantia del cumplimiento cabal
de larazon de serde la Universidad. Dejando la productividad
supeditada a actividades no directamente vinculadas a la
Universidad, especificamente en areas tecnoldgicas que
por su naturaleza puedan ser incorporadas a la solucién
de problemas en la poblacion, bajo el control de criterios
criticos que contribuyan a generar opiniones en la sociedad.

Emilia E. Barrios

Instituto de Biologia Molecular de Parasitos
(Instituto BioMolP), FCS-UC

E-mail: barrios.emilia@gmail.com
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Cambios morfoldgicos, proteicos, glicoproteicos y
antigénicos de Trypanosoma cruzi cultivado en medio
axénico con tensiones de oxigeno diferentes.

Diana Graterol!, Rosa Yanet Arteaga?, Angel Castillo?, Gabriel Diaz2, Oriana Mundaray?, Wilmer Pineda!, Maria Consuelo
Navarro?, Maria Isabel Dominguez?, Ana Rita De Lima?, Victor Tulio Contreras*

RESUMEN

Se ha reportado cultivo axénico de amastigotas de Trypanosoma
cruzi derivados de epimastigotas. Se cuestiona si formas redondas
en cultivos axénicos son verdaderos amastigotas. Aqui se
compararon los cambios biol6égicos y moleculares de epimastigotas
creciendo en alta y baja tension de oxigeno. T. cruzi (EPm6) se
crecio en frascos con diferentes alturas de medio LITB (condicion
horizontal 3 mm y vertical 83 mm). Se colectaron masas de
parésitos de diferentes tiempos de crecimiento para analisis
proteico, glicoproteico y antigénico. Se estudiaron los cambios
morfolégicos, incremento de indculo y resistencia al complemento
por microscopia de fases y tincion con Giemsa. Los cambios
proteicos y glicoproteicos se compararon por SDS-PAGE. Los
cambios antigénicos se analizaron por Western blot con suero de
conejo y anticuerpos IgY contra formas amastigotas. En condicién
vertical, los epimastigotas mantuvieron su morfologia tipica a lo largo
de la curva de crecimiento y no mostraron cambios moleculares
significativos. En condicién horizontal al 4to y 6to dia predominaron
formas redondas con capacidad de resistir la lisis por complemento.
A partir del 4to dia se observaron cambios en los perfiles proteicos
y glicoproteicos, concomitantemente con los cambios morfolégicos.
El suero anti-amastigotas revelé un antigeno amastigota-especifico
transitorio de 55 kDa en parasitos de 4 dias en la condicion
horizontal, mientras el anticuerpo IgY anti-amastigotas no reveld
diferencias entre parasitos creciendo en ambas condiciones. Estas
evidencias sugieren que epimastigotas de T. cruzi condicionados a
sobrevivir en alta tension de oxigeno puede mimetizar propiedades
biolégicas y antigénicas propias del estadio amastigota.

Palabras Clave: Trypanosoma cruzi, tension de oxigeno, formas
redondas, cultivo axénico.
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ABSTRACT

Morphological, protein, glycoprotein and antigenic changes of
Trypanosoma cruzi cultured in axenic medium with different
oxygen tensions

Axenic culture of epimastigote-derived amastigotes of Trypanosoma
cruzi has been reported. Have been inquired why round forms appear
in culture media and if are true amastigotes. Our proposal was
study molecular and biological changes in epimastigotes growing in
high and low oxygen tension. T. cruzi (EPm6) were grown in flasks
with different height of LITB medium (horizontal condition 3 mm
and vertical 83 mm). Parasites were collected masses of different
times of growth for proteins, glycoproteins and antigenic analysis.
Morphological changes, increase of inoculum and resistance to
complement lyses were studied in phase’s microscopy and Giemsa-
stained smears. Protein and glycoprotein changes were compared by
SDS-PAGE. Antigenic changes were analyzed by Western blot with
rabbit serum and IgY antibody against amastigote forms. In vertical
condition, the epimastigote maintained its typical morphology along
the growth curve and not showed significant molecular changes.
In horizontal condition round forms prevailed at 4 and 6 days with
capacity to resist lyses by complement. From the 4th day changes
in proteins and glycoproteins profiles were observed, concomitantly
with the morphological changes. Anti-amastigotes serum revealed a
55 kDa transitory amastigote-specific antigen in four day parasites’
from horizontal condition, while IgY antibody anti-amastigotes don't
revealed differences between parasites grown in both conditions.
These evidences suggest that epimastigotes of T. cruzi conditioned
to survive in high oxygen tension can mimic biological and antigenic
properties own the amastigote-stage.

Key Words: Trypanosoma cruzi, oxygen tension, round forms,
axenic culture.

INTRODUCCION

En su ciclo vital, T. cruzi, agente causal de la enfermedad de
Chagas, transita por distintos microambientes y en cada uno
de ellos presenta estadios con morfologias diferentes. Se
presume que factores microambientales especificos afectan
estas morfologias. El cultivo axénico de T. cruzi, permite
mantener el parasito en el laboratorio sin usar un modelo
animal y sin la laboriosidad que demanda el cultivo de tejido
y células in vitro. T. cruzi cultivado en tubos o erlenmeyer,
en reposo y a temperatura ambiente (27°C) crece segun
una curva sigmoidea con tres fases: latencia, exponencial
y estacionaria (1); siendo la morfologia predominante
epimastigota. La forma de la curva y los parasitos varia si
crecen en agitacion y con indculos altos, porque rapidamente
agotan el medio y entran en fase estacionaria (2).
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Las formas redondas (esferomastigotas) que aparecen al
inicio de la fase logaritmica y en la fase estacionaria tardia
de T. cruzi en medios axénicos, no son iguales. Tyler y
Engman (3) 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 depleciéon conduce a epimastigotas tipicos. Las formas
redondeadas presentes en la fase estacionaria son formas
en degeneracién producto de la toxicidad del medio.
Se ha sugerido que la hipertonia del microambiente en
tripanosomas africanos afecta la morfologia del parasito
(4). Ellenbogen et al (5) observaron que al aumentar la
temperatura, en cultivos sucesivos de Crithidia fasciculata,
se incrementaba el porcentaje de formas redondeadas.
Efecto que era prevenido aumentando la osmolaridad con
NaCl en los medios de cultivo, cuando la temperatura se
incrementaba hasta 32°C. Andrade y Almeida (6) cultivaron
Herpetomonas samuelpessoai en tubos de ensayo (15 x
150 mm), variando la tensién de oxigeno disuelto (TOD)
en funcién de la altura de la columna de medio (60, 160 y
260 mm) con volumenes diferentes. Observaron que una
caida en la TOD y consecuentemente del pH, provocaba
la ocurrencia de formas de transicion. Ellos destacaron
la importancia de la TOD en la morfogénesis de este
tripanosomatideo.

Para garantizar la reproducibilidad de fendmenos de
diferenciacion como metaciclogénesis, amastigogénesis
y epimastigogénesis de T. cruzi en medios axénicos es
necesario trabajar con poca altura de medio para ofrecer
adecuada TOD (7). Graterol et al (8) reportaron que durante
la epimastigogénesis de T. cruzi, la duracion de la morfologia
amastigotas en su transicion desde tripomastigota sanguineo
a epimastigota se reduce cuando se incrementa la altura del
medio por exponer los parasitos a una condicion de hipoxia.
Se ha reportado la obtencién de amastigotas de T. cruziy su
mantenimiento en cultivos, a partir de formas epimastigotas
adaptadas a microambientes particulares en temperatura,
nutrientes y tension de oxigeno (9,10).

Aun en estudios de morfogénesis de tripanosomatideos, se
cuestiona cuando se esta frente a un amastigotas genuino,
en contraste a flagelados redondeados. Por lo que se ha
recurrido a incluir en la valoracion criterios morfolégicos finos,
expresion génica, propiedades biolégicas, y caracteristicas
metabdlicas y antigénicas (11). Estos criterios han sido
complementados proponiendo como fundamental que el
estadio en cuestiébn cumpla con la secuencia natural de
eventos que ocurren en el ciclo natural del paréasito (7).

En este trabajo, se compara el crecimiento de T. cruzi
en dos condiciones ambientales diferentes, analizando
los cambios biologicos y moleculares para evidenciar si
un estadio acondicionado en un microambiente puede
mimetizar propiedades biol6gicas y antigénicas genuinas de
otro estadio.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos y estadios. Se trabajé con Trypanosoma cruzi
MHOM/Ve/1967/EPm6 EPm®6, tipificado genéticamente
como perteneciente al linaje filogenético Tcl. El parasito
fue clonado y mantenido por pases sucesivos alternos
triatomino/raton (12). Los estadios epimastigota y amastigota
extracelular secundario (AES) usado como control se
obtuvieron en medio LITB (2) y medio MEMTAU (13),
respectivamente. Para el analisis morfoldgico, resistencia al
complemento y andlisis molecular, se emplearon parasitos
de diferentes dias (0 a 12 dias) de la curva de crecimiento
de las condiciones vertical y horizontal, respectivamente.
Para el andlisis molecular, los parasitos se procesaron como
descrito previamente (8).

Crecimiento de parésitos en la condicion vertical
y horizontal. Se sigui6 el protocolo utlizado para
epimastigogénesis por Graterol y cols. (8). Las curvas de
crecimiento de los flagelados se hicieron por triplicado
incubando los paréasitos en 35 mL de medio LITB a 27°C
por tiempos variables entre 0 y 12 dias. La condicion vertical
correspondiente a bajo tenor de oxigeno, se realiz6 en tubos
conicos de polipropileno (50 mL) para una altura de 83
mm, y la condicidn horizontal correspondiente a alto tenor
de oxigeno, en frascos de cultivo de poliestireno (T-160
cm2) para una altura de 3 mm. Los indculos de flagelados
empleados en cada condicién oscilaron entre 2 y 3 x 108
parasito/mL. Se hizo recuento diferencial bajo microscopia
de contraste de fases para estimar (a) incremento del in6culo
(Nt/NO); (b) porcentaje de epimastigotas; (c) porcentaje de
formas redondas y formas en diferenciacion; (d) porcentaje
de metaciclicos y (e) porcentaje de formas inmoviles. La
morfologia de los parasitos se estudié en laminas tefiidas
con Giemsa-acido (14), con un aumento final de 1000X en
microscopio éptico (Nikon, Eclipse 400) contando al menos
300 formas para determinar porcentajes morfolGgicos.
Las morfologias mas representativas se fotografiaron con
camara digital (Nikon, Coolpix, 4500).

Resistencia a la lisis por complemento y obtencidn
de extractos proteicos totales. Parasitos de diferentes
tiempos de cultivo en la condicion vertical y horizontal fueron
sometidos a la accién del complemento y posterior lisis de
las masas humedas obtenidas para extraccion de proteinas
siguiendo protocolos ya previamente descritos (8).

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) y comparacion antigénica por Western
Blot. El fraccionamiento de los extractos proteicos
mediante electroforesis en SDS-PAGE, seguida de
electro-transferencia a membranas de nitrocelulosa, y
el desarrollo del Western Blot se realizé siguiendo los
protocolos habituales (15,16). Los cambios proteicos y
glicoproteicos se compararon mediante geles tefiidos con
Coomassie-Plata para proteinas 6 Acido periodico-Alcian
Blue-Glutaraldehido-Plata (APABGP) para glicoproteinas
segun Barrios et al (17). Para el andlisis de los cambios
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antigénicos, se colocaron por canal 4 ug de proteinas de
paréasitos de tiempos variables entre 0 y 12 dias obtenidos
de las curvas de crecimiento de la condicion vertical y
horizontal, proteinas de epimastigotas de 6 dias (control) y
de amastigotas extracelulares primarios (control).

Los antigenos se revelaron usando anticuerpos primarios
producidos contra amastigotas extracelulares secundarios:
a) suero preparado en conejo (suero anti-AES; 1/3.000) y
b) IgY preparado en gallina (IgY anti-AES; 1/1.000) (8).

Como anticuerpos secundarios se us6 anti-lgG de conejo
producida en cabra (1/10.000) y anti-lgY de gallina
preparado en conejo (1/10.000), ambos conjugados a
peroxidasa. Los inmunocomplejos se revelaron mediante
quimioluminiscencia, empleando Iluminol como sustrato
(Super Signal, Pierce) y los luminogramas a partir de
peliculas de Rayos X (Medical Film Konica Minolta).

Digitalizacion, registro fotografico y analisis. 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.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra los cambios morfologicos y poblacionales
que ocurrieron durante el crecimiento de T. cruzi EPm6
en medio LITB a 27°C en condicién vertical y horizontal.
En condicién vertical, se aprecia que el porcentaje de
epimastigotas se mantiene en torno al 95,8% en los
primeros 6 dias de cultivo, luego decrece entre el dia 6 y
12 (96,0 a 76,6%), mientras que las formas metaciclicas se
incrementan de 4,4% (dia 6) a 16,6% (dia 12).

En esta condicion de baja TOD, no se observaron
formas redondeadas y la epimastigota fue la morfologia
predominante a lo largo de la curva de crecimiento.
En condicién horizontal, al 4° dia se aprecia un fuerte
incremento de 16,4 veces el in6culo, luego, un incremento
abrupto a 97,6 veces al 8° dia y una acentuada caida de
hasta 64,6 veces el in6culo al 12° dia.

Se aprecia que en la condicién de alta TOD, varia la
morfologia predominante, a lo largo de la curva de
crecimiento. Al inicio predominan los epimastigotas (94,9%,
dia 0), seguidamente las formas redondas (68,7%, dia 4),
al 8° dia se incrementa significativamente los metaciclicos
(40%) y al 12° dia se distribuyen equitativamente las
tres morfologias (29,5% epimastigotas, 30,2% formas
redondeadas y 31,8% metaciclicos).

Maria Navarro, Maria Dominguez, Ana R De Lima, Victor T Contreras

Tabla 1. Cambios morfolégicos y poblacionales que ocurren durante
el cultivo de epimastigotas de Trypanosoma cruzi EPm6 en medio

LITB a 27 °C (Condicion vertical y horizontal)

T(iéairgg)o Porcentaje de formas N, /N,
Vertical
E RD M In
0 94,8 0 5,2 0 1,0
4 95,8 0 4,2 0 7.2
6 96,0 0 4,4 0 9,0
8 85,1 0 11,6 3,3 12,2
12 76,6 3,2 16,6 3,7 13,2
Horizontal

0 94,9 0,0 572 0 1,0
4 30,0 68,7 L2 0 16,4
6 48,0 48,0 4,0 0 37,6
8 44,1 12,3 40,0 3,6 97,6
12 29,5 30,2 31,8 8,5 64,6

In6culo = 2,4 x 10° parasitos/mL; N, / N = cociente entre el nimero
de parasitos total a tiempo t (N,) y el nimero de parasitos a tiempo
cero (N,). E= Epimastigotas; RD= Redondas mas en diferenciacion;
M= Metaciclicos; In= Inmoviles.

La comparacion de las cinéticas de crecimiento de
epimastigotas de T. cruzi crecidos en igualdad de inéculo,
volumen, medio de cultivo y temperatura, variando solo la
tension de oxigeno mostré al cabo de 12 dias un incremento
del in6culo (N, /N,) de 64,6 veces en alta TOD respecto a
13,2 veces en la condicion de bajo TOD.

La relacion del incremento del inéculo de la condicion
horizontal sobre la vertical entre los 0 y 8 dias muestra una
progresion geométrica (dia 4, 16,4/7,2 = 2,3 veces; dia 6,
37,6/9,0 = 4,1 veces; dia 8, 97,6/12,2 = 8,0 veces).

Estos cambios morfolégicos se siguieron por microscopia
Optica y coloraciéon de Giemsa observandose en la figura 1
gue los parasitos crecidos en baja TOD (vertical) muestran
la forma epimastigota tipica en los diferentes dias de la
curva de crecimiento (Fotos 0d a 12d, vertical), similarmente
a lo observado el dia 0 de condicién horizontal (Foto 0d,
horizontal). Al 4° y 6° dia de incubacién en la condicion de
alta TOD (horizontal) se observaron formas redondas que
recuerdan la morfologia de los amastigotas y formas en
diferenciacion caracterizados por el acortamiento del cuerpo
del epimastigota (Fotos 4d y 6d, horizontal). Los dias 8y 12
se aprecian formas redondas, algunas con flagelo y formas
metaciclicos (Fotos 8d y 12d, horizontal).
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Figura 1. Cambios morfoldgicos que ocurren durante el crecimiento
de epimastigotas de Trypanosoma cruzi (EPm6) en medio LITB a
27°C en condicion vertical y horizontal. Los nimeros corresponden
a tiempo en dias. Coloracién de Giemsa-acida (1000 X).
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La tabla 2 muestra el porcentaje de resistencia al
complemento de las morfologias que aparecen durante
el crecimiento de epimastigotas en condicion vertical y
horizontal. En condicion vertical el dia 3, no se observaron
formas resistentes al complemento (0%) y desde el dia 6
al dia 12 el porcentaje de formas resistentes fue menor a
1% (vertical, columna Res). Ese 1% de la poblacion total de
formas resistentes correspondieron a formas metaciclicas
que se incrementaron en el cultivo desde 1,9% el dia 6 a
10,4% el dia 12 (vertical, columna —C, M) y que fueron 100%
resistentes al complemento (vertical, columna +C, M).

Cuando los parasitos crecieron en condicién horizontal
se observé un incremento progresivo en el porcentaje de
formas resistentes desde 14,2% el dia 3 hasta 38,7% el dia
12 (horizontal, columna Res). Esos porcentajes de formas
resistentes estuvieron constituidos predominantemente
por formas redondas y metaciclicos. Las formas redondas
incrementaron desde un 7,5% el dia 3, alcanzaron un pico
de 52,5% el dia 6 y decrecieron a 31,8% el dia 12 (horizontal,
columna -C, R) y fueron formas cuya resistencia disminuyo
desde 97,3% el dia 3 a 25,4% el dia 12 (horizontal, columna
+C, R). Las formas metaciclicas incrementaron desde
un 0,8% el dia 3 hasta un 37,1% el dia 12 (horizontal,
columna —C, M) y presentaron una resistencia variable al
complemento un 2,7% el dia 3, un 1,3% el dia 6, un 23,6%
el dia 8 y un 71,5% el dia 12 (horizontal, columna +C, M).

Tabla 2. Resistencia al complemento de las morfologias que aparecen durante el crecimiento de epimastigotas de Trypanosoma cruzi

EPm6 en medio LITB a 27 °C (Condicion vertical y horizontal)

Porcentaje de formas

o Tiempo Res
Condicién (dias) (%) R
-C HC
3 0 0 0
6 <1 0 0
Vertical

8 <1 0 0
12 <1 0 0
3 14,2 7,5 97,3
6 50,0 52,5 96,9

Horizontal
8 31,8 50,9 76,4
12 38,7 31,8 25,4

E M
-C +C -C +C
100 0 0 0
98,1 0 1,9 100
92,2 0 7.8 100
89,6 0 10,4 100
91,7 0 0,8 2,7
46,7 1,9 08 1,3
411 0 6,3 23,6
31,1 31 37,1 71,5

Cantidades iguales de parasitos crecidos en medio LIT a 27°C a los tiempos indicados (dias) se incubaron por separado con suero fresco
de cobayo inactivado (menos complemento = -C) y no inactivado (mas complemento = +C) durante 30 minutos a 35°C. Res (%)= porcentaje
de resistencia corresponde al total de formas que no se lisaron; R= Formas en diferenciacion, epis cortos o redondeados; E= Epimastigotas;
M= Metaciclicos. Los valores corresponden a experimentos por triplicado.
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La figura 2 muestra el andlisis de los perfiles proteicos
durante el crecimiento en la condicion vertical (A) y horizontal
(B). El analisis muestra al dia 0 para ambas condiciones,
un perfil comun caracterizado por al menos 18 bandas
proteicas de diferente espesor e intensidad (130, 120, 90,
85, 80, 70, 65, 63, 52, 50, 47, 45, 40, 35, 32, 29, 27y 25
kDa, trazos a la izquierda de los canales 0, Figuras 2A'y
2B). Este perfil se conserva hasta el dia 12 en la condicion
vertical y se observan pequefios cambios representados por
engrosamiento de dos bandas proteicas al dia 4 (65 y 27
kDa, puntas de flecha canal 4, Figura 2A), dos bandas el
dia 8 (70 y 45 kDa, puntas de flecha canal 8, Figura 2A) y la
aparicion de una banda de 34 kDa en ese mismo dia (trazo
corto canal 8, Figura 2A). En la condicion horizontal (Figura
2B) se observan cambios mayores, representados por la
aparicion el dia 4 de al menos cinco bandas (95, 72, 55, 38
y 34 kDa, trazos cortos canal 4, Figura 2B) e intensificacion
de la banda de 35 kDa (punta de flecha canal 4, Figura 2B),
los cuales se mantienen hasta el dia 12 donde se observa
la aparicion de una banda de 51 kDa (trazo corto canal 12,
Figura 2B).

Figura 2. SDS-PAGE al 10% de las proteinas de Trypanosoma cruzi
(EPm6) durante el crecimiento en medio LITB a 27°C en condicién
vertical (A) y horizontal (B). Cada canal tiene 8 pg de proteina. Los
ndmeros 0, 4, 6, 8 y 12 dias corresponde al tiempo de incubacién
en medio LITB. Los nimeros al lado derecho corresponden a la
movilidad relativa (Mr) de los marcadores de peso molecular en
kDa.

La figura 3 muestra el analisis de los perfiles glicoproteicos
durante el crecimiento en la condicion vertical (A) y horizontal
(B). El analisis muestra al dia 0 para ambas condiciones,
un perfil comun caracterizado por al menos 13 bandas
glicoproteicas de diferente espesor e intensidad (145, 130,
95, 82, 60, 50, 46, 40, 30, 29, 27, 25y 21 kDa, trazos a la
izquierda de los canales 0, Figuras 3Ay 3B). En la condicion
vertical a partir del dia 4 se intensifican seis bandas
glicoproteicas (60, 30, 29, 27, 25y 21 kDa, tridngulos claros
canal 4, Figura 3A) y aparece una glicoproteina bien definida
(80, punta de flecha canal 4, Figura 3A). En la condicidn
horizontal los cambios mas acentuados ocurrieron al 4° dia
con la aparicion de siete bien definidas glicoproteinas (75,
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70, 65, 38, 36, 34 y 33 kDa, puntas de flecha canal 4, Figura
3B) que se mantuvieron posteriormente y aparicion el dia 12
de una glicoproteina de 90 kDa (punta de flecha canal 12,
Figura 3B).

Figura 3. SDS-PAGE al 10% de las glicoproteinas de Trypanosoma
cruzi (EPm6) durante el crecimiento en medio LITB a 27°C en
condicion vertical (A) y horizontal (B). Cada canal tiene 12 ug de
proteina. Los nimeros 0, 4, 6, 8 y 12 dias corresponde al tiempo de
incubacién en medio LITB. Az= 1,5 ug de mezcla de glicoconjugados,
como control de tincion y su posicién se muestra al lado izquierdo de
la figura. Los numeros al lado derecho corresponden a la movilidad
relativa (Mr) de los marcadores de peso molecular en kDa.

La figura 4 compara los cambios antigénicos que ocurren
durante el crecimiento de T. cruzi en la condicién vertical
(Ay C) y horizontal (B y D), revelados con anticuerpos que
reconocen antigenos comunes y especificos de amastigotas.
El suero anti-AES preparado en conejo reveld en la condicion
vertical tres perfiles antigénicos bien definidos (Figura 4A),
uno para los epimastigotas caracterizado por al menos tres
bandas antigénicas bien definidas e intensas (70, 60 y 50
kDa, trazos a la izquierda del canal E, Figura 4A), otro para
los amastigotas control que muestra un grupo de antigenos
no resueltos entre los marcadores de 100 y 50 kDa, donde
sobresalen al menos tres bandas antigénicas muy intensas
(85, dupleta 75/65 y 55 kDa, puntas de flecha blancas
a la izquierda del canal A, Figura 4A) y un tercer perfil
caracterizado por tres bandas antigénicas intensas (dupleta
75/65, 60 y 50 kDa, puntas de flecha canal 0, Figura 4A) que
se mantiene entre los dias 0y 12 de la curva de crecimiento
(canales 0, 4, 6, 8y 12, Figura 4A).

Los cuatro antigenos que identifica el suero anti-AES en
paréasitos de 0 a 12 dias (dupleta 75/65, 60 y 50 kDa) son
una combinacion de los antigenos controles identificados en
los epimastigotas (70, 60 y 50 kDa, canal E) y amastigotas
(dupleta 75/65, canal A). En la condicién horizontal, el suero
anti-AES revelé un perfil antigénico (dupleta 75/65, 60 y
50 kDa, puntas de flecha a la izquierda del canal 0, Figura
4B) muy similar al identificado en la condicion vertical. La
diferencia antigénica mas relevante entre ambas condiciones
fue la presencia de un antigeno de 55 kDa en los parasitos
de 4 dias de la condicion horizontal (punta de flecha a la
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izquierda del canal 4, Figura 4B) coincidente con el antigeno
de 55 kDa revelado en los amastigotas controles (canales
A, Figura 4A 'y 4B). Vale destacar que el dia 4 de la curva
de crecimiento en la condicion horizontal, predominaron las
formas redondas (68,7%, columna RD; horizontal Tabla 1).
La IgY anti-AES preparada en gallina revelé en la condicion
vertical tres perfiles antigénicos bien definidos (Figura 4C),
uno para los epimastigotas caracterizado por tres bandas
antigénicas de diferente intensidad (100, 60 y 50 kDa,
trazos a la izquierda del canal E, Figura 4C), otro para los
amastigotas control que muestra dos bandas antigénicas
intensas y bien definidas (110 y 80 kDa, flechas blancas
a la izquierda del canal A, Figura 4C) y un tercer perfil
caracterizado por cuatro bandas antigénicas, una ancha
e intensa y tres de poca intensidad (100, dupleta 67/65,
60 y 50 kDa, puntas de flecha canal 0, Figura 4C) que se
mantiene su expresion desde el dia 0 al 12 de la curva de
crecimiento (canales 0, 2, 4, 6, 8y 12, Figura 4C).

Tres de los antigenos que el antisuero identifica en los
parasitos de 0 a 12 dias (100, 60 y 50 kDa), corresponden a
los antigenos revelados en los epimastigotas control. En los
parésitos de la condicién horizontal, el anticuerpo 1gY revelo
cuatro bandas (100, dupleta 67/65, 60 y 50 kDa, puntas
de flecha canal 0, Figura 4D) idénticas a las reveladas en
la condicion vertical (Figura 4C). Es de hacer notar que
el anticuerpo IgY anti-AES no identifico en parasitos de
la condicién vertical y horizontal ningln antigeno de los
revelados en los amastigotas controles.

Figura 4. Western Blot (SDS-PAGE 10%) de los cambios
antigénicos que ocurren en Trypanosoma cruzi (EPm6) durante el
crecimiento en medio LITB a 27°C en condicion vertical (Ay C) y
horizontal (B y D), revelados con suero de conejo anti-AES (Ay B,
1/3000) y conjugado anti-lgG peroxidasa de conejo (1/10000) e IgY
anti-AES (C y D, 1/1000) y conjugado anti-lgY peroxidasa de gallina
(1/10000). Los numeros 0, 4, 6, 8, y 12 dias corresponde al tiempo
de incubacién en medio LITB. Los canales Ay E corresponden a los
antigenos de Amastigotas y Epimastigotas control, respectivamente.
Los numeros al lado derecho corresponden a la movilidad relativa
(Mr) de los marcadores de peso molecular en kDa

DISCUSION

En este trabajo se evidencio que las formas epimastigotas
de T. cruzi crecidas en un microambiente con alta tension
de oxigeno se adaptan morfolégica y molecularmente de
forma tal que mimetizan algunas propiedades biologicas y
antigénicas del estadio amastigota pero son basicamente
formas epimastigotas redondas y no amastigotas genuinos.

En la revision bibliografica no se encontraron reportes de
cultivos de T. cruzi en ambientes equivalentes a la condicion
horizontal (amplia superficie y poca altura del medio
sobrenadante) y si bien no se determiné experimentalmente
la TOD, es obvio que en la condicion horizontal hay una
mayor difusion de oxigeno al medio que en la vertical. La
TOD es fundamental para el crecimiento y sobrevivencia de
los linajes celulares mantenidos in vitro. Concentraciones
de O, en el medio menor 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 (18). El estudio del contenido de
oxigeno pericelular en cultivos de diferentes linajes celulares
mostré que varia en un amplio rango (110y 0,2 mm de Hg) y
depende de la linea celular en cuestion (19). Se ha reportado
que T. cruzi creciendo en erlenmeyer con agitacion, alcanza
mayores rendimiento de parasitos/mL indicando que a
mayor TOD se acorta el tiempo de generacion del parasito
(20). Nuestros resultados indican que trabajando con igual
indculo, medio y volumen, y cultivando los parasitos en
una condicion con mayor TOD hay incremento exponencial
del indculo respecto al cultivo en baja TOD, sugiriendo un
aumento en la velocidad de crecimiento (Tabla 1). Esto
puede ser debido a que siendo T. cruzi un fermentador-
aerobico al incubarlo en una condicion de alto tenor de
oxigeno usa principalmente un metabolismo oxidativo (21).

Hay evidencias indicando que T. cruzi responde a cambios
morfoldgicos en respuesta a los cambios microambientales
(7). Pan (22) desarroll6 dos medios de cultivo para T. cruzi,
el F-29 y el F-32 que difieren en la proporcién de suero fetal
bovino (SFB) y plasma de pollo. Por adaptacion progresiva a
diferentes temperatura desde 29,5°C hasta 35,5°C consiguio
mantener por sub-cultivos sucesivos las formas amastigotas
proponiendo que en el SFB existen uno o varios factores
involucrados en la morfogénesis hacia amastigotas y que la
temperatura actla como un mecanismo selectivo. Pan (22)
hace notar que se debe mantener volimenes pequefios de
cultivo, para obtener reproducibilidad en las proporciones
de amastigotas y tripomastigotas para inducir esos estadios
de T. cruzi en los medios F-29 y F-32 (20). El hecho que
estos amastigotas tengan una procedencia primaria desde
epimastigotas a 28°C y no de tripomastigotas sanguineos
de 37°C como en el ciclo natural resta significacion bioldgica
a estos amastigotas. En nuestra condicion horizontal
encontramos formas redondas sin flagelo con aspecto de
amastigotas (Figura 1) que son resistentes a complemento,
en contraste con la morfologia tipica de epimastigotas
sensibles a complemento de la condicion vertical, lo que
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indica que esas formas redondas a temperatura ambiente
adquieren propiedades equivalentes a los amastigotas de
37°C.

Los cambios morfolégicos durante las curvas de crecimiento
estdan acompafados con cambios moleculares. Asi, en la
condicion horizontal los dias 4, 8 y 12, tanto en proteinas
como en glicoproteinas, es donde se aprecian los cambios
mas significativos (Figuras 2B y 3B) y corresponden a
predominio de las formas redondas (dia 4), predominio
de metaciclicos (dia 8) y donde los porcentajes de las
tres morfologias (epimastigotas, formas redondas vy
metaciclicos) son equitativos (dia 12). En apoyo de esta
afirmacion se aprecia que en condiciéon vertical el perfil
del dia 0 se conserva sin cambios significativos hasta el
dia 8, a partir del cual se notan algunos cambios menores
concomitantemente con el incremento del porcentaje de
metaciclicos (Figuras 2A 'y 3A, Tabla 1). En consecuencia
los cambios morfoldgicos, la mayor tasa de multiplicacion
y la resistencia al complemento inducidos por una mayor
TOD, no son un artefacto metodoldgico sin significado
bioldgico sino que implican que en las formas redondas se
estan expresando genes de otros estadios del parasito.

Si las formas redondas que aparecen en la condicion horizontal
son efectivamente amastigotas es de esperar que expresen
antigenos amastigota especificos. Se acepta que la expresion
del antigeno amastigota especifico ssp-4 de T. cruzi en una
morfologia de transicion, valida su condicion de amastigota
(23). Reportes previos trabajando con sueros anti-estadios
mostraron que el suero anti-AES detect6 al menos catorce
(175, 135, 120, 105, 95, 75, 72, 64, 60, 55, 51, 47 y 12/5 kDa)
bandas antigénicas comunes y especificos de amastigotas
intra y extracelulares (24). Durante la epimastigogénesis
de T. cruzi, se identificd6 una morfologia de transicion como
amastigota usando el anticuerpo IgY anti-AES, el cual mostré
una alta capacidad discriminante y reconoci6 cinco bandas
antigénicas (130, 110, 95, 80, y 52 kDa) como especificas
de amastigotas (8). Como en los parasitos creciendo en la
condicion vertical no hubo cambios morfolégicos durante
toda la curva de crecimiento, era de esperar que el suero anti-
AES no revelara ninglin cambio antigénico y detectara los
antigenos comunes con los epimastigotas controles (70, 60
y 50 kDa). En la condicién horizontal donde si hubo cambios
morfoldgicos, los perfiles antigénicos revelados confirman
gue los antigenos reconocidos por el suero anti-AES fueron
mayoritariamente los comunes entre amastigotas (dupleta
75/65 kDa) y epimastigotas (70, 60 y 50 kDa). Sin embargo,
el antigeno de 55 kDa revelado solo en los amastigotas
controles, aparece tenue y transitoriamente en los parasitos
del dia 4, sugiriendo que al menos transitoriamente
coincidieron caracteristicas morfolégicas, biolégicas y
antigénicas del estadio amastigotas en parasitos sometidos
a una alta TOD.

Los resultados obtenidos con el anticuerpo IgY anti-AES
confirman su alta capacidad discriminante al no revelar
en los amastigotas controles, antigenos comunes con los
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epimastigotas controles. El hecho que la IgY anti-AES no
encontrara diferencias a lo largo de la curva de crecimiento
de la condicion horizontal y que sea idéntico el perfil a la
condicion vertical indica que esas formas redondas son
esencialmente epimastigotas.

En conjunto estas evidencias sugieren que T. cruzi posee
una plasticidad morfogenética para adaptarse a un
microambiente determinado, mimetizando propiedades
bioldgicas y antigénicas de otro estadio.
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Epimastigogénesis de Trypanosoma cruzi Dm28c en medio
ML15-HA: Anélisis proteico, glicoproteico y antigénico.

Diana Graterol, Dioglenny Ramirez, Andrea Ramos, Rosa Yanet Arteaga, Oriana Mundaray, Wilmer Pineda, Maria Consuelo
Navarro, Maria Isabel Dominguez, Ana Rita De Lima, Victor Tulio Contreras

RESUMEN

Elmedio ML15-HA permite simularin vitro los eventos morfogenéticos
del ciclo vital de T. cruzi. Se ha evidenciado que los cambios
morfologicos de la epimastigogénesis del clon Dm28c de T. cruzi en
ML15-HA, ocurren méas rapidamente que para otros aislados. Nuestro
propésito fue investigar si los cambios macromoleculares ocurren
concomitantemente con la rapida transformacion morfoldgica.
Tripomastigotas derivados de células infectadas se incubaron
por diferentes tiempos en medio ML15-HA a 27°C. Los cambios
morfologicos se determinaron por microscopia de contraste de fases
y coloracion con Giemsa. Los perfiles peptidico y glicopeptidico se
analizaron mediante SDS-PAGE vy coloraciones especificas. Los
cambios antigénicos se estudiaron mediante Western blot usando
sueros anti-Tripomastigotas y anti-Epimastigotas. Los resultados
muestran: (1) caida del porcentaje de tripomastigotas e incremento
de amastigotas en las primeras 24 horas, con incremento gradual
de epimastigotas a partir de 48 horas; (2) tres perfiles peptidicos
y glicopeptidicos diferentes: tripomastigotas, epimastigotas a partir
del dia 4, y un perfil intermedio los dias 2 y 3, demostrando la
estrecha correlacién entre los eventos morfol6gicos y los cambios
proteicos y glicoproteicos; (3) los perfiles antigénicos revelaron
estrecha relacién entre los cambios morfologicos y la expresion de
antigenos estadio-especificos. Los resultados obtenidos evidencian
de manera concluyente que los cambios moleculares son mas
acelerados para el clon Dm28c en medio ML15-HA que en otros
medios. Estos hallazgos abren la interrogante, si la velocidad de
la epimastigogénesis esta determinada por la constitucién genética
del aislado o por la riqueza nutricional del medio de diferenciacion.
Palabras  Clave: Medio
Epimastigogénesis.

Trypanosoma  cruzi, ML15-HA,

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi Dm28c Epimastigogenesis in ML15-HA
medium: protein, glycoprotein and antigen analyses

The ML15-HA medium allows simulate in vitro morphogenetic
events in the life cycle of T. cruzi. It has been demonstrated that
the morphological changes of epimastigogenesis in ML15-HA
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of the T. cruzi clone Dm28c, occur faster than for other isolates.
Our purpose was to investigate whether macromolecular changes
occur concomitantly with rapid morphological transformation.
Trypomastigotes derived from infected cells were incubated for
different times in ML15-HA medium at 27°C. Morphological changes
were determined by phase contrast microscopy and staining with
Giemsa. Peptide and glycopeptide profiles were analyzed by
SDS-PAGE and specific staining. Antigenic changes were studied
by Western blot using serum anti-trypomastigotes and anti-
epimastigotes. The results show: (1) decline in the percentage of
trypomastigotes and amastigotes increased in the first 24 hours,
epimastigotes gradually increases from 48 hours, (2) three peptide
and glycopeptide profiles different: trypomastigotes, epimastigotes
from the day 4 and an intermediate profile on days 2 and 3, showing
the close correlation between morphological events and protein
and glycoprotein changes, (3) antigenic profiles showed close
relationship between the morphological changes and the expression
of stage-specific antigens. The results show conclusively that the
molecular changes are more rapid for clone Dm28c in ML15-HA
medium than in other media. These findings open the question, if the
epimastigogenesis speed is determined by the genetic constitution
of isolated or nutritional wealth differentiation medium.

Key Words: Trypanosoma cruzi, Epimastigogenesis, ML15-HA
medium.

INTRODUCCION

El estudio de los cambios moleculares que ocurren durante
la transformacion morfolégica de los estadios del ciclo vital
del Trypanosoma cruzi, agente causal de la Tripanosomiasis
Americana, es importante para implementar medidas
racionales en el combate de la enfermedad de Chagas.
T. cruzi durante su ciclo evolutivo muestra cuatro estadios
morfolégica y fisioldgicamente distinguibles, resultado de
los procesos de diferenciacién que ocurren en el vector y el
hospedadorvertebrado.Asi, los epimastigotas setransforman
en metaciclicos por el proceso de metaciclogénesis (1,2),
los metaciclicos en amastigotas por amastigogénesis
primaria (3), los tripomastigotas sanguineos en amastigotas
por amastigogénesis secundaria (4) y los tripomastigotas
sanguineos en epimastigotas por la epimastigogénesis que
ocurre en el tracto intestinal del insecto vector.

Los procesos de transformacion morfoldgica y molecular de
T. cruzi pueden ser estudiados in vitro e in vivo, en parasitos
mantenidos bajo condiciones controladas en el laboratorio
simulando los eventos que ocurren en la naturaleza (5-7), se
ha demostrado que factores como temperatura, pH, tension
de oxigeno y estrés nutricional disparan esos procesos
de diferenciacion (5,8-9). Sin embargo, no se encontraron
estudios comparando la cinética de transformacién
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morfolégica ni molecular entre aislados de diferentes fuentes
epidemioldgicas en un medio de cultivo comun que permita
simular in vitro todos los procesos de diferenciacién. Llama
la atencién que en la bibliografia consultada no se hayan
reportado estudios indicando que en una especie, un mismo
proceso de diferenciacion ocurra a velocidades diferentes.

Gigante y Contreras (10,11) trabajando con el clon Dm28c
de T. cruzi procedente de un rabipelado (reservorio de la
enfermedad de Chagas), caracterizado parasitolégicamente
y perteneciente al linaje filogenético Tc1 (12,13), quien
ademas es modelo de referencia para estudios de
morfogénesis (14), estandarizaron su cultivo y condiciones
de diferenciaciéon en medio ML15-HA (10,11); un medio
base que se emplea rutinariamente para cultivo de células
embrionarias de insecto (15). Ellos estandarizaron las
condiciones para inducir tres de los cuatro procesos de
morfogénesis del ciclo vital de T. cruzi y evidenciaron que
la epimastigogénesis del clon Dm28c de T. cruzi también
cursa con la aparicion de una morfologia de transicion
previo a su diferenciacion en epimastigota, como habia sido
previamente reportado para otros aislados en otros medios
de diferenciaciéon (16,17). Gigante y Contreras (10,11)
ademas evidenciaron que los eventos morfoldgicos ocurren
muy rapidamente en medio ML15-HA. De ahi el interés
de estudiar los eventos a nivel molecular que ocurren en
el clon Dm28c para examinar si los cambios proteicos,
glicoproteicos y antigénicos ocurren concomitantemente
con los cambios morfolégicos.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos y estadios: Se trabajé con el clon Dm28c de T.
cruzi aislado por hemocultivo de un rabipelado (Didelphis
marsupialis) en el afio 1976 como descrito previamente (12)
y mantenido en Rhodnius prolixus con pases trimestrales
en raton. En los experimentos se emplearon parasitos
con no mas de tres meses en cultivo, con repiques
semanales en medio ML15-HA (18,19). Los estadios
utilizados fueron: tripomastigotas sobrenadantes de cultivos
celulares (equivalentes a tripomastigotas tipo hematico) y
epimastigotas procedentes de cultivo axénico, crecidos
durante 6 dias a 27°C en medio ML15-HA como control de
la epimastigogénesis.

Epimastigogénesis inducida en medio ML15-HA pH 7,0:
Para estudiar la cinética de transformacion de tripomastigotas
a epimastigotas se emplearon tripomastigotas sobrenadantes
de células Vero infectadas incubados en medio ML15-HA pH
7,0 (Base de medio L-15 comercial suplementado 1:1 con
solucién de Triptosa-Fosfato Glucosado, 5% Suero Fetal
Bovino (SFB), 20 mmol/L Hemina y antibiéticos 100 U/mL
de Penicilina y 100 pg/mL de Sulfato de Estreptomicina),
siguiendo el protocolo descrito por Barrios et al y Gigante et al
(17,10). Se colocaron 1 x 107 tripomastigotas/mL incubados a
27°C en una bateria de tubos cénicos estériles de 15 mL con
4 mL del medio ML15-HA (10,11). Para analizar la cinética
de transformacion se procedié a la obtencién de masas de
parasitos los dias 0, 1/3, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 para obtencion
de proteinas y glicoproteinas. Como condiciéon control se
emplearon epimastigotas de 6 dias de cultivo mantenidos en
el mismo medio por varias semanas.
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Se hizo recuento diferencial de alicuotas de cada dia
de la cinética, bajo microscopia de contraste de fases
para estimar (a) incremento del inéculo (N/N); (b)
porcentaje de tripomastigotas; (c) porcentaje de formas en
diferenciacion; (d) porcentaje de amastigotas; (e) porcentaje
de epimastigotas y (f) porcentaje de formas inmdviles. La
morfologia de los parasitos se estudi6 en laminas coloreadas
con Giemsa-acido (20), con un aumento final de 1000X en
microscopio 6éptico (Nikon, Eclipse 400) contando al menos
300 formas para determinar porcentajes morfologicos. Las
morfologias mas representativas se fotografiaron con camara
digital (Nikon, Coolpix, 4500).

Obtencion de las fracciones proteicas totales: Masas
himedas de peso conocido se lisaron por cridlisis hipotonica
en agua suplementada con una mezcla de inhibidores de
proteasas (trans-epoxi-succinil-L-leucilamido-4-guanidino-
butano [E-64] 0,1 mmol/L; Na-p-tosil-L-cloro-lisina metil
cetona [TLCK] 0,5 mmol/L; N-p-tosil-L-fenilalanina clorometil
cetona [TPCK] 0,5 mmol/L y fenantrolina 1 mmol/L) en
relacion de 300 mg parasitos/mL de solucién de lisis. Se
sometieron a tres ciclos de congelacion/descongelacion
(-20°C / 37°C), alternando con agitaciéon en voértex (3 min
a temperatura ambiente). Los lisados se sedimentaron a
14.000xg 10 mina4°Cy los sobrenadantes se suplementaron
a 150 mmol/L NaCl (21). La concentracién de proteinas se
determind mediante Coomassie Plus-200 (Pierce, Rockford)
segun protocolo del fabricante usando Seroalblmina Bovina
(BSA) en un rango de 50 a 250 pg de proteina/mL y se leyo
la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro Ultrospect
3000 (Pharmacia).

Analisis proteico, glicoproteico y antigénico durante
la epimastigogénesis: Tripomastigotas sobrenadantes de
células Vero, epimastigotas de medios axénicos y formas
en diferenciacion se analizaron por electroforesis bajo
condiciones reductoras en mini-geles de poliacrilamida al
10% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(22), colocando 8y 10 ug de proteina por canal para visualizar
proteinas y glicoproteinas, respectivamente, y 4 ug para
antigenos. Se incluy6 un canal con proteinas marcadoras
de peso molecular conocido (Promega, V-8491).

Para el analisis de glicoproteinas se incluyé un canal
adicional con marcadores de referencia para carbohidratos
(dilucion ¥ de 0,5 ug de Fetuina de suero fetal bovino
[Sigma, F-2379]; 1,5 yg de a1-acida-glicoproteina [Sigma,
G-9014] y 1,5 pg de Mucina de glandula sub-maxilar de
buey [Sigma, M-3895]). La electroforesis se desarroll6 a
corriente constante de 12 mAmp y a temperatura ambiente.
Las proteinas separadas en los geles se visualizaron
mediante coloracion combinada de Coomassie-Plata
(23) y las glicoproteinas segun la técnica combinada de
Acido Periodico-Alcian Blue-Glutaraldehido-Plata (APABGP)
(24,25).

El analisis antigénico se hizo mediante
electroinmunotransferencia (26) a membranas de
nitrocelulosa (MNC, Pierce). Los antigenos se revelaron
usando sueros hiperinmunes anti-tripomastigotas (Anti-T)
y anti-epimastigotas (Anti-E) preparados en conejos (27)
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diluidos 1/2000. Se usaron como anticuerpos secundarios
anti-lgG de conejo producida en cabra (1/3000) conjugadas
a peroxidasa (Sigma, A-0545).

Los inmunocomplejos formados se revelaron mediante
quimioluminiscencia empleando como sustrato luminol
(Super Signal, Pierce) segun protocolo del fabricante. Los
geles fueron secados entre hojas de papel celofan y para
obtener los luminogramas, las MNC se cubrieron con lamina
de vinilo transparente y se expusieron a peliculas de Rayos
X (Medical Film Konica Minolta).

Digitalizacion, registro fotografico y analisis: Los geles
y luminogramas se digitalizaron en densitémetro (Scanner
Bio-Rad Imaging Densitometer, Modelo GPS-690) vy
analizaron con el Software (Bio-Rad Molecular Analyst®/
PC 1,2 Software package). Las figuras y fotografias se
procesaron por Microsoft Power Point 2007.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los cambios morfolégicos vy
poblacionales que ocurren durante la epimastigogénesis
de T. cruzi (Dm28c) en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
expresados como porcentaje de formas (tripomastigota, en
diferenciacion, amastigota, epimastigota y formas inmoviles)
e incremento del inoculo (N/N,). Se aprecia que los cambios
mas significativos ocurren en las primeras 24 horas con una
caida abrupta del porcentaje de tripomastigotas (de 94,8 a
3,9%), un incremento concomitante de los amastigotas (de
0 a 89,4%) y sin incremento poblacional neto (N/N,=1).

En términos poblacionales, se observa que el inéculo se
incrementa progresivamente desde 1,8 hasta 59,0 entre
el dia 2 y el dia 10, lapso en el cual ocurre un incremento
progresivo del porcentaje de epimastigotas, que se
establecen como morfologia predominante a partir del dia 2
de la cinética hasta el dia 8 (de 25,0% a 85,8%).

Figura 1. Cambios morfolégicos durante la epimastigogénesis de T. cruzi
(Dm28c) en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C. Los nimeros corresponden
a tiempo en dias. n = nlcleo; k = kinetoplasto. Coloraciéon de Giemsa-
acida (1000X).
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La Figura 1 muestra estos cambios por microscopia éptica,
donde se aprecia la transformacion de tripomastigotas en
amastigotas al primer dia de incubacion y la transformacion
de amastigotas en epimastigotas a partir del segundo
dia (2d) con predominio de los epimastigotas a los 4 y 8
dias (4d y 8d). Entre las 8 horas (1/3d) y 24 horas (1d) se
observan formas redondeadas en diferenciacion entre los
tripomastigotas alargados y los amastigotas redondos, hasta
alcanzar la morfologia tipica del amastigota con kinetoplasto
en barra. A partir del dia 2 aparecen epimastigotas cortos
(2d) que incrementan su tamafio y se mantienen como
morfologia predominante (epimastigotas tipicos) hasta el
8vo dia de incubacion.

La Figura 2 muestra perfiles proteicos y glicoproteicos
diferentes: uno para tripomastigotas (T, Panel A y B)
y otro para epimastigotas (E, Panel A y B). Durante la
diferenciacion (canales 1/3 al 10) se aprecian cambios tanto
en las proteinas (Panel A) como en las glicoproteinas (Panel
B). El perfil epimastigota especifico se observa a partir del
dia 4 de incubacién de los tripomastigotas, compatible con
el incremento progresivo de la morfologia epimastigota
(Tabla 1). En las proteinas, las mayores modificaciones
estan representadas por la distribucion, cambios de
intensidad y presencia de polipéptidos transitorios de alto
peso molecular (por encima del marcador de 100kDa)
antes del dia 3 y cambios en los de mediano y bajo peso
molecular a partir del dia 4 (por debajo del marcador de 75
kDa); lo que indica que a partir de ese dia, el perfil proteico
es semejante al estadio epimastigota y que en los primeros
dias, el perfil es semejante al estadio tripomastigota. En
las glicoproteinas, durante la diferenciacion (canales 1/3 al
10) se logra evidenciar cambios de espesor y de intensidad
de algunos glicopéptidos, lo que sugiere la existencia de
regiones de re-arreglos glicopeptidicos. Parecido a lo que
se observa con las proteinas a partir del dia 4 de incubacién,
los parasitos muestran un perfil glicopeptidico similar al de
los epimastigotas controles compatible con el incremento
progresivo de la morfologia epimastigota.
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Figura 2. Electroforesis (SDS-PAGE 10%) de los cambios
polipeptidicos que ocurren en T. cruzi (Dm28c) durante la
epimastigogénesis en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C, tefiidos con
Coomassie-Plata (Panel A, 8 ug) y APABGP (Panel B, 10 pg). “T”
corresponde a tripomastigotas y “E” a epimastigotas. Los nimeros
en la parte superior corresponden al tiempo de incubacion en el
medio ML15-HA pH 7,0. Az= 1,5 pg de mezcla de glicoconjugados.
El canal “M” corresponde a los marcadores peptidicos de peso
molecular y “Mr” a la movilidad relativa en kiloDaltons (kDa).
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TABLA 1. Distribucion porcentual de formas estructurales de Trypanosoma cruzi (Dm28c) durante la incubacion a diferentes tiempos de
tripomastigotas sobrenadantes de células en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C.

Tiempo Porcentaje de Formas
(dias) N/N,
T D A E Muertos

0 94,8 0 0 51 0 1,0
1/3 14,8 0 74,3 10,8 0 -
1 3,9 2,6 89,4 3,9 0 1,0
2 0 28,6 45,4 25,0 0 18
3 0,8 7,1 33,9 58,0 0 2,9
4 1,6 11,9 15,0 71,4 0 6,5
6 0 6,8 8,4 84,7 0 15,1
8 0 6,8 3,9 85,8 g3 45,1
10 0 1,7 1,7 82,6 13,9 59,0

T= Tripomastigotas; D= Formas en diferenciacion; A= Amastigotas;

Las Figuras 3 y 4 muestran los analisis por Inmunobloting
de los perfiles antigénicos revelados por los sueros de
conejo Anti-T y Anti-E durante la epimastigogénesis de
T. cruzi (Dm28c) en medio ML15-HA pH 7,0. El suero
Anti-T (Figura 3) revela 3 perfiles bien definidos: un primer
perfil correspondiente a tiempo 1/3d y 1d similar al de
tripomastigotas (canal T); un perfil entre el dia 3 y 10
similar al perfil de epimastigotas (canal E); y un perfil de
transicion correspondiente al dia 2 con bandas antigénicas
compartidas de tripomastigotas y epimastigotas (canales
Ty E) y un antigeno de 80 kDa (punta de flecha blanca)
ausente en los tripomastigotas y los epimastigotas.

En el canal T correspondiente a los tripomastigotas,
el suero Anti-T reconoce una regién de antigenos no
resueltos por encima del marcador de 150 kDa (asterisco
a la izquierda del canal T) y ocho bandas antigénicas de
diferente intensidad y espesor por debajo del marcador de
150 kDa (134, 114, 100, 88, dupleta 75/72, dupleta 61/60,
dupleta 51/49 y tripleta 47/45/43 kDa) distribuidos entre
los marcadores 150 y 25 kDa y un antigeno intenso por
debajo del marcador de 25 kDa, mientras que en el canal
E correspondiente a los epimastigota de la condicion
control, el suero Anti-T revelé ocho bandas antigénicas de
diferente intensidad y espesor (125, 114, dupleta 100/95,
88, tripleta 75/69/66, 60, 53 y dupleta 50/47 kDa, punta de
flecha a la izquierda del canal E) y un antigeno intenso por
debajo del marcador de 25 kDa.

El suero Anti-E (Figura 4) revela también 3 perfiles bien
definidos similar a lo observado con el suero Anti-T y
un antigeno de 60 kDa (punta de flecha blanca a la
izquierda del canal 2) ausente en los tripomastigotas y los
epimastigotas. El suero Anti-E reconoce en su antigeno
homologo, un perfil antigénico complejo caracterizado

E= Epimastigotas; Muertos= formas inmdviles. N/N, = la relacion entre
el recuento de parasitos/mL a tiempo (t) sobre el recuento a tiempo 0.

por una banda ancha de antigenos no resueltos entre
56 y 30 kDa (punta de flecha a la derecha del canal E) y
una banda (tripleta 82/72/67, asterisco a la derecha del
canal E). En el canal T, el suero Anti-E reconoce ocho
bandas antigénicas de diferente intensidad (225, 150, 118,
dupleta 90/80, dupleta 75/69, 61, tripleta 56/52/49 y 44
kDa) distribuidos entre los marcadores 225 y 25 kDa. La
comparacién de estos perfiles muestra al menos cuatro
bandas antigénicas comunes a ambos estadios (dupleta
75/69, 61, tripleta 56/52/49 y 44 kDa, punta de flecha a la
derecha del canal T) los cuales mantienen su expresion
durante toda la diferenciacion (canales 1/3 al 10).

Figura 3. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de los cambios
antigénicos que ocurren en T. cruzi (Dm28c) durante la
epimastigogénesis en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C, revelados
con suero de conejo Anti-T (1/2000) como descrito en Materiales y
Métodos. T= tripomastigotas y E= epimastigotas. Los nimeros 1/3,
1,2, 3,4, 6,8y 10 dias corresponde al tiempo de incubacion (dias)
en el medio de diferenciacion. Mr indica la movilidad relativa de los
marcadores de peso molecular en kDa.

Salus Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo. Suplemento 2013 Vol. 17



16 Diana Graterol, Dioglenny Ramirez, Andrea Ramos, Rosa Yanet Arteaga, Oriana Mundaray, Wilmer Pineda, Maria Consuelo Navarro,

Figura 4. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de los cambios
antigénicos que ocurren en T. cruzi (Dm28c) durante la
epimastigogénesis en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C, revelados
con suero de conejo Anti-E (1/2000) como descrito en Materiales y
Métodos. T= tripomastigotas y E= epimastigotas. Los nimeros 1/3,
1,2, 3,4,6,8y 10 dias corresponde al tiempo de incubacién (dias)
en el medio de diferenciacion. Mr indica la movilidad relativa de los
marcadores de peso molecular en kDa.

DISCUSION
En este trabajo se demuestra que los cambios
macromoleculares durante la  epimastigogénesis  del

clon Dm28c de T. cruzi en medio ML15-HA, ocurren
simultdaneamente con la transformacién morfologica. Es de
resaltar que se estudio la transformacion del tripomastigota
tipo sanguineo con un parasito genéticamente homogéneo
(clonado) en un medio de diferenciacién (comudn) donde
varios procesos de diferenciacion fueron estandarizados.

A pesar que los estudios de morfogénesis de T. cruzi han
sido realizados con aislados diferentes y/o medios de
diferenciacion diferentes, se ha propuesto que procesos
de diferenciacion de T. cruzi tales como metaciclogénesis,
amastigogénesis 'y epimastigogénesis inducidos en
condiciones axénicas son afectados por factores inherentes
al aislado y al microambiente en el cual ocurre la
diferenciacion (5).

Barrios et al (17) estudiando la epimastigogénesis del clon
EPm, de T. cruzi (procedente de humano) incubado en un
medio semi-definido (MEMTAU pH 6,7) (3) suplementado
con hidrolizado de lactoalbimina (1X), mostraron que los
parasitos en diferenciacion pasan por formas redondeadas
sin flagelo (amastigotas) y formas de naveta antes de
transformarse en epimastigotas. En los primeros 2 dias
cayo el porcentaje de tripomastigotas y a partir del dia 6 se
incremento progresivamente hasta 6 veces la poblaciony los
epimastigotas se hicieron predominantes. De Lima et al (16)
en un estudio similar trabajando con el clon EPm_de T. cruzi
e incubando en un medio no definido quimicamente (medio
LIT B pH 7,2) mostraron que los cambios morfolégicos
de los tripomastigotas se inician en las primeras 12 horas
de incubacién, con incremento progresivo de formas
redondas a las 48 horas que alcanzan un pico méaximo al
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4to dia de incubacion. Los epimastigotas se incrementaron
significativamente a partir del 6to dia, alcanzando al dia 12
de incubacion cerca de un 98% de epimastigotas. Gigante
et al (10) trabajando con el clon Dm28c aislado de reservorio
en condiciones equivalentes e incubando en un medio semi-
definido (ML15-HA pH 7,0), mostraron que los cambios mas
significativos ocurren en las primeras 24 horas con una
caida abrupta del porcentaje de tripomastigotas (de 94,8 a
3,9%) y un incremento concomitante de los amastigotas (de
0 a 89,4%), mientras que los epimastigotas se establecieron
como morfologia predominante a partir del dia 2 hasta
el dia 10, con un incremento de 59 veces el indculo. Los
resultados anteriores evidencian que indistintamente de la
procedencia del aislado (humano o reservorio), los eventos
de diferenciacion que ocurren durante la epimastigogénesis
son equivalentes y confirman la presencia del estadio
amastigota precediendo al estadio epimastigota (6,28).

A nivel de proteinas y glicoproteinas, estudios previos
del evento de transformacién empleando otros aislados
en medios diferentes muestran que los tripomastigotas
expresan proteinas y glicoproteinas del epimastigota como
demostrado por De Lima et al (16) trabajando con el clon
EPm, de T. cruzi y medio LIT B y por Barrios et al (17)
trabajando con el mismo clon y medio MEMTAU. Nuestros
resultados para el clon Dm28c y medio ML15-HA pH 7,0
con 5% SFB que representa una condicion de riqueza
nutricional, muestran tres perfiles proteicos y glicoproteicos
diferentes: uno para tripomastigotas entre las 0 y 24 horas
de incubacion; otro para epimastigotas a partir del dia 4,
comparable con el perfil control de epimastigotas, y un tercer
perfil diferente para los dias 2 y 3. Los mayores cambios
fueron evidentes a partir de las 8 horas de incubacién. Se
aprecia la aparicion de polipéptidos transitorios entre los dias
1y 2, lo que sugiere que en estas regiones esta ocurriendo
un re-arreglo polipeptidico que pudiera ser aportado por las
formas amastigotas presentes en el cultivo durante este
periodo.

El perfil epimastigota especifico se observa a partir del dia
4 de incubacién, compatible con el incremento progresivo
de la morfologia epimastigota (Tabla 1), mucho mas rapido
que para otros aislados. Los cambios glicopeptidicos
observados muestran que el perfil de los tripomastigotas es
significativamente diferente del perfil de epimastigotas y que
durante la cinética de diferenciacion, entre los dias 2 y 4 se
evidencian cambios en el espesor y la intensidad de algunos
glicopéptidos que sugieren la existencia de regiones de re-
arreglos glicopeptidicos.

El andlisis de los cambios antigénicos que ocurren durante
la epimastigogénesis de Dm28c en ML15-HA, muestra una
correlacion entre los perfiles antigénicos de los estadios de
partida (tripomastigotas) y de culminacién (epimastigotas),
y un perfil de transiciébn con antigenos caracteristicos:
uno de 80 kDa, revelado por el suero Anti-T en parasitos
del dia 2 y otro de 60 kDa, revelado por el suero Anti-E
también en parasitos del dia 2. Llama la atencion que no
hay correspondencia entre el dia de mayor porcentaje de
amastigotas (dia 1, Tabla 1) con la presencia de antigenos
“especificos” (dia 2), lo que podria sugerir que los cambios
morfoldgicos preceden los cambios antigénicos. Un hecho
irrefutable es que el perfil antigénico caracteristico de los

Salus Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo. Suplemento 2013 Vol. 17



Epimastigogénesis de Trypanosoma cruzi

epimastigotas puede ser revelado por ambos antisueros
(Anti-T y Anti-E) tan precozmente como el dia 3 de la
incubacién, indicando que la mayor velocidad en los
cambios morfologicos parece estar asociado a los cambios
moleculares. Vale destacar que estudios previos de
diferenciacion de T. cruzi proponen que la expresion génica
antecede la transformacion morfolégica (1) en contraste
con la sugerencia hecha para explicar el alto porcentaje de
amastigotas (dia 1) sin antigenos especificos. Hecho que
destaca la importancia de esta investigacion al trabajar en
un medio de diferenciacion comun para varios procesos de
transformacion morfolégica.

El andlisis antigénico comparativo de la epimastigogénesis
muestra que ensayos realizados en diferentes tiempos con
aislados y condiciones diferentes, confirman los eventos
fundamentales que ocurren durante la diferenciacion.
El estadio de partida (tripomastigota) y culminacién
(epimastigota) de la diferenciacion muestran un perfil
estadio-especifico. Durante la diferenciacion, aparece un
perfil antigénico diferente compatible con la existencia del
estadio amastigota precediendo al estadio epimastigota y
este evento parece que puede ser adelantado o retardado en
funcion de la riqueza nutricional del medio de diferenciacion,
aspecto que merece ser investigado. La definicion del
perfil molecular caracteristico de los epimastigotas
(proteico, glicoproteico y antigénico) ocurre cuando hay
predominancia de ese estadio concomitantemente con
el incremento poblacional. En términos de la utilidad para
fines diagnodsticos, es evidente la existencia de antigenos
comunes indistintamente del aislado y del medio de
diferenciacion, lo que permite sugerir un andlisis de estos
eventos usando sueros de pacientes chagasicos donde las
coincidencias tienen un mayor significado diagndéstico que
el uso de anti sueros estadio-especificos producidos en
conejos.

Finalmente, se abre una serie de interrogantes que
deben ser consideradas, tales como si la velocidad de la
epimastigogénesis esta determinada por la constitucion
genética del aislado o por la riqueza nutricional del medio
de diferenciacién; 6 si las cinéticas de otros eventos de
diferenciacion (Metaciclogénesis) son diferentes para
aislados de diferente constitucion genética.
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Factores de riesgo, nivel de conocimiento y seroprevalencia
de enfermedad de Chagas en el Municipio San Diego,

Estado Carabobo, Venezuela.

Oriana Mundaray?, Nicolas Palomo?, Marvin Querales'?, Ana Rita De Lima?, Victor Contreras?, Diana Graterol*®, Emilia Barrios*®

RESUMEN

En los ultimos afios se ha reportado en Venezuela una nueva
realidad de la enfermedad de Chagas, con mulltiples brotes de
transmision oral y vectorial, con participacion de triatominos
considerados antiguamente como silvestres que han colonizado
zonas urbanas proximas a vegetaciones. El Municipio San Diego
del Estado Carabobo se ha caracterizado por un gran crecimiento
demografico con expansion habitacional hacia zonas boscosas, y
en donde se ha reportado la captura de triatominos domiciliarios y
peridomicilarios. En este estudio se evalud los factores de riesgo
y nivel de conocimiento de la enfermedad de Chagas, asi como
determinacion de infeccion por Trypanosoma cruzi en el Sector
A del mencionado Municipio. A través de pruebas seroldgicas, se
obtuvo una seroprevalencia de 5,6% de un total de 90 individuos
evaluados. Haciendo uso de un cuestionario, se encontré baja
frecuencia de los factores de riesgo clasicos (condiciones de
vivienday presencia de chipos); no obstante, se obtuvo un porcentaje
elevado de presencia de animales en el intra o peridomicilio (74%),
asi como de vegetacién abundante préxima al hogar (82%). En
cuanto al nivel de conocimiento, aproximadamente la mitad de
los encuestados (46%) mostré un nivel intermedio, seguido de
una considerable proporcion de participantes con nociones bajas
(34%). Los conocimientos mas elevados correspondieron a la
definiciéon sobre la enfermedad de Chagas y sintomatologia mas
frecuente (60%) e insecto vector (72%). Por otro lado, se obtuvo
baja frecuencia en cuanto a los mecanismos de transmision y
reservorios del parasito. Los resultados sugieren la necesidad de
ampliar los mecanismos de accién en la lucha contra la enfermedad
de Chagas, promoviendo estrategias educativas que aumenten el
conocimiento en la comunidad.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, nivel
de conocimiento, factores de riesgo.
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ABSTRACT

Risk factors, level of knowledge and seroprevalence of Chagas
disease, in San Diego County, Carabobo State, Venezuela.

In recent years it has been Venezuela reported in Venezuela a new
reality of Chagas disease, with multiple outbreaks of oral and vectorial
transmission, involving formerly considered as wild triatomines that
have colonized urban areas near vegetation. The San Diego County
Carabobo state was characterized by a high population growth
with residential expansion into forested areas, and where it has
been reported domiciliary and peridomiciliary triatomine capture. In
this study we evaluated the risk factors and level of knowledge of
Chagas disease, as well to identify Trypanosoma cruzi infection in
Sector A of the said municipality. Through serological tests yielded
a seroprevalence of 5.6 % of a total of 90 individuals tested. Using
a questionnaire, we found low frequency of traditional risk factors
(housing conditions and presence of triatomines), however, we
obtained a high percentage of animals in the presence of intra-
or peri (74 %) and abundant vegetation close to home (82 %).
Regarding the level of knowledge, about half of respondents (46 %)
showed an intermediate level, followed by a considerable proportion
of participants with low notions (34 %). Knowledge was highest in
the definition of Chagas disease and most common symptom (60 %)
and insect vector (72 %). On the other hand, it was obtained a low
frequency transmission mechanisms and reservoirs of parasite. The
results suggest the need to broaden the mechanisms of action in the
fight against Chagas disease, promoting educational strategies that
increase community awareness

Key words: Trypanosoma cruzi, level of

knowledge, risk factors.

Chagas disease,

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una patologia causada por
el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, enfermedad
endémica que afecta al continente americano. Este
parasito se caracteriza por poseer un ciclo de vida
heteroxeno, requiriendo dos hospedadores para completar
su ciclo evolutivo. Los hospedadores invertebrados estan
representados por insectos hematéfagos de la familia
Reduvidae conocidos comiUnmente como triatominos o
chipos. Mientras que los hospedadores vertebrados estan
representados por una amplia variedad de mamiferos,
incluyendo al hombre (1). Tradicionalmente en Venezuela el
Rhodnius prolixus se consideraba como el principal vector
en la transmision de la enfermedad al hombre, participando
en un ciclo doméstico; mientras que Panstrongylus
geniculatus y Triatoma maculata eran considerados como
vectores silvestres, con mantenimiento del ciclo evolutivo en
mamiferos y con poca frecuencia al hombre (2).
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Segun datos de la PAHO en Venezuela se reporta para el
afio 2010 una poblacion de 26.749.000 habitantes, de los
cuales existen 310 mil infectados con Trypanosoma cruzi
con una incidencia de 1400 casos anuales y una tasa de
prevalencia de 1,159 casos por cada 1000 habitantes (3).
Actualmente nuestro pais posee una poblacion expuesta de
4.944.000 habitantes en las zonas de riesgo, representadas
por areas proximas a piedemonte, asi como focos irregulares
en rangos mas altos de las montafias. También hay una
zona inestable, en la cual los paisajes estan conformados
por pastizales con arboles dispersos de hoja ancha perenne
y las llanuras costeras (4).

Para el afio 1960 se reportaba en el pais una seroprevalencia
de 45% de la enfermedad de Chagas en la poblacion
expuesta. Esto motivd a la creacion a mediados de la
decada de los sesenta del Programa de Control de la
Enfermedad de Chagas. Esta iniciativa se basé en el uso
de insecticidas, sustitucion del rancho por vivienda rural,
aplicacion de encuestas seroepidemioldgicas y vigilancia
entomoldgica tanto activa como pasiva (5). Esta iniciativa
continué con la incorporacion de Venezuela a la iniciativa
del Pacto Andino para erradicacion del vector (6). Como
consecuencia de estas acciones se redujo la seroprevalencia
de la enfermedad de Chagas de 44,5% a 9,2%, asi como
una caida en la prevalencia a 3,2% en nifios menores de
10 afios. Conjuntamente con una reduccion del indice de
infestacion de triatominos de 8,3% a 0,7% (7).

No obstante, el incremento de casos de malaria y la
aparicion del dengue hemorragico conllevaron a una
desviacion de los recursos presupuestarios destinados a
los Programas de Control anteriormente mencionados hacia
estas enfermedades de curso agudo. Esto se manifiesta en
una reemergencia de la enfermedad en diferentes regiones
del pais como Zulia y Cojedes (8), Barinas (9), Portuguesa
(10), Trujillo y Mérida (11-13), Lara (10, 14-16), Aragua
(17). Un aspecto que llama poderosamente la atencién es
la confirmacion de transmision activa de la enfermedad
representada por aparicién de casos positivos en nifios
menores de 2 afios con una seroprevalencia de 0,12% en el
estado Barinas (9). Asi como una seroprevalencia de 0,57%
en niflos menores de 10 afios en el Estado Lara (18).

Estudios realizados por varios grupos de investigadores
han revelado una nueva realidad de la transmision de la
enfermedad de Chagas en nuestro pais, como cambios
en el comportamiento de los vectores en la transmision de
la enfermedad. De esta forma, se ha detectado no soélo la
domiciliacion de vectores silvestres en viviendas urbanas de
zonas tradicionalmente no consideradas de riesgo (9,19),
sino que ademas estaban infectados e implicados en la
transmision a humanos (20). Asi como la participacion de
nuevos vectores en la propagacion de la enfermedad como
Eratyrus mucronatus (21). Mas recientemente se ha reportado
la aparicion de brotes orales de la enfermedad de Chagas
con participacion de vectores considerados tradicionalmente
como silvestres en varias localidades del pais (22, 23).

Segun datos del Laboratorio Regional de Apoyo
Epidemioldgico del Estado Carabobo se ha reportado la
captura de triatominos en varios Municipios como Miranda,
San Diego, Puerto Cabello, Libertador, Naguanagua y
Carlos Arvelo. Estudios previos realizados en el Municipio
San Diego del Estado Carabobo reportaron una prevalencia
de 10,83% en la poblacion estudiada, encontrandose que
en su mayoria se encontraban distribuidos en los Sectores
Norte Ay Sur del mencionado Municipio (24).

Dada la actual situaciéon epidemiolégica de la enfermedad
de Chagas en nuestro pais, un aspecto importante es la
educacion sanitaria de la Poblacién. En el presente trabajo
se realizé un estudio del nivel de conocimiento sobre la
Enfermedad de Chagas en residentes de comunidades de
la zona norte del Municipio San Diego, como base para
futuras estrategias de promocion de salud. Del mismo
modo se determind la seroprevalencia de la infeccién por
Trypanosoma cruzi, aportando datos e informacion a la
estadistica nacional.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Sector Norte A del Municipio San
Diego del Estado Carabobo, ubicado con las siguientes
coordenadas geograficas: Longitud 67°, 57°, 10" Oeste de
Greenwich Latitud 10°, 14", 00"" Norte de Ecuador. Este
sector comprende las siguientes comunidades: La Josefina |
y I, Pueblo de San Diego, Las Mercedes, Sabana del Medio,
La Cumaca, Los Tamarindos, San Francisco de Cupira, La
Lopera, El Polvero-Higuerote, El Otro Lado, Las Morochas
(I, 1, 1y 1V), Mini Granjas San Diego, Urbanizacion Valle
Fresco, La Ponderosa, Las Trianas, Las Trinitarias, Valles
de San Diego y Villa Jardin.

La poblacion estuvo representada por los habitantes
del sector Norte A de las comunidades La Josefina | y I,
Pueblo de San Diego, Las Mercedes, Sabana del Medio,
La Cumaca, Los Tamarindos, San Francisco de Cupira, La
Lopera, El Polvero-Higuerote, El Otro Lado y Las Morochas
para un total de 8222 habitantes segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica para el afio 2004. La muestra
estuvo representada por 90 individuos, quienes acudieron
de forma voluntaria a las jornadas de despistaje de
infeccion por Trypanosoma cruzi realizadas en un mdédulo
de atencién primaria adscritos a la alcaldia del municipio. La
convocatoria a las jornadas se efectué mediante volanteo y
visitas domiciliarias a las comunidades.

Esta investigacion fue de tipo descriptiva, no experimental,
de campo y de corte transversal, realizado entre los meses
de febrero y marzo de 2012. Previo al muestreo, se aplico
un consentimiento informado por escrito a cada paciente que
asistio a las diferentes convocatorias, segun lo contemplado
en los requisitos bioéticos de la Convencion de Helsinski (25).

Se utiliz6 como instrumento un cuestionario dividido
en tres partes. En la primera parte se obtuvieron datos
personales, socioeconémicos y demograficos, antecedentes
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personales de enfermedad de Chagas en primer grado de
consanguinidad.

El estrato socioeconémico (ESE) se calculo a través del
método de Graffar modificado por Méndez-Castellano
(26). En la segunda parte se evaluaron mediante seis
items factores de riesgo asociados con la infeccién por
Trypanosoma cruzi: presencia de triatominos (adultos, ninfas,
huevos o exhubias), animales en el intra o peridomicilio,
vegetacion proxima (palmeras o morichales cercanos), y
condiciones de infraestructura de la vivienda que favorecen
la domiciliacion del vector (piso de tierra, techo de palmay
paredes de bahareque).

La tercera parte de la encuesta de preguntas estructuradas,
disefiada “ah hoc”, permiti6 conocer el Nivel Optimo de
Conocimiento (NOC) de los participantes en cuanto a los
factores de riesgo relacionados con la enfermedad de
Chagas e infeccion por Trypanosoma cruzi. La misma fue
sometida a juicio de expertos. Fueron diez las categorias
a evaluar para establecer el NOC: cuatro preguntas
relacionadas con el vector (reconocimiento, tipo de habitat,
fuente de alimentacion, refugios y reservorios) y seis items
con la infeccion por Trypanosoma cruzi y la enfermedad de
Chagas (definicion, produccién de fiebre y miocardiopatia,
transmision placentaria y oral por los alimentos, riesgo de
las transfusiones sanguineas).

Para definir el nivel de conocimiento de cada participante se
calculd la distribucion percentilar del niUmero de categorias
correctamente identificadas en el grupo total de individuos
estudiados, considerandose que un participante tendra un
NOC bajo si identifico correctamente hasta 3 (Percentil
25) de las categorias encuestadas; intermedio si identifico
entre 4 y ocho categorias; y alto si logro identificar nueve
(percentil 75) o méas categorias.

Toma de muestra sanguinea y establecimiento de la
infeccién por Trypanosoma cruzi. Las muestras de sangre
se recolectaron mediante venopuncién utilizando tubos sin
anticoagulante para la obtencion de suero. Se procedi6 a la
busqueda de anticuerpos especificos contra Trypanosoma
cruzi mediante la ejecucion de tres pruebas serolégicas:
Hemaglutinacién Pasiva (HP), inmunoensayo enzimatico
(ELISA) y Reaccion Indirecta de Anticuerpos fluorescentes
(RIAF). Se consider6 como positivo la infeccion por
Trypanosoma cruzi a la positividad de la reaccion en dos de
las tres técnicas efectuadas.

Reaccion de hemaglutinacion. Se utilizé el kit comercial
Chagatest HAI (Laboratorios Wiener) previa precipitacion de
anticuerpos IgM mediante la utilizacion de 2-mercaptoetanol.
Como control negativo se utiliz6 suero de individuos
aparentemente sanos procedentes de zona no endémicas
gue resultaron negativos en ensayos anteriores a la infeccion
por T. cruzi mediante las técnicas de ELISA, inmunobloting y
RIAF. Se consider6 como positivo un titulo igual o mayor a
una dilucién de 1/16.
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Ensayo inmunoenzimético (ELISA). Se sigui6 el protocolo
desarrollado para proteinas (27). Se utilizd antigeno de
Maeckelt (28) obtenido a partir de epimastigotas de T.
cruzi. Se sensibilizaron los pozos de la placa con 0,5 pg de
antigeno en solucién carbonato-bicarbonato durante 1 hora
a 37° C. Luego de tres lavados con PBS + 0,1% Tween-20,
se procedio al bloqueo con leche descremada al 7,5% en
Solucion carbonato-bicarbonato y posterior lavado (3X) de
los pozos con PBS + 0,1% Tween 20.

Para la titulacion de anticuerpos, se hizo diluciones seriadas
dobles del suero en PBS + 0,05% Tween 20 y se incubo
durante 1 hora a 37° C. Luego de tres lavados con PBS
+ 0,1% Tween-20, se procedié a la incubacion con la
correspondiente anti inmunoglobulina (anti-IgG o anti-IgM
humana acoplada a peroxidasa, Sigma) en PBS + 0,05%
Tween 20 (1 hora, 37°C).

Luego de tres lavados con PBS-Tween 20, se procedio al
revelado utilizando como substrato ortofeniléndiamina e
incubacion durante 12 minutos a temperatura ambiente.

Se detuvo la reaccion con 0,1 M azida de sodio y se procedié
a la lectura de las respectivas absorbancias utilizando una
longitud de onda de 490 nm.

Reaccién Indirectade Anticuerpos Fluorescentes (RIAF).
Para el ensayo se utilizd epimastigotas de Trypanosoma
cruzi procedentes de cultivo en medio LITB. Los parasitos
se lavaron 3 veces en PBS (3 minutos, 14000 xg, 4°C) en
microcentrifugaEppendorf y fijados con PBS suplementado
con 3,7% formaldehido durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente fueron lavados 3 veces en PBS
bajo las mismas condiciones y ajustados a un nimero de 2
x 107 paréasitos/mL.

Estos epimastigotas se colocaron sobre laminas portaobjeto
recubiertas con poli-L-lisina (10 pg/ml) y se permitié adhesion
por 30 minutos a temperatura ambiente.

Los grupos aldehidos libres se bloquearon con 50mM
NH4CI en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente
y se lavo la lamina 3 veces en PBS. Los parasitos se
permeabilizaron con 0,1% Triton X-100 en PBS durante 10
minutos a temperatura ambiente y se lavaron una vez con
PBS. Para prevenir el enlace inespecifico de anticuerpos, la
lamina se incubo con PBS + 1% seroalbimina bovina (BSA)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se incubd con diluciones dobles seriadas del suero del
paciente durante una hora en camara himeda a 37°C.

Luego de tres lavados en PBS, se adiciond el anticuerpo
conjugado anti-lgG humana acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (1/100) durante 1 hora a 37°C. La dilucion de
los anticuerpos primarios y conjugados se realiz6 en PBS +
1% BSA. Luego de cuatro lavados con PBS, se cubrieron los
parasitos con una laminilla de 22 x 40 mm sobre glicerol:PBS
(9:1) y se sellaron los bordes con parafina liquida. Las
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laminas se visualizaron con un aumento de 1000X en un
microscopio de epifluorescencia (Nikkon, Eclipse 400) (29).

Anédlisis de los datos. Para el analisis de los datos se utilizd
el programa estadistico SPSS version 15 para Windows
2007. Variables cuantitativas tales como la edad, fueron
expresadas como media aritmética y desviacion estandar,
mientras que las cualitativas en forma de frecuencias
y porcentajes. Los resultados referentes al nivel de
conocimiento y factores de riesgo se expresaron en graficos.
La asociacion entre variables se presenté mediante tablas
de contingencia utilizando la prueba de chi cuadrado (x2).
Se consideré como significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS

Se evaluaron 90 pacientes con edades comprendidas entre
18 y 87 afios (44,4 + 16,0 afios) de los cuales 26 (28,9%)
pertenecian al género masculino y 64 (71,1%) al femenino.
Los mismos tenian un tiempo de residencia en el municipio
San Diego de 28,0 + 19,0 afios. Las caracteristicas del

Tabla 1. Caracteristicas de la muestra estudiada segin género

CARACTERISTICAS

Grado de Instruccion

Analfabeto

Solo sabe leer y escribir, cursé sélo primaria o hasta noveno afo de secundaria

sin aprobarlo.

Secundaria incompleta (minimo noveno afio de secundaria aprobado)

Secundaria completa, Técnico medio o Técnico Superior Universitario

Ensefianza universitaria

Estrato Socioeconémico
Estrato |

Estrato Il

Estrato IlI

Estrato IV

Estrato V

Antecedentes personales de enfermedad de Chagas
Hipertension arterial autoreportado

Antecedente personal de ECI
autoreportado

Dengue autoreportado (%)

Sintomatologia reciente (%)

Fiebre

Cefalea

Mialgia
Hipertension Arterial
Taquicardia

Edema

grupo en estudio se muestran en la Tabla 1. En cuanto al
grado de instruccion, se observd que méas de la mitad de
la muestra presentaba secundaria completa, técnico medio
0 técnico superior universitario; un poco mas de la cuarta
parte presentaban niveles de primaria y/o secundaria
incompleta. Un 15,6% estaba cursando o habia culminado
carreras largas a nivel universitario y se detecté muy bajo
porcentaje de analfabetismo.Por otro lado, mas de las tres
cuartas partes de los participantes en el estudio estuvo
ubicado entre los estratos socioecondmicos intermedios (Il
y IV), sin diferencias estadisticas segun género.

Con respecto a los antecedentes personales de enfermedad
de Chagas, se observo que en ambos géneros se evidencio
un alto porcentaje de hipertension arterial (78,9%), seguido
por la presencia de enfermedad cardiaca isquémica, ésta
mucho mas significativa en la poblacion femenina.

Se reporté muy bajo porcentaje de dengue, asi como poca
incidencia de manifestaciones propias de la fase aguda de
la enfermedad de Chagas, siendo los mas representativos
la cefalea, mialgia y taquicardia.

Masculino Femenino Grupo Total
(n=26) (n=64) (n=90)
(%) (%) (%)
7,7 1,6 33
19,2 10,9 [E3%3
7,7 18,8 15,6
53,8 51,6 52,2
11,5 17,2 15,6
3,8 0,0 1,1
23,1 17,2 18,9
38,5 54,7 50,0
34,6 26,6 28,9
0,0 1,6 1,1
80,8 78,1 78,9
11,5 .5 30,0
7,7 6,3 6,7
3,8 12,5 10,0
23,1 35,9 32,2
19,2 17,2 17,8
38,5 25,0 28,9
11,5 17,2 15,6
3,8 4,7 4,4
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Figura 1. Factores de riesgo asociados a la infeccién por Trypanosoma cruzi.

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos durante
la evaluacion de los factores de riesgo para la transmision
de la enfermedad de Chagas.

Se detecté baja presencia de triatominos en el interior del
domicilio, pero si un importante nimero de encuestados
manifestaron poseer animales domésticos como perros
y gatos (intradomicilarios), asi como otros de localizacion
peridomiciliar como caballos y gallinas.

Motivado a las caracteristicas de la zona geografica
estudiada, un 82% de los encuestados manifestaron
presentar vegetacion abundante proxima a la vivienda,
encontrandose vegetacion vinculada con el hébitat de
triatominos peridomésticos y silvestres como palmeras y
morichales. No obstante, las condiciones de infraestructura
de las viviendas representaron muy bajo factor de riesgo
para la domiciliacién para el vector, reportandose apenas un
10% de techos de palmay un 3% de paredes de bahareque.

La evaluacién de los items concernientes al nivel de
conocimiento sobre la infeccion por Trypanosoma cruzi

y enfermedad de Chagas se muestra en la tabla 2.
Aproximadamente mas de la mitad de los participantes
afirmaron conocer que es la enfermedad de Chagas,
asi como su sintomatologia mas frecuente (fiebre) y
consecuencias a largo plazo (miocardiopatia). Ademas,
un porcentaje bastante elevado (72%), conoce cual es el
insecto vector. No obstante se obtuvo baja frecuencia en
cuanto al conocimiento referente a los mecanismos de
transmision y reservorios del parasito.

La Figura 2 muestra la distribucion de los individuos (%)
segun el numero de respuestas afirmativas en la encuesta
referentes al nivel de conocimiento sobre la enfermedad de
Chagas e infeccién por Trypanosoma cruzi. Se observo que
alrededor de la mitad de los participantes mostraron un nivel
intermedio de conocimiento, seguido de una considerable
proporcion de participantes con bajas nociones (34%).

Al aplicar la prueba de Chi cuadrado, no se obtuvo asociaciéon
estadisticamente significativa entre el nivel de conocimiento
en los participantes y su respectivo estrato socioeconémico
(Chi-cuadrado=2,38; p=0,6669).

Tabla 2. Evaluacion del nivel de conocimiento sobre la infeccion por Trypanosoma cruzi y Enfermedad de Chagas

Respuestas afirmativas

g Frecuencia Frecugncia
absoluta relativa
¢ Sabe que es la Enfermedad de Chagas? 57 63,3
¢Conoce cudl es el reservorio del parasito? 24 26,7
¢Conoce el tipo de insecto que transmite la enfermedad? 65 72,2
¢Conoce el habitat del insecto vector? 45 50,0
¢Conoce la fuente de alimentacion del insecto vector? 40 44,4
¢ Sabe que la Enfermedad de Chagas produce fiebre? 52 57,8
¢Sabe que la Enfermedad de Chagas produce miocardiopatia? 56 62,2
¢ Sabe si la enfermedad de Chagas se transmite a través de la placenta? 25 27,8
¢ Sabe si la enfermedad de Chagas se transmite a través de los alimentos? 31 34,4
¢ Sabe si se tiene riesgo de contraer infectarse con T. cruzi por una transfusion sanguinea? 31 34,4
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Figura 2. Distribucion de los individuos estudiados (%) segun nivel
de conocimiento sobre la enfermedad de Chagas e infeccion por
Trypanosoma cruzi. Nivel de conocimiento Bajo= hasta 3 (Percentil
25) factores de riesgo identificados; Intermedio= entre 4 y 8 factores
identificados; Alto= 9 (percentil 75) o mas factores identificados. n= 90.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas
diagnosticas de la enfermedad de Chagas que se practicaron
a los pacientes incluidos en el presente estudio. Al evaluar
las distintas técnicas empleadas, se pudo encontrar que
cinco de los 90 pacientes estudiados (5,6% de la muestra)
presentd anticuerpos IgG contra Trypanosoma cruzi, de los
cuales uno pertenecia al estrato socioeconémico Il, dos de
ellos pertenecian al estrato Il y dos al estrato 1V (resultados
no mostrados). No se detect6 presencia de anticuerpos IgM
en ninguno de los pacientes evaluados por la técnica de
ELISA.

Tabla 3. Resultados de las pruebas diagnoésticas de la enfermedad
de Chagas.

Método Serolégico

ELISA Total (%)’
Resultados RIAF  Aglutinacién
IgM  IgG
Positivos 0 13 3 6 5(5,6)
Negativos 90 77 87 84 85(94,4)
Total 90 90 90 90 90(100%)

OSe indica cuyo resultado haya sido consistente en por lo menos
dos de las pruebas diagnosticas.

DISCUSION

En el presente trabajo se pretendié realizar un estudio de la
infeccion por Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas
que fuese més alla del diagnéstico serologico, para lo cual
se hizo una evaluacion de los posibles factores de riesgo y
del nivel de conocimiento de un sector del Municipio San
Diego donde se habia reportado previamente la paricion de
casos positivos de infeccion chagasica (24).

Oriana Mundaray, Nicolas Palomo, Marvin Querales, Ana Rita De Lima, Victor Contreras, Diana Graterol, Emilia Barrios

De un sondeo de seis factores de riesgo tradicionales para la
transmisién de la infeccion con Trypanosoma cruzi, sélo dos
de ellos se encontraron en un porcentaje representativo de la
muestra estudiada. Esto concuerda con resultados previos
realizados en zonas rurales de los estados Anzoategui,
Guarico y Cojedes de Venezuela, donde se evidencié que
pocas viviendas poseian cinco o mas elementos de riesgo
para la adquisicion de la parasitosis (30).

Es necesario recordar que la tripanosomiasis americana
como parasitosis nidal, esta condicionada por factores como
clima, relieve, suelo, flora y fauna y puede ser revelada
por la presencia de factores enzodticos que actuarian
como bioindicadores potenciales de la parasitosis, mucho
antes de que el hombre entre en la cadena de transmision
(31). En base a esto, destaca en el presente estudio, la
elevada frecuencia de la presencia de animales en el intra
y peridomicilio asi como de vegetacion abundante cercana.
Coincidiendo con resultados anteriores donde se registra
una elevada prevalencia de reservorios en las viviendas
(perros, caprinos, gallinas y pajaros) de forma permanente
o temporal (16). Trabajos previos han indicado que la
presencia de perros y gallinas en el area domiciliaria se
asocia con la seropositividad en humanos (32). Los perros
representan reservorios para la infeccion por T. cruzi, y su
presencia en el domicilio estd fuertemente correlacionada
con un mayor nimero de triatominos infectados y una mayor
prevalencia de enfermedad de Chagas en nifios. Las gallinas
por su parte son fuentes de alimento para los triatominos y
su presencia en las areas domiciliarias impacta la ecologia
doméstica de laenfermedad de Chagas, ya que, incrementan
la infestacién del domicilio, conllevando a un incremento
en el contacto del vector con los reservorios domésticos,
y aumentando de esta manera el numero de triatominos
infectados (33). La asociacién entre seropositividad y la
presencia de péjaros y armadillos podria estar relacionada
con viviendas localizadas en ambientes selvaticos. Los
pajaros como fuente de alimento y los armadillos como
reservorio, son animales que logran mantener los ciclos
peridoméstico y selvatico de la enfermedad de Chagas
(34). Esto es muy importante, sobre todo, porque existen
individuos que reportaron la presencia de chipos en sus
viviendas y que conlleva a tomar medidas preventivas para
evitar la infeccién parasitaria.

La seropositividad de los individuos analizados en este
estudio fue de 5,6%, inferior a la reportada en un estudio
similar realizado en individuos procedentes de varios
sectores del mismo Municipio (24). Esto puede explicarse
en base a que en el mencionado estudio los autores no
realizaron una convocatoria abierta a la comunidad, por el
contrario, evaluaron casos particulares referidos ala consulta
de Cardiologia de un Ambulatorio local por presentar
sintomatologia compatible con la enfermedad de Chagas.
Sin embargo, es necesario destacar que investigaciones
previas llevadas a cabo en el estado Carabobo, han
reportado una prevalencia de infeccion cercana al 12%
(35), mientras que otras regiones de Venezuela, como la
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parroquia San Miguel en el estado Lara (16), el municipio
Costa de oro en el estado Aragua (17) y la zona rural de
Miraflores en el estado Monagas (36) refieren que la
prevalencia no supera el 10%. Si bien la seroprevalencia
es baja, se pudiera pensar en que hay una reemergencia
leve de la enfermedad de Chagas, afirmacion que resulta
tomando en cuenta que la mayoria de los pacientes positivos
no superaban los 45 afos; estimulando asi desde los ejes
gubernamentales la vigilancia epidemioldgica, la promocién
de salud y la prevencion.

Estas acciones de la lucha contra la enfermedad de Chagas
debe abarcar mas acciones que el simple ataque quimico
de los vectores sin tener en cuenta que existen factores de
riesgo, como la falta de higiene, el desorden y la presencia
de animales dentro de la vivienda, que parecen ser
responsables de la persistencia de focos de triatominos
en areas rurales (37). El factor educativo es crucial para
una correcta ejecucion de las medidas preventivas. En
el presente estudio, se observd que casi la mitad de los
participantes tenia un nivel de conocimiento intermedio y
que un tercio de los mismos tenia un conocimiento bajo. Lo
mismo reportaron Herrera y colaboradores (31), observando
un conocimiento de bajo a medio de la parasitosis, siendo el
conocimiento de los vectores, su habitat y su condicion de
hematofagia los mas relevantes; seguido del reconocimiento
de la enfermedad, y al igual que el actual estudio, elementos
como el reconocimiento de vias alternas de transmision como
la congénita y transfusional y oral fueron menos conocidos.
Sobre todo tomando en cuenta el auge de la transmisién
oral en Venezuela, donde se han reportado cinco brotes
en diferentes zonas del pais (Referencia) con participacion
de vectores que anteriormente eran considerados como
silvestres. De la misma manera, en Argentina se reporté una
elevada frecuencia de los conocimientos basicos sobre la
enfermedad de Chagas, pero pocos aciertos en relacion a
su mecanismo de trasmisién congénita (38).

El nimero elevado de individuos con un conocimiento
intermedio pudiera deberse a que la gran mayoria de los
encuestados presenta un nivel de instruccidon superior o
igual a secundaria completa, los cuales tendrian mayor
acceso a la informacion bésica y epidemiolégica de la
enfermedad. Sin embargo, se hace necesario profundizar
en la comprension de los mecanismos de transmision
alternos, cuyo desconocimiento es independiente del nivel
de instruccion y del estrato socioeconémico.

Un mejor conocimiento del tema supondria un importante
avance en la lucha contra la enfermedad de Chagas,
conduciendo a los habitantes de areas endémicas a una mejor
comprension de su realidad y a la adquisicion de habitos que
les permitan ser los protagonistas de su propio bienestar (31).
Cabe destacar que este tipo de acciones estan enmarcadas
en los retos futuros del Programa de Control de la Enfermedad
de Chagas en Venezuela en donde destaca la imperiosa
necesidad de reorientar sobre bases cientificas las acciones
de monitoreo, prevencion y control; asi como incrementar

25

los esfuerzos para incorporar la participacion comunitaria a
la vigilancia de la enfermedad, aspectos no abordados en
el pasado y que deben ser ademds considerados como
una prioridad urgente dentro de una politica integral del
mencionado programa en Venezuela (4).

El presente estudio tiene limitantes relacionadas con
el grupo etario muestreado, en el cual no se incluyeron
infantes, sugiriendo la realizacion de nuevas investigaciones
que abarquen esta poblacion en el Municipio San Diego.
Sin embargo, este trabajo tiene como aporte, ademas de
contribuir a las estadisticas seroepidemiolégicas en el
Estado Carabobo, que es uno de los pocos estudios sobre
conocimiento y riesgo para la enfermedad de Chagas en
areas endémicas de Venezuela. Ademas, de incentivar a la
expansion del espectro de medidas preventivas llevadas a
cabo en la actualidad en la lucha contra la enfermedad de
Chagas.
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Mantenimiento y transporte del Blastocystis sp.

en condiciones de vitalidad.

Emilia Barrios' 2 Stanisfel Castillo?, Eurimar Goitial, Olga Ojeda?, Wolfan Araque?, Victor Delgado*

RESUMEN

El Blastocystis sp es un protozoario con alta prevalencia en
Venezuela. Es controversial por su papel patégeno y su gran
variabilidad genética, relacionada con la dificultad de mantenerlo
en condiciones de viabilidad fuera del hospedador. Se evalud la
utilidad de los medios de cultivo in vitro RPMI1640, TB1, MBD
y MBDM para mantener la viabilidad del Blastocystis sp. Se
seleccionaron 97 muestras de heces, 43 (44%) de las cuales
resultaron positivas solo para Blastocystis sp y de 15 de ellas se
purificaron los Blastocystis sp mediante gradiente (ficol-diatrizaoato
de sodio). En cada medio de cultivo y en solucion salina 0,85% (SSI)
se inocul61x103 parasitos por paciente y se evalud la viabilidad
mediante coloracion con azul de tripano a las 24, 48 y 72 horas.
Los resultados mostraron porcentajes de viabilidad a las 24 h: en
SSI de 2%, en RPMI1640 5%, en TB1 5%, MBD 24% y MBDM
40%. Alas 48 h: en SSI de 3%, en RPMI1640 4%, en TB1 4%,
MBD 17% y MBDM 21%. A las 72 h: en SSI 2%, en RPMI1640 2%,
en TB1 2%, MBD 15% y MBDM 16%. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas después de las 24 h, entre los
medios TB1, MBD y MBDM comparado con SSI. Se concluye que
el medio MBDM es el que ofrece las mejores condiciones para
mantener viable a Blastocystis sp por 72 h.

Palabras clave: Blastocystis sp, cultivo in vitro, gradiente de
concentracion.

ABSTRACT

Maintenance and transport Blastocystis sp in conditions of
vitality

The protozoan Blastocystis sp is a high prevalence in Venezuela.
Its role is controversial pathogen and its wide genetic variability
related to the difficulty of keeping it in a position outside the host
viability. We evaluated the utility of in vitro culture media RPMI1640,
TB1, and MBDM MBD to maintain the vitality of Blastocystis sp.
They selected 97 stool samples, 43 (44%) of which were positive
for Blastocystis sp and only 15 of them were purified by gradient
Blastocystis sp (ficoll-sodium diatrizaoato). In each culture medium
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and 0.85% saline (SSI) is inocul61x10°® parasites per patient and
viability was assessed by trypan blue staining after 24, 48 and 72
hours. The results showed viability percentage at 24 hours: in SSI
of 2%, 5% RPMI1640 at TB1 5%, 24% and MBDM MBD 40%. After
48 h: SSI 3% in RPMI1640 4%, 4% TB1, MBD MBDM 17% and
21%. After 72 h: SSI 2% in RPMI1640 2%, 2% TB1, MBD 15% and
16% MBDM. Statistically significant differences were observed after
24 h, between TB1 media, compared MBDM MBD and SSI. We
conclude that the medium is MBDM which offers the best conditions
for maintaining viable Blastocystis sp for 72 h.

Key words: Blastocystis sp, in vitro culture, the concentration
gradient.

INTRODUCCION

El Blastocystis sp es un parasito pleomérfico comun en el
tracto intestinal humano (1). Caracterizado por presentar
tres morfologias principales: vacuolada, que posee una gran
vacuola central, y escaso citoplasma que contiene organelas
y varios nuacleos. Generalmente es esférica, midiendo
entre 2 a 200 um de diametro, aunque en algunos cultivos
axénicos se han descrito formas gigantes de 400 um. La
granulada, que posee una gran cantidad de mitocondrias,
lo que le confiere el aspecto granular. Y la forma vacuolada
que en tamano es parecida a la granular, caracterizada por
la presencia de granulaciones citoplasmaticas y dentro de
la vacuola, funciones metabdlicas y reproductivas variables,
y es frecuentemente observada en cultivos con antibiéticos
0 que no han sido axenizados. La forma ameboide,
caracterizada por su capacidad de emitir 1 6 2 pseudopodos
involucrados principalmente en la fagocitosis de bacterias
mas que en la motilidad del parasito, es esporadicamente
encontrada en heces diarreicas. La forma quistica es la de
menor tamafio 2 a 5 ym, de forma ovoidea o esférica y con
una pared de multiples capas que puede presentar, 0 no,
otra cubierta laxa. En su interior se observan varios nucleos,
pequefas vacuolas y otras organelas. Son las formas mas
resistentes, pudiendo permanecer viables un mes a 25 °C
y 2 meses a 4 °C, son las responsables de la transmision
que genera la infeccion de manera fecal-oral o por medios
de agua o alimentos contaminados con heces infectadas
(2,3, 4).

En cuanto a la frecuencia de aparicion, las formas con
cuerpo central o vacuolada y las formas granulosas son las
mas frecuentes en las heces de personas asintomaticas,
aunque se han encontrado diferencias significativas en
el ndmero y formas observadas en las heces entre las
personas sintomaticas y asintomaticas.
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Los quistes se encuentran principalmente en las heces de
personas asintomaticas, la forma ameboide solamente se
ha visto en individuos sintomaticos. Todas estas variantes
morfoldgicas también se observan en los cultivos. Ademas
se ha demostrado asociacion entre la alta carga parasitaria
y la morfologia encontrada para apreciar sintomas como
diarrea, dolor abdominal, anorexia, fatiga, vomitos y
flatulencia (1, 5, 6).

La re-emergencia de la infeccion por Blastocystis sp en
humanos y su controversial rol patégeno ha despertado
el interés de definir la taxonomia del parasito, debido a
su controversial ubicacién en el phyllum Stramenophila
(7), y a los muchos organismos similares a Blastocystis
sp encontrados en una variedad de animales, incluyendo
mamiferos, aves, reptiles y en raras ocasiones, los insectos.

Apesar que Blastocystis sp ha sido aceptado como la especie
aislada de humanos, los paréasitos provenientes de otros
huéspedes son reportados bajo la misma denominacion o
seguido el nombre de la especie de procedencia (7).

No obstante, Blastocystis sp es morfolégica y genéticamente
un organismo polimorfico y el hecho de observar diferencia
morfolégicas podria no significar que sea una nueva
especie. La descripcién de diferentes perfiles proteicos,
cariotipos y zimodemas combinados con otros aspectos
como condiciones de crecimiento, tipos de células y
secuencias de genes constituyen pruebas de la posible
existencia de poblaciones morfolégicamente idénticas, que
quizas estén dotadas de un potencial patogénico diferente.
Sin embargo, existen pruebas de que estos criterios no se
correlacionan entre si, y por lo tanto la especiacion en el
género Blastocystis sigue siendo controversial (7).

Actualmente, se considera que existen 9 subtipos y se ha
propuesto la eliminacion de la nomenclatura Blastocystis
hominis y reemplazarla por la de Blastocystis sp, seguida
de la indicacion del subtipo de 1 a 9 en los aislamientos
de aves y/o mamiferos (8). El subtipo 1 se asocia a varios
mamiferos y aves, el subtipo 2 esta asociado a primates
y cerdos, el subtipo 3 es el genotipo mas frecuentemente
hallado en humanos, el subtipo 4 se asocia a roedores,
el subtipo 5 esta relacionado con el ganado vacuno y con
cerdos, los subtipos 6 y 7 son frecuentemente aislados de
aves; por ultimo, los subtipos 8 y 9 estan estrechamente
vinculados con los subtipos 4 y 6, respectivamente (9).
Adicionalmente, es posible la existencia de un subtipo 10
aislado en primates (9). Otros autores sefialan la probable
existencia de diferentes especies de este género, pasando
el subtipo 3 a ser realmente B. hominis (10).

Este protozoario, constituyen un grupo de importancia dentro
de los parasitos intestinales, variando su prevalencia y
patogenicidad de acuerdo a ciertos factores propios del agente
o del hospedador, y también es considerado actualmente
un patdégeno emergente o reemergente, reportandose con
frecuencia en infecciones sintomaticas o asintomaticas (11).

29

Se ha demostrado que el Blastocystis sp, no invade la
mucosa del colon, pero conduce a perturbaciones en la
barrera epitelial y permeabilidad, provocando infiltracion de
células inflamatorias en la mucosa, pero no en todos los
huéspedes.

El efecto citopatico de Blastocystis sp subtipo 4 en lineas
celulares epiteliales de rata muestran que el parasito es
capaz de producir enzimas hidrolasas que inducen apoptosis
y aumento en la permeabilidad de la membrana epitelial,
independientemente que el parasito entre en contacto con la
membrana. El subtipo 1 se asocia a efectos pro-inflamatorios
entre ellos secrecion del IL-8 y el subtipo 7 con modulacién
de la respuesta humoral 1gA, asi como produccién de cistein
proteasas que favorecen la supervivencia del parasito (12).

El avance en diagndstico, en la caracterizacion fenotipica
y genotipica de otros protozoarios es resultado de técnicas
gue requieren una optima obtencion de estadios parasitarios,
entre ellas el cultivo y mantenimiento in vitro, que en el caso
de Blastocystis sp no se encuentran disponibles, a pesar de
gue se conoce que es posible su cultivo. Esto hace dificil el
estudio de la epidemiologia molecular de la blastocitosis e
incrementa la controversia en relacién a sus caracteristicas
morfoldgicas, ciclo vital y rol como patégeno de Blastocystis
(5,10).

Para ir mas alla de las descripciones morfolégicas o
patolégicas asociadas es necesario evaluar la utilidad de
los medios de cultivos axénicos en el mantenimiento de la
viabilidad del Blastocystis sp, debido a su labilidad y dificil
mantenimiento in vivo e in vitro (13).

En relacién a Blastocystis sp, el cultivo por 72 horas en medio
Boeck-Drbohlav (MBD) revelé el marcado polimorfismo
previamente descrito para este organismo, observandose
las formas con cuerpo central, forma granulosa, forma
ameboide, y los quistes (14).

En el medio Boeck-Drbohlav modificado (MBDM), La
axenizacion se consiguio en 21 aislados, pero Gnicamente
18 lograron mantenerse viables in vitro, lo que supone un
éxito de un 47,4%. Sin embargo, hasta los momentos no
se dispone de un medio de transporte 0 mantenimiento
estandarizado, que garantice la viabilidad, multiplicacion y
sobrevivencia de estos protozoarios (15).

Por su parte el medio TB1 medio de cultivo libre de suero
resulto ser eficaz en el mantenimiento de trofozoitos de
Trichomonas vaginalis manteniéndolos viables por un
periodo de 7 dias (16).

El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad de
medios axénicos liquidos (RPMI1640) semi-solidos (TB1)
y bifasicos (MBD, MBDM), en mantener la viabilidad del
Blastocystis sp basado en experiencias exitosas con este y
otros protozoarios, a fin de la obtencion éptima de formas
parasitarias de Blastocystis sp a emplear en posteriores
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estudios, que permitan dilucidar papel patégeno, mejorar
el diagnostico microscopico, serolégico y molecular de
pacientes con sintomatologia e identificar portadores sanos

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se emplearon 15 aislados de Blastocystis sp
obtenidas de pacientes infectados, provenientes del Edo.
Carabobo y procesados en el Laboratorio de Helmintos
del Instituto de Biologia Molecular de Parasitos (Instituto
BioMolP). Los pacientes fueron informados de los objetivos
de la investigacion y una vez obtenido su consentimiento
escrito de participar en el estudios y dadas las instrucciones
adecuadas para la recoleccion de la muestra, las muestras
de heces fueron procesadas. Se emplearon los métodos:
directo con solucién salina isoténica (0,85% P/V), Lugol,
Baerman, Kato, ademas de la coloracion Kinyoun, a fin de
descartar la presencia de Strongyloides stercoralis y otros
helmintos, coccidios (Cyclospora sp, Crypstosporidium
parvum e Isospora belli), que puedan ocasionar
sintomatologia similar al Blasctocystis sp. Las muestras
positivas sélo para Blastocystis sp, se les realizé un contaje
de formas parasitarias por campo, utilizando el objetivo de
40X, en diez campos consecutivos.

Aquellas muestras con 5 0 mas parasitos por campo, fueron
resuspendidas en Soluciéon Salina Isotdnica (SSI 0,85%
p/v) y tamizadas para eliminar detritus celulares y restos
alimenticios. Luego se resuspendié en SSI 0,85% plv
suplementada con antibidticos (100 ug de estreptomicina/
ml y 100 Ul de penicilina /ml de SSI) y se realizaron cuatro
lavados de 10 min a 3500 rpm, para eliminar bacterias.

Al finalizar los lavados, se resuspendié el sedimento con
SSI hasta un volumen conocido, y se realizé un contaje
diferencial por duplicado, con respecto a las morfologias
encontradas de Blastocystis sp en 20 ul de la resuspension,
empleando objetivo de 40X.

Las muestras confirmadas con Blastocystis sp fueron fijadas
con metanol para realizar la coloracion May Griinwald —
Giemsa.

Aislamiento y Concentracién de Blastocystis sp.
La separacién de las formas parasitarias, de detritos
alimenticios y el resto de las heces, se empleé el gradiente
ficol (0,5% p/v)-diatrizoato de sodio (16% p/v) (17), después
de centrifugaciéon a 3000 rpm por 30 minutos, los parasitos
en lainterface (anillo) se colectarony lavaron dos veces con
solucion salina isoténica (0,85% p/v) estéril, para proceder
con el contaje de los parasitos que corresponde al tiempo
0 y ser inoculados en los medios y soluciones de cultivo.

Una gota de esta suspension se coloc6 sobre una lamina
portaobjetos y se fijé con metanol para realizar la coloracion
May Griinwald — Giemsa, para ello se afadieron unas gotas
de May-Grinwald a la lamina previamente fijada, se dejo
actuar durante 10 minutos, pasado este tiempo, se lavé con

tampon PBS (0,15M, pH 7,4) y se le afiadié unas gotas de
Giemsa diluida 1:5 en agua destilada, se dej6 actuar durante
20 minutos, se lavd la ldmina con PBS nuevamente y se
sec6 a temperatura ambiente. Posteriormente, las laminas
coloreadas se observaron al microscopio con objetivo de
100X y se hizo registro fotografico en un fotomicroscopio
Nikon E600 con camara acoplada (Coolpix 995).

Preparacién de medios y soluciones de cultivo.

Solucion de Locke. Se prepar6 segun protocolo por Lanuza
et al. (14), para ello los componentes, cloruro sodico 1,6%,
cloruro potasico 0,04%, fosfato de sodio 0,4%, bicarbonato
sadico 0,08%, fosfato monopotasico 0,08%, glucosa 0,5%,
cloruro célcico 0,04% vy cloruro de magnesio 0,002%,
fueron disueltos en agua destilada y ajustados a pH: 7.2
con un peachimetro orion modelo 230 Ay se esterilizaron en
autoclave a 121°C, durante 20 minutos, excepto la glucosa
que fue filtrada en Millipore 0,22 um.

Medio bifasico Boeck-Drbohlav modificado (MBDM). La
fase liquida consistié en la soluciéon de Locke modificada
suplementada con suero mientras que la fase sodlida se
preparé con una ovosuspension en solucion de Locke
modificada 4:1 v/v emulsionada y luego coagulada en bafio
a 80°C, 30 minutos 80 en cufas de 3 a 4 cm de longitud en
tubos de vidrio de 16 x 160 mm. Los tubos se esterilizaron
en autoclave (121°C, 15 minutos) y se almacenaron a 4°C,
hasta su utilizacion (15).

Medio bifasico de Boeck-Drbohlav modificado (BDM):
La fase sdlida se prepar6 mezclando el huevo con sangre
humana desfibrinada, esterilizada a 80°C, y luego se
adicion6 solucion Ringer estéril comercial (14).

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640):
Se empled la férmula desarrollada por Moore et al. (18),
en Roswell Park Memorial Institute, de ahi el acronimo
RPMI comercializada (SIGMA) liofilizada suplementado
con L-glutamina y bicarbonato de sodio, diluida en agua
destilada ajustada pH a 7.0 esterilizada por filtracion, se
almacend a 4 °C hasta su uso (18).

Medio TB1: Medio Semi-Solido Compuesto por Tripticasa
1,5 %, extracto de carne 1,5 %, extracto de levadura 1,5
%, peptona 0,5%, higado desecado 1,5%, glucosa 0,5 % ,
hierro 300 mg, y agua destilada (16).

Inoculacion de Blastocystis en los diferentes Medios de
Cultivo.

En cada medio o solucion de cultivo se inocul6 1,2x10*
Blastocystis sp purificados y 100% viables, empleandose
como condicién control sin medio, solucién salina isoténica
(NaCl 0,85% p/v). La viabilidad de los parasitos fue
evaluada mediante el test del colorante, contando 20 pl de
parasitos purificados con 10 ul de azul de tripan 0,2% p/v
en PBS (0,15 M pH 7,2) y se realiz6 contaje de parasitos al
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microscopio. Los parasitos intactos sin colorante (viables),
y los coloreados (muertos), para estimar el porcentaje de
viabilidad. Los cultivos se incubaron a 37°C en atmdsfera
anaerobica, obtenida mediante la adicion de 1 ml de Agar al
2%. Una vez adaptado el parasito a las condiciones in vitro
(13, 14).

Determinacion de la vitalidad de Blastocystis sp en
medios y soluciones.Alas 0, 24, 48y 72 horas, se tomaron
20 pl de cada medio de cultivo, adicionandole 10 pl de azul
de tripano al 1% en PBS vy se realiz6 contaje de parasitos
al microscopio los parasitos intactos sin colorante (viables)
y los coloreados (muertos), para estimar el porcentaje de
vitalidad.

Analisis de los resultados. Se utiliz6 una prueba de
normalidad para estimar la distribucion de las variables. Los
contajes promedios de las muestras antes y después del
gradiente, fueron expresados como promedio *+ desviacion
estandar (X+DE) y en porcentaje (%). La viabilidad como el
porcentaje promedio de parasitos que sobrevivieron a las
24, 48 y 72 horas en cada medio de cultivo, tomando el
in6culo en el tiempo 0 como el 100%. La comparacion de la
viabilidad de los parasitos entre medios de cultivo se realizé
mediante una prueba T. En el andlisis estadistico se empled
el programa STATISTICA version 8.0.

RESULTADOS

La infeccion mixta de Blastocystis sp con otros parasitos
fue con Endolimax nana 7(7%), Entamoeba coli 4 (4%) y
Giardia lamblia 3(3%). En las muestras exclusivamente
positivas para Blastocystis sp se encontré que: 28 (65%)
eran pastosa, 11 (26%) blandas, 3(7%) duras y so6lo un 2%
era diarreica. Mientras que, las 15 muestras procesadas
para cultivo in vitro, fueron: pastosas 8 (53,3%) y blandas
7 (46,6%).

En cuanto numero y tipos morfolégicos encontrados, el
promedio de Blastocystis sp en las muestras incorporadas
al estudio fue aproximadamente 9,1x108 protozoarios por
ul, de los cuales 5, 9x10°+ 3,1x10° (65,12%) correspondian
a formas granulares y 3,1x10°+2,8 x10%(34,88%) a formas
vacuolares.

Luego de la purificacion mediante gradiente se obtuvo
1,2x10* Blastocystis sp por pl, de ellos 6,5 x10%* 4,4
x10%(59,25%) eran granulares y 4,5 x10%*+ 2,2 x10* (40,74%)
vacuolares.

La coloracién de May Griinwald-Giemsa empleada en
la confirmacion de la identificacion morfologica, resultd
satisfactoria, ya que se pudo diferenciar caracteristicas
morfolégicas del parasito, como granulaciones, ndcleos a
la periferia y la vacuola central limitada por un citoplasma
escaso.

Por lo cual se propone a esta coloracion entre las adecuadas
para la observacion de Blastocystis sp (figura 1).

24 horas

48 horas

Figura 1. Blastocystis sp. Tefiidos con May-Grunwald-Giemsa,
formas granulares (cabeza de flecha, A-D, I) y vacuolares (E- H y
J). Barra: 10 pm.

En el cultivo in vitro de Blastocystis sp, luego de 24 horas
los contajes de viabilidad en SSI y los medios de cultivo
(Figura 2, Tabla 1) mostraron que los medios RPMI1640
y TB1 en comparacion con la SSI, solo lograron 3% mas
de viabilidad, mientras que en el MBD su capacidad de
mantener viables los parasitos fue doce veces mayor a la
SSI y aproximadamente cinco veces mas en comparacion
con el RPMI1640y el TB1.

Sin embargo, el medio MBDM resulté ser superior a todos
los medios, no sdélo fue diez veces mejor que la SSl y
ocho veces mejor al RPMI1640 y TB1, sino que casi dos
veces superior al MBD clasico, hasta las 48 horas. No
obstante, todos los medios incluidos los medios bifasicos
MBD y MBDM disminuyeron con el tiempo, su capacidad de
mantener los parasitos viables.

Cabe resaltar que las diferencias fueron estadisticamente
significativas entre TB1, MBD y MBDM en relacién a SSI, a
las 24 y 48 horas, mientras que a las 72 horas solo MBD y
MBDM. DISCUSION

Figura 2. Blastocystis sp. Mantenidos en SSI por 24 horas y
procesados con azul tripan, en A forma vacuolar viable y en B no
viable. Barra: 25um.
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Tabla 1. Blastocystis sp en solucion salina y en medios de cultivo a las 24, 48 y 72 horas de cultivo, expresados en promediotdesviacion
estandar y en porcentaje de vitalidad en comparacion con el indculo inicial (0 horas).

Tiempo Medio de cultivo SSI
0 horas

24 horas Promedio 479
DS 299

% de viabilidad 2
p 0,09
48 horas Promedio 260
DS 233

% de viabilidad 2
p 0,08
72 horas Promedio 183
DS 143

% de viabilidad 2
p 0,1

El cultivo axénico de protozoarios es ampliamente empleado
en el estudio de la biologia, epidemiologia, protocolos de
infectividad o de fuentes de estadios parasitarios Utiles
en el desarrollo de técnicas inmunodiagnésticas. En el
presente estudio se evalué la utilidad de medios axénicos
liquidos, semi-sélidos y bifasicos en mantener la vitalidad de
Blastocystis sp.

Inicialmente en la fase de diagndstico y seleccion de las
muestras idéneas para cultivo in vitro, se encontré asociacion
con otros protozoarios, resultando interesante que a
pesar de ello la consistencia de las heces predominante
no fue diarreica, ya que otros autores relacionan una alta
asociacion entre Endolimax nana y Blastocystis sp, con
diarrea en nifios, cuando la infeccién se produce con una
alta carga parasitaria (19), sin embargo, los resultados
obtenidos sugieren que Blastocystis sp solo o asociado a
E. nana en el tracto gastrointestinal puede prevalecer en
gran nimero, sin generar algin cambio en la consistencia
normal de las heces. En relacion a la presencia de infeccion
mixta, otros autores encontraron resultados similares a
los del presente estudio, excepto que encontraron una
asociacion menor entre Blastocystis sp y E. nana (20).

De acuerdo a los resultados obtenidos al estimar el nimero
de parasitos antes y después del gradiente, se mantiene la
relacion de formas vacuolares y granulares en los contajes
pre y post gradiente, corroborando estudios previos de
nuestro grupo de investigacion en los que se demostré que
el gradiente con Ficol-Diatrizoato no influye en la proporcion
de morfologias presentes en la muestra (21).

En cuanto al tipo de morfologia predominante, otros autores
reportan un predominio de 5 o mas formas vacuolares
por campo en pacientes sintomaticos (22), contrario a lo
observado en esta investigacion. La discrepancia con los
resultados de esta investigacion pudiera relacionarse con
la consistencia de las heces, en su mayoria pastosas, mas
que al numero de parasitos encontrados, puesto que en otra

RPMI1640 TB1 MBD MBDM
12000+1043
1067 1405 9787 11406
620 803 714 543
5 5 24 40
*0,05 *0,02 *0,001
508 827 4021 4261
443 601 785 1200
2 3 13 18
*0,03 *0,003 *0,002
334 600 2635 7188
273 540 443 4250
2 2 15 16
0,09 *0,001 *0,003

investigacion se observé en pacientes con infeccion Unica
por Blastocystis sp y sintomas, que 68,4% presentaban 5 o
mas vacuolares por campo (23).

Los detalles morfol6gicos e intracelular observados en los
Blastocystis sp con la tinciébn de May Grinwald-Giemsa
sustenta un estudio previo (21) que demostré que este
método de coloracion puede ofrecer una alternativa a otras
coloracion la observacion de Blastocystis sp (figura 1), por
de simple ejecucion y requerir menos grupos cromogenos
en su preparacion. Contrario a otros estudios enfatizan la
necesidad de usar al menos cinco tipos de tinciones para
diferenciar entre distintos morfologias de Blastocystis sp. y
concluyendo que los mejores colorantes para identificarlo
serian: Azul metileno- safranina y la de Zielhl - Neelsen
modificada (24).

El cultivo in vitro de Blastocystis sp es considerado un método
que aumenta la sensibilidad de la deteccién en relacién al
método directo, rutinariamente aplicado en la mayoria de
los laboratorios (24). No obstante, de los medios de cultivo
empleados en el presente estudio, solo dos mostraron
utilidad en mantener la viabilidad de Blastocystis sp hasta
72 horas, en condiciones de microaerofilia, sugiriendo
que pueden ser empleados en estudios posteriores
(epidemiologia molecular, caracterizacion de antigenos
para inmunodiagnostico o estudios de la biologia y pruebas
con farmacos).

Es importante resaltar que en todos los experimentos
fueron realizados sin remplazar medio, para evitar que la
que las distintas consistencias de estos pudiesen producir
variaciones en los contajes de los parasitos, lo cual podria
haber contribuido a la disminucion de la vitalidad a medida
que transcurria el tiempo en cultivo, debido a agotamiento
de los nutrientes en el medio. De igual forma, el empleo de
una capa de agar para disminuir la tension de oxigeno en
el medio, no constituye un sistema de anaerobiosis estricta,
gue también pudiera haber afectado la supervivencia de los
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paréasitos, de metabolismo anaerobio conocido(15). Quizas
debido a ello, el medio MBDM resulto medianamente eficaz
para mantener la viabilidad, pero no hubo multiplicacién del
parasito como se reporta en otros estudios, que establecen
que los medios de cultivo idoneos para este parasito es el
medio bifasico de Boeck- Drbohlay, inicialmente descrito
para Entamoeba histolytica, proporcionaba un adecuado
crecimiento para Blastocystis sp. Ademas, observaron
mejores resultados en medios pre-reducidos durante 48
horas, con una fase liquida constituida por solucién de
Locke y suero inactivado (bovino, caballo, conejo o humano)
al 30% e incubados a 37°C en atmdsfera anaerobia (15).

Otros autores sefialan que la incubacién de Blastocystis
sp a 37 °C en medios anaerobios pre-reducidos brinda un
crecimiento optimo del organismo aislado de humanos, para
aumentar la sensibilidad del diagnéstico, pero no reportan
tiempos de mantenimiento en cultivo, % de vitalidad ni de
multiplicacion del parasito (16,25).

Ademas de los medios de cultivo de Boeck y Drbohlav
habitualmente usados, se han desarrollado con éxito el
Iscove modificado y Dulbecco suplementado con suero
equino al 10% (2, 14 ,15), no obstante, la mayoria de estos
ensayos se han desarrollado en cultivos de Blastocystis
sp establecidos, no con parasitos provenientes de heces
humanas por individual ni midiendo la capacidad de
multiplicacion o mantenimiento de los medios.

En relacion al medio TB1, considerado como un medio de
mantenimiento ideal para Trichomonas vaginalis puesto que
alcanz6 una tasa de crecimiento con niveles maximos de
crecimiento a las 48 y 72 horas, después de la inoculacion.
Este medio podria utilizarse eficazmente en el aislamiento y
mantenimiento del cultivo in vitro de T. vaginalis, pero resulto
poco eficiente para el mantenimiento de Blastocystis sp (16,25).

Igualmente resulta contradictorio que un medio altamente
enriquecido y ampliamente utilizado en el mantenimiento en
cultivo de linfocitos, como el RPMI1640 (26) y de alto costo,
mostré ser similar a la SSI para conservar la viabilidad del
Blastocystis sp.

A pesar de que no se logré la multiplicacion en cultivo,
los resultados obtenidos con los medios ensayados
demuestran gue estos son capaces de mantener mayor
numero de parasitos viables en comparaciéon con la SSl,
por lo que representa una alternativa para el transporte y
mantenimiento de los Blastocystis dentro de las 24 horas, y
representan una primera aproximacion a la estandarizacion
del cultivo in vitro, puesto que optimizando el reemplazo de
nutrientes y tension de oxigeno, podrian aumentar el tiempo
de viabilidad y favorecer la multiplicacion.

En conclusién, los medios bifasicos MBD y MBDM
constituyen los mas adecuados para el mantenimiento de
transporte de Blastocystis sp proveniente de muestras de
heces de pacientes infectados.
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Efecto de los microorganismos acuéaticos (rotifera y ciliata)
sobre la emisidon de cercarias de Schistosoma mansoni, por

Biomphalaria glabrata en el laboratorio.

Maria Gabriela Barriost, Emilia Elena Barrios*?, Maria Lorena Marquez®, Rowhiny Hernandez!, Juan Fernando Quintana?,

Olga Ojedat

RESUMEN

Los rotiferos y ciliados son microorganismos que cohabitan con
B. glabrata, y en el caracol infectado comparten espacio con el
parasito S. mansoni, agente causal de la esquistosomosis. La
experiencia con crias en cautiverio sugiere que la presencia de
tales microorganismos puede afectar la evolucién del parasito en el
caracol, debido a competencia por espacio y nutrientes. En base a
esto se evaluo el efecto de los rotiferos y ciliados, sobre la emision
de cercarias de S. mansoni por el molusco B. glabrata mantenida en
cautiverio. En los experimentos se emplearon cinco grupos de 10
caracoles infectados con 10 miracidios de S. mansoni, los cuales,
se colocaron en recipientes plasticos, con: (a) 87500 rotiferos y
25000 Paramecium sp, (b) 27000 rotiferos y 54000 Paramecium
sp, (c) 800000 rotiferos, (d) 4500 Paramecium sp y rotiferos,
respectivamente y (e) el grupo control de infeccién se mantuvo
sin rotiferos y ciliados. Se demostré un efecto de inhibicién en la
emision de las cercarias de S. mansoni en presencia de rotiferos
y Paramecium sp, dependiente de la cantidad de organismos
presentes. El porcentaje de inhibicion en la emisién de las cercarias
de S. mansoni se relacioné con la presencia de un gran ndimero
de rotiferos. El presente trabajo constituye el primer hallazgo que
sugiere que organismos de los phyllum Rotifera y Ciliophora
podrian ser empleados como control biolégico de la infeccion por
S. mansoni.

Palabras clave: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni,
rotiferos, Paramecium sp.
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ABSTRACT

Effect of aquatic organisms (rotifers and ciliate) on the issuance
of Schistosoma mansoni larvae by Biomphalaria glabrata
maintained in laboratory

The rotifers and ciliates are microorganisms that coexist with B.
glabrata, Inside tissues normally infected by S. mansoni in the
snails. the causative agent of schistosomiasis. The captive breeding
experience suggests that the presence of such microorganisms can
affect the evolution of the parasite in the snail, because competition
for space and nutrients. The effect of rotifers and ciliates in the
release of cercariae of S. mansoni by the mollusc B. glabrata
maintained in captivity. The experimental setting was constituted
by five groups of snails (n=10) infected with 10 miracidia from S.
mansoni, which were placed in plastic containers with (a) 87500
25000 rotifers and Paramecium sp, (b) 27000 54000 rotifers and
Paramecium sp, (c) 800000 rotifers, (d) Paramecium sp 4500 and
the same number of rotifers and (e) infection control group remained
rotifers and ciliates. It was possible to observe an number-dependent
inverse correlation between the release of cercaria from S. mansoni
and the number of rotifers and Paramecium sp. Used in this study.
Particularly, the percentage of inhibition was strongly associated
with the presence of large numbers of rotifers. To date, these are the
first findings suggesting that microorganisms from the genus ciliata,
subphylum Crustacea, are capable of regulating S. mansoni lyfe
cycle progression in the snail stage, therefore could be potentially
used as bhiological controls for the infection caused by S. mansoni.

Key words: Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni, rotifers,
Paramecium sp.

INTRODUCCION

La infeccion causada por el Schistosoma mansoni, la
esquistosomosis, afecta a un promedio de 200 a 300
millones de personas a nivel mundial. Entre los continentes
afectados América Latina destaca con paises como
Republica Dominicana, Puerto Rico, Surinam, Brazil y
Venezuela (1).

La region centro-norte costera de Venezuela es un area
geografica que ofrece condiciones que favorecen la
transmision de este pardsito, puesto que las condiciones
climaticas y la presencia de los caracoles necesarios para
que parte del ciclo del parasito se desarrolle se encuentran
presentes, siendo esta una zona con rios y riachuelos
relacionados a actividades productivas, como la pesca o
la agricultura y mas recientemente la actividad turistica, lo
que realza la importancia de controlar la transmision de esta
infeccion sin alterar el ambiente ecoldgico (2).
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B. glabrata es una especie de caracol que habita en
aguas dulces y en Venezuela, es el principal hospedador
intermediario del treméatodo S. mansoni. El parasito en el
molusco, se multiplica hasta transformarse en una larva
denominada cercaria, posteriormente alcanza el medio
acudtico, donde al entrar en contacto con el hombre y
ocasiona una enfermedad denominada esquistosomosis.
La infeccion se caracteriza por fiebres altas, dolores
abdominales, diarreas, tos, entre otras patologias en el
organismo (3).

El control de la esquistosomosis en las areas endémicas
constituye una gran problematica sanitaria, debido a que
una vez desarrollada en el humano, el dafio a nivel hepatico
es irreversible, vy la lesion puede ir desde dafio grave
hasta ocasionar la muerte al paciente por una insuficiencia
hepatica, fibrosis, cirrosis, e Hipertension Portal (4). Por
tanto, se ha intentado controlar la transmisién de la infeccion
empleando sustancias molusquicidas, sin embargo, su alta
toxicidad no solo para el caracol, sino también a la flora y
fauna que cohabita con este, hacen del control por este
medio inviable, en especial, cuando se trata de rios, canales
de riegos, represas y lagunas con fines de cultivo de peces
y plantas para el consumo humano (5). Desde un punto
de vista ecolégico, el control biolégico que no lesione el
ambiente es la salida ideal, no obstante, hasta ahora las
estrategias empleadas, entre ellas el uso de caracoles de
otras especies que compitan por el espacio geografico de
B. glabrata no fueron exitosas para controlar la infeccion (6).

Lo anterior determina que el control de la infeccién se base
exclusivamente en el tratamiento del paciente infectado con
una droga denominada praziquantel, que actla sobre los
gusanos adultos, pero que no previene la infeccién ni limita
las secuelas a nivel hepatico o intestinal (7). Ademas algunas
evidencias sugieren que el parasito puede desarrollar
resistencia a la accién del praziquantel, ocasionando que
sea deficiente como estrategia de control de la infeccion a
dosis Unica (8).

La experiencia acumulada a lo largo de veinte afos
manteniendo el ciclo del parasito en su hospedador
intermediario, B. glabrata en cautiverio, sugiere que
microorganismos acuaticos diferentes al parasito pueden
influir en el desarrollo de la infeccion por S. mansoni. Através
de observaciones realizadas en las crias del Laboratorio
del grupo de investigacion, se ha observado una relacién
entre la disminucién en la emisién de larvas del parasito
provenientes de caracoles infectados experimentalmente
y el aumento de organismos de los Phyla ses Rotifera y
Ciliophora (rotiferos y Paramecium sp.), en el agua de las
crias.

Por tanto, un mecanismo de control biolégico potencial de
la transmisién de la infecciéon por S. mansoni al humano,
podria basarse en aumentar la presencia de organismos
acudticos de vida libre como son rotiferos y ciliados, ya que
al parecer estos constituyen una competencia por el espacio

en los tejidos del caracol, que parece limitar la multiplicacion
de las larvas del parasito y en consecuencia podrian limitar
la transmision al humano. La observacion de ésta fauna
acudtica en condiciones de infeccion experimental, por lo
tanto, podria aportar datos que confirmen si la existencia de
dicha fauna afecta la continuidad de la infeccién y si podria,
en consecuencia, tener efectos sobre la transmision de la
infecciéon al humano. En tal sentido, se evalu6 el efecto de
los microorganismos acuaticos (rotiferos y ciliados) sobre
la emision de cercarias de S. mansoni por el molusco B.
glabrata infectado.

MATERIALES Y METODOS

Los caracoles B. glabrata y las otras especies empleadas
en los procedimientos metodoldgicos provenian de crias
mantenidas en cautiverio en el Laboratorio de Helmintologia
del Instituto BioMolP de la Facultad de Ciencias de la Salud de
la Universidad de Carabobo. De igual manera, los miracidios
empleados en los experimentos con caracoles infectados
provenian del ciclo de mantenimiento de Schistosoma
mansoni entre hamsters dorados (Mesocricetus auratus)
y B. glabrata en el Laboratorio (9). Para ello, los hamster
fueron sacrificados previa anestesia con cloroformo, a las 7
semanas de infeccidn con cercarias de S. mansoni del aislado
Puerto Rico. Los huevos obtenidos de higados e intestinos
fueron colocados en agua declorinada, y estimulados con
luz de una lampara para favorecer la eclosion de los huevos
y salida de los miracidios. Luego cada caracol se colocé
en un pozo plastico con aproximadamente 10 miracidios
recién salidos de los huevos, y se incubaron por 6 horas a
temperatura ambiente.

Se emplearon cinco grupos experimentales con 10
caracoles infectados como se describié previamente. Estos
se colocanlos cuales, se colocaron en recipientes plasticos
de aproximadamente 12x6cm, con diferentes nimeros de
ciliados y rotiferos.En el grupo 1 se emplearon 87500 rotiferos
y 25000 Paramecium sp, en el segundo 27000 rotiferos y
54000 Paramecium sp, en el tercero 800000 rotiferos, en
el cuarto, 4500 rotiferos e igual nimero de Paramecium sp.
El quinto grupo de caracoles infectados se dejd sin ciliados
ni rotiferos en el agua, y constituyé el grupo control de
infeccion. Los grupos en su totalidad fueron mantenidos en
recipientes de plastico rectangulares con agua declorada y
lechuga Ad libitum, en una proporcién de un recipiente por
cada grupo de 10 caracoles. La evaluacion de la infeccion
se hizo a la quinta semana luego de la infeccion de los
caracoles e incubacion con los organismos acuaticos. Todos
los procedimientos con los animales de experimentacion se
siguieron tomando como referencia los principios bioéticos
del Codigo de Bioética y Bioseguridad del Fondo Nacional
de Ciencia Tecnologia e Innovacion (10).

Obtencion de rotiferos y ciliados. Se recolecté agua de
las peceras con crias de caracoles B. glabrata mantenidas
sin reemplazo ni limpieza de las peceras por un mes. El
agua recolectada se dejé sedimentar las heces y elementos
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sélidos, por 1 hora en cilindros de vidrio de 5 L. Luego
se recolectd el sobrenadante en tubos cénicos de 15 mi
y se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min, en centrifuga
refrigerada (HERMLE, modelo Z400) vy los sedimentos
obtenidos fueron examinados al microscopio de luz, para
visualizar y contar los rotiferos y ciliados presentes. Los
sedimentos con los organismos, se resuspendieron en
agua declorada (en la proporciéon antes sefialada) y se
colocaron en peceras con caracoles B. glabrata de 7 a 10
mm de didmetro de concha, previamente infectados con 10
miracidios de S. mansoni.

Anédlisisdelos datos. Los contajesde cercarias en caracoles
infectados y co-infectados con rotiferos y Paramecium sp.
se expresaron como el promedio * desviacion estandar.
Luego se estimo el rendimiento de la infeccién en los grupos
co-infectados y los controles infectados en ausencia de los
organismos de vida libre expresados en porcentaje.

Los datos referentes a la morfologia de ciliados, rotiferos
y cercarias se registraron fotograficamente en un
fotomicroscopio (Nikon, Eclipse 600) equipado con una
camara (Coolpix 900) y los datos de numéricos fueron
presentados a través de graficos de barra.

RESULTADOS

Las caracteristicas morfologicas de los organismos de vida
libre, fueron tipicas del Phylum Rotifera como es la corona,
los pies de fijacion, el segmento anal, el mastax y la rama
caudal, descritas por otros autores (11) (Figura 1). En el caso
de los organismos ciliados, las caracteristicas morfoldgicas,
presencia de vacuolas contractiles y fagociticas y de
macronucleo; asi como la citofaringe fueron compatibles
con Paramecium sp. (12, 13) ( Figura 2).

Figura 1. Organismos del Phylum Rotifera (Philodina sp) de la region
cefalopodal de un caracol B. glabrata infectado con S. mansoni,
donde se aprecian la corona (flecha pequefia, A). El Mastax, el cual
se observa en movimiento (asterisco, B). Los pies (flecha doble,
C). Segmento anal (flecha grande, D). El organismo contraidoa
(flecha plana, E). El pie, el cual se fija al tejido (flecha de rombo, F).
Barra=100 pm

Figura 2. Organismos del Phylum Ciliophora (Paramecium sp.) en
tejido de la regién cefalopodal de un caracol B. glabrata infectado
con S. mansoni, donde se aprecian: la citofaringe (A, —), vacuola
contractil (asterisco, B), y vacuolas digestivas (flecha pequefia, A).
Barra= 100 pm.

Figura 3. Cercarias de S. mansoni emitidas por caracoles B.
glabrata infectados. En grupo (A, doble flecha). Detalle de la cola
bifurcada (B, flecha) y cuerpo (B, asterisco). Barra= en A=250 pym;
en B=100 pm.

Al analizar el rendimiento de la infeccion en cada grupo se
obtuvo que en el grupo 1 de B. glabrata coinfectada, se
obtuvo una emision de 1500 + 15 cercarias de S. mansoni.
En los grupo 2 y 3, no hubo emision de cercarias. Mientras
que en el grupo 4, donde se empled el mismo ndmero
de rotiferos y ciliados (4500), la emisién fue de 28000 *
12 cercarias (Grafico 1). En los grupos empleados como
control de infeccion se obtuvo un promedio de emision de
576004124373 cercarias.
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25000
20000 -
15000 -

10000 -

Numero de cercarias

5000 -

1 2 3 4

Grupos de B. glabrata

Grafico 1. NUmero de cercarias emitidas en los grupos de caracoles
co-infectados con ciliados y rotiferos.
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Estos datos muestran que los grupos 1 y 4, la cantidad
de ciliados y rotiferos empleados en el medio acuatico
no impidié que el parasito se multiplicara y se produjeran
cercarias, no obstante, el nUmero de cercarias emitidas fue
menor a las de el grupos control. En contraste, en los grupos
2y 3, incubados con un mayor nimero de rotiferos y ciliados
0 con un gran numero de rotiferos no se observé emision de
cercarias, demostrando de forma indirecta que la inhibicion
de la emisién de cercarias parece estar relacionada con
la presencia de gran numero de rotiferos, mas que a la
presencia de Paramecium sp.

Al calcular el porcentaje de inhibicion en la emision de las
cercarias correspondiente a cada grupo de co-infeccion,
tomando como referencia el grupo infectado sin presencia
de rotiferos y Paramecium, se encontré que en el grupo
1 de co-infeccion hubo una disminucién de 98,3% en la
emision de las cercarias. En los grupos 2 'y 3 fue 100% y en
el grupo cuatro de 63% (Grafico 2).

120 4
100 A

80 4

Grafico 2. Porcentajes de inhibicion en la emisiéon de cercarias
de Schistosoma mansoni en grupos de caracoles Biomphalaria
glabrata co-infectados con ciliados y rotiferos.

DISCUSION

La competencia por espacios y nutrientes entre organismos es
un hecho frecuente dentro de los ecosistemas, en el presente
trabajo se evalué el efecto de microorganismos acuéticos
(rotiferos y Paramecium sp.), sobre larvas de S. mansoni a
fin de definir si existe una relacion con la disminucién en la
emision de las cercarias, estadios larvarios importantes en la
transmision de la esquistosomosis al humano.

Las diferencias observadas parecen estar relacionadas con
el nimero de rotiferos y Paramecium empleados, también
parece indicar que la inhibicion de la emision de las cercarias
se encuentra directamente relacionada con un gran namero
de rotiferos, como se aprecia en el grupo 3, quizas debido a
gue estos organismos se ubican en los tejidos del caracol,
de manera que no solo compiten por los nutrientes en la
pecera, ademas compiten por el espacio en el caracol. En
relacion a lo anterior, otro autor (14) refiere que los rotiferos
son microorganismos que no afectan al ser humano y que
son, en general, organismos inofensivos a excepcion de
algunas especies gque representan una amenaza para otros

animales acuaticos, lo que podria explicar su efecto sobre
las cercarias de S. mansoni. Por otra lado, el empleo tanto
de los rotiferos como los ciliados como competencia con
S. mansoni constituirian un medio un tanto eficaz como
mecanismo preventivo (en lugar de utilizar molusquicidas
como medida para prevenir la transmision de S. mansoni)
que segun los autores (4) son medios regulados por leyes
estrictas en cuanto a su uso indiscriminado y su alto costo.
Y el éxito del control biol6gico empleando moluscos u otros
organismos que compitan con el hospedador intermediario
depende de muchos factores que hacen que sean aplicados
en el campo (15, 16).

Algunos autores resefian que los Paramecium son
organismos quimiosensibles por lo que constituye un
biosensor para ambientes contaminados con aceite,
pesticidas y otros agentes, puesto que su aparato sensorial
detecta gran variedad de sustancias quimicas repelentes
y quimioatractantes y repelentes (17). En relacion a los
rotiferos se demostré que la especie B. rotundiformis es un
eslabon clave en la transferencia de energia a niveles troficos
tropicales superiores debido a la alta tasa de renovacion de
sus poblaciones y al impacto sobre el fitoplancton (18), lo
que los hace ideal su uso en acuicultura de peces, como
Tilapia larvae (19) y en los parametros de produccion del
camaroén blanco del pacifico, sin deteriorar la calidad del
agua (20).

Todos los autores mencionados anteriormente parecen
tener algo en comdn y es la demostracion a través de sus
estudios, de que tanto el molusco B. glabrata como los
individuos de la especie de rotiferos y ciliados, no se ven
afectados al entrar en contacto entre si, lo que a la luz de
los hallazgos encontrados en el presente trabajo indica la
factibilidad de que al introducir copépodos o rotiferos en
el medio acuatico, se alteraria la infeccion por S. mansoni,
sin alterar los organismos del ecosistema que rodean al
caracol, incluso los peces. Esto abre la posibilidad en un
ambito mas amplio, de reemplazar los molusquicidas por
métodos menos téxicos como mecanismo de control de la
transmision de S. mansoni al humano, en especial porque
otros modelos de control biologico han fracasado.

En conclusion, el estudio de las caracteristicas morfolégicas
y de locomocion de los organismos encontrados en las
peceras empleadas para crias de B. glabrata en cautiverio
en el Laboratorio, mostrd que los organismos pertenecen a
los Phyla Ciliophora y Rotifera. Se demostr6é un efecto de
inhibicion en la emision de las cercarias de S. mansoni en
presencia de rotiferos y Paramecium sp, dependiente de la
cantidad de organismos presentes. Un porcentaje total de
inhibicion en la emision de las cercarias de S. mansoni se
relaciond con la presencia de un gran numero de rotiferos.

Finalmente, el presente trabajo constituye el primer hallazgo
gue demuestra que organismos de los Phyla Ciliophora y
Rotifera podrian ser empleados como control bioldgico de la
infeccion por S. mansoni.
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Efecto del tratamiento con praziquantel sobre la actividad de la fosfatasa
alcalina, fosfatasa acida, superoxido dismutasa en extractos crudos y
productos de excrecién-secrecién de gusanos de Schistosoma mansoni.

Emilia E Barrios'?, Jesus Rodriguez?, Naim Richani*, Wolfan Araque?', Juan F Quintana®, Lisset Sanchez*

RESUMEN

Venezuela se encuentra entre los paises sudamericanos afectados
por la esquistosomiasis y la quimioterapia con praziquantel (PZQ) es
la principal estrategia de control. Se determino el efecto cuantitativo
del tratamiento con praziquantel sobre la actividad de la Fosfatasa
Alcalina (ALP), Fosfatasa Acida (ACP) y Superoxido Dismutasa
(SOD), en antigenos solubles (ASG) y productos de excrecion-
secrecion (PESG) de gusanos hembras y machos condicién control
(ASGHc, ASGMc, PESGHc and PESGMc) o incubados con PZQ
in vitro (ASGMpzq, ASGHpzg, PESGMpzq and PESGHpzq). Las
proteinas totales se determinaron por colorimetria, la SOD y ACP
mediante espectrofotometria y la ALP por fluorometria. Se encontrd
una mayor concentracion de proteinas en las ASG de gusanos no
tratados, y en las preparaciones obtenidas luego de la incubacion
con PZQ in vitro, en los PESG, un incremento en la actividad ACP
en los ASG y PESG preparados con gusanos no-tratados, y una
disminucion de dicha actividad en los ASG y PESG tratados. La
SOD, evidencié en los ASG una disminucién estadisticamente
significativa en los gusanos tratados. La concentracion de la ALP
disminuy6 significativamente en los ASG y PESGH de gusanos
tratados en relacion a los gusanos no tratados. En conclusion,
se observé una disminucion en las proteinas totales, actividades
enziméticas ACP y SOD, y concentracion de ALP, en ASG y PESG
obtenidos con gusanos tratados.

Palabras clave: praziquantel, enzimas, Schistosoma mansoni.
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ABSTRACT

Effect of Treatment with Praziquantel on the activity of alkaline
phosphatase acid phosphatase, superoxide dismutase in crude
extracts and excretion-secretion products of Schistosoma
mansoni worms.

Venezuela is among South American countries affected by
schistosomiasis and chemotherapy with praziquantel (PZQ) is the
main control strategy. We determined the quantitative effect of
treatment with PZQ on alkaline phosphatase activity (ALP), acid
phosphatase (ACP) and superoxide dismutase (SOD) in soluble
antigens of worms (SWAP) and excretion-secretion products (EEP)
of male and female worms (SMWAP_ SFWAP_  ESPWM_ and
ESPWH ) or incubated with PZQ in vitro (SMWAPPZQv SFWAP,,
ESPWM,,, and ESPWHPZQ). Total proteins were determined by
colorimetry, SOD and ACP by spectrophotometry and fluorometry
ALP. There was higher protein concentration in the untreated worms
EG, and the preparations obtained after incubation with PZQ in vitro,
in the EG, an increase in ACP activity in the EG and PG prepared
with non-treated worms and a decrease of such activity on the EG
and treated PG. On the other hand, SOD activity, the EG showed
statistical significance in the treated worms. In the PG showed
the same behavior, but those differences were not statistically
significant. Similarly, there was a decrease in the concentration of
ALP noticeable in the EG and worm PGh treated worms relative
to untreated statistically significant. In conclusion, we observed
a decrease in total protein, ACP and SOD enzyme activities and
concentration of ALP, and EG in PG treated worms.

Keys Words: Praziquantel, enzymes, Schistosoma mansoni, crude
extracts, excretory-secretory products.

INTRODUCCION

La Esquistosomiasis, también conocida como Bilharziasis,
es una parasitosis producida por trematodos digenéticos
de la familia Schistosomatidae, prevalentes en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, afectando méas de
doscientos millones de personas (1). En América del Sur, el
agente causal es Schistosoma mansoni y en Venezuela el
area endémica comprende la region centro norte del pais,
con una extension de 15 mil Km2, lo que corresponde al 1,6
% del territorio nacional (1,2)

La infeccion en el humano ocasiona una enfermedad
endémica frecuentemente de forma cronica leve, la cual se
presenta de manera asintomatica u oligoasintomatica. En
otros individuos, las lesiones ocurren en el higado y en estas
las formas graves presentan cuadros clinicos con hepato-
esplenomegalia, hipertension portal y fibrosis hepatica (2).
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Praziquantel y enzimas de Schistosoma mansoni

Elmecanismo de transmision se inicia con la mala disposicion
de las heces con los huevos de las personas infectadas
en el medio ambiente, favoreciendo la eclosion de estos y
la liberacion de las larvas denominadas miracidios. Estas
infectan al caracol hospedador intermediario, Biomphalaria
glabrata, en el cual la multiplicacion y transformacion del
parasito da origen a las cercarias, las cuales abandonan
al molusco e infectan a su hospedador definitivo (el hombre
o mamiferos roedores), a través de la piel, transformandose
en esquistosdmulo. En el sistema porta hepatico los gusanos
adultos diferenciados sexualmente se aparean y la hembra
en el canal ginecoforo del macho se traslada a los plexos
hemorroidales intestinales y deposita los huevos (2).

Los adultos del S. mansoni alargados, cilindricos y curvos
hacia la parte posterior, miden entre 1 y 2 cm de longitud.
El macho posee una apertura longitudinal llamada canal
ginecoforo, el cual alojaalahembra. Externamente el parasito
se encuentra recubierto por capas de células multinucleadas
formando un sincitio, denominado tegumento. Durante la
transformacion de cercarias a esquistosémulo, la superficie
externa del tegqumento se modifica desde una capa celular
Unica que contiene un glucocalix, a una membrana doble.

Las proteinas encontradas en el exterior de la doble
membrana, entre ellas enzimas como la Fosfatasa Alcalina
(ALP) y la Fosfatasa Acida (ACP) permiten absorber
moléculas encontradas en la circulacion sanguinea del
hospedador definitivo y ademas son especificamente
reconocidas por los anticuerpos de humanos y animales
infectados, siendo de utilidad para diagndéstico y confirmacion
de la infeccién en zonas de baja transmision, donde la
sensibilidad de la mayoria de las pruebas conocidas tiende
a disminuir debido a la baja carga parasitaria infectante (3).

El tubo digestivo incompleto de estos gusanos, determina
que se alimenten, excreten sus desechos y secreten
productos metabdlicos a través de un orificio Unico.
Enzimas relacionadas con mecanismos de inmunoevasion
de la respuesta inmune del hospedador, como la Superéxido
Dismutasa (SOD), y por tanto, una molécula con potencial
utilidad en vacunacion, forman parte de los productos de
excrecion-secrecion (4-6).

El PZQ (2-(cyclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-
4H-pirazino (2,1-alfa) isoquinolin-4-uno) es un derivado de
la pirazinoisoquinolina, empleado en el tratamiento de la
esquistosomiasis y ensayos in vitro muestran que el PZQ
produce contraccién muscular o paralisis y dafio, debido a
cambios en el flujo del calcio en la membrana tegumental
externa, aumentando la permeabilidad.

El PZQ interfiere con el transporte de iones inorganicos
puesto que la paralisis ocasionada en el gusano adulto se
acompafia un aumento en el influjo de calcio y disminucién
del influjo de sodio y potasio. Adicionalmente, el tegumento
del gusano es dafiado y en consecuencia se exponen
nuevos antigenos en la superficie del parasito (7, 8).
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Ademas el PZQ produce cambios en los hidratos de
carbono, proteinas, metabolismo de los nucledtidos; y en la
actividad de enzimas parasitarias como la SOD, ACP y ALP
(9). La preparacion comercial es una mezcla compuesta por
partes iguales de isdmeros levogiros y dextrogiros, de los
cuales, solo los primeros tienen actividad bioldgica in vivo
e in vitro (10). Se absorbe via oral y es hidroxilado a nivel
hepético, el tmax es de 1 hora y la sobrevida plasméatica
de 0,8 a 1,2 horas (11).El mecanismo preciso de accion del
PZQ no se ha identificado, algunos autores sugieren que el
PZQ interfiere con el transporte de iones inorganicos y que
la rapidez con la que dafa el tegumento del parasito, se
relaciona con alteracion en la homedstasis del calcio (12),
especificamente a nivel de canales de calcio (13).Otros
autores demostraron que la acumulacion de calcio no es el
Unico factor que determina los efectos del PZQ en gusanos,
al parecer la alteracion de la fluidez en la membrana
tegumental (14) y la reduccién de las concentraciones de
glutation, permite que la respuesta inmune del hospedador
contribuya en la eliminacién del gusano, y la unién a la
actina de los esquistosomas ocasiona la interrupcion en el
tegumento o la inhibiciéon de la captacion de nucledsidos
(15). De 726 genes inducidos en gusanos adultos expuestos
a 50 yg de PZQ/ ml por hasta 4 h y analizados por ensayos
de microarreglos, 347 disminuyeron abundantemente,
131 fueron expresados con éxito y dos de las categorias
mas importantes de las moléculas identificadas 40%
correspondieron a genes asociados a adhesion y 27 %
procesos celulares. Curiosamente entre los grupos de
genes inducidos en respuesta al tratamiento con PZQ, 4%
correspondieron a actividad antioxidante, entre ellos a un
precursor de la superoxido dismutasa extracelular (8),

La concentracion de PZQ requerida para matar los
esquistosomas adultos in vitro es mas alta que la méaxima
concentracion plasmatica alcanzada en humanos. Se
estimd que la concentracion en plasma es de 0,3 pg/ml,
luego de 2 horas de la administracion oral de 46 mg de
PZQ/Kg de peso. Mientras para producir el mismo efecto
in vitro es 0,5 pg/ml pero el gusano debe exponerse toda la
noche al farmaco (16).

Resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion
demuestran que la actividad ALP no es modificada por el
tratamiento con praziquantel y la actividad SOD se alter6 en
antigenos solubles, mas no en productos de excrecion del
gusano, a consecuencia del tratamiento (17). No obstante,
dicho estudio evallo cualitativamente la presencia de
esta actividad, lo que sugiere que pequefias fluctuaciones
pudieron no ser detectadas. Por lo tanto, es de interés
realizar estudios o evaluaciones cuantitativas sobre las
enzimas SOD, ALP y ACP en Productos de Excrecion-
Secrecion (PES) y Extractos Crudos del Gusano (ECG) de
S. mansoni que permitan establecer alteraciones en la actividad
de estas por su papel clave en el metabolismo del parasito. En
este sentido, se determind el efecto cuantitativo del tratamiento
con PZQ, sobre la actividad ALP, ACP, SOD en extractos crudos
y productos de excrecién de gusanos adultos de S. mansoni.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de los estadios de S. mansoni. En esta
investigacion se emple6 el aislado Puerto Rico de S.
mansoni, mantenido viable por pases sucesivos entre
B. glabrata y hamsters dorados (Mesocricetus auratus),
en el Laboratorio de Helmintos del Instituto BioMolP. Los
hamsters con 7 semanas de infeccion con 1000 cercarias
de S. mansoni, fueron perfundidos y los gusanos recogidos
de la vena porta hepatica (18, 19) se conservaron en medio
RPMI1640 pH 7.

Gusanos adultos de S. mansoni. En el estudio experimental
se emplearon gusanos hembras y machos (n=1x105),
obtenidos del ciclo de mantenimiento de S. mansoni los
cuales se utilizaron en la preparacion de los Productos
de Excrecion-Secrecion de gusanos (PESG), hembras
(PESGH) y machos (PESGM) producidos por el gusano
in vitro y en los Extractos Crudos de Gusanos o antigenos
solubles de gusanos (ASG), hembras (ASGH) y machos
(ASGM).

Tratamiento de ratones con PZQ. A ratones NRMI jovenes
machos se les administré una dosis de PZQ de 40 mg/kg
de peso, via intragastrica, se esperé 1 hora y 30 min para
la metabolizacion de la droga en el ratén. Posteriormente
se extrajo la sangre mediante puncién cardiaca. Se retrajo
el coagulo a 37 °C por 10 minutos y se centrifugd a 2500
rpm por 10 minutos, para separar el suero con el metabolito
activo del PZQ.

Produccion de antigenos solubles y productos de excrecion-
secrecion. Los gusanos machos y hembras (n=1000),
obtenidos del ciclo de mantenimiento de S. mansoni fueron
colocados en un medio comercial RPMI1640 pH 7 en frio.
En la condicién con el PZQ, los gusanos machos y hembras
se incubaron una hora a 37 °C en el suero con el metabolito
activo de la droga y se lavaron tres veces con medio. En
la condicion control, se sustituy6 el suero con RPMI1640
y ambas condiciones se incubaron en medio, dos horas a
37 °C con agitacion. Luego se centrifugé por 30 minutos
a 14000 rpm a 4 °C. Los sobrenadantes o Productos de
Excrecién-Secrecion de Gusanos (PESG) obtenidos de las
hembras y machos incubados en ausencia de la droga,
PESGMc y PESGHCc y en presencia de esta, PESGMpzq y
PESGHpzq (20).

Los gusanos incubados y centrifugados fueron macerados
con un homogenizador de tejidos de teflon. EI homogenato
obtenido se centrifugd a 14000 rpm por dos horas a 4 °C y
los sobrenadantes o antigenos solubles de gusanos (ASG) de
hembras y machos incubados en RPMI1640 (ASGMcyASGHc)
e incubados en RPMI1640 con PZQ (ASGMpzq y ASGHpzq).
Los ASG y PESG fueron recolectados, se dializaron contra
agua durante 12 h a 4 °C y fueron guardados a -20 °C hasta
su uso, dentro de la misma semana de obtencion (21) y previa
determinacion enzimatica se les hizo la de proteinas totales,
empleando el método de Bradford modificado por Spector (22).

Determinacion de las enzimas. En la determinacién de la
superéxido dismutasa (SOD), se empled un método de
deteccidn indirecta, basado en el método de reduccion del
anion superoxido, el cual guarda una relacion directa con
la xantina oxidasa e inversamente proporcional a la SOD,
con el kit para superoxido dismutasa de Calbiochem (USA)
siguiendo instrucciones del fabricante. La lectura de la
actividad de la reaccion fue médida a partir de una curva
construida con patrones de actividad SOD (0,025; 0,05;
0,1; 0,15; 0,2; 0,25 Ul/ml). A los patrones y muestras se les
adiciono la sal de tetrazolio y se inici6 la reaccion enzimatica
en con la adicion de Xantina oxidasa, seguida de incubacién
20 min a temperatura ambiente y lectura a 450 nm (23).

En la determinacion de la actividad Fosfatasa Acida (ACP)
se empleo como sustrato 4-nitrofenil fosfato en medio acido
y una solucién estandar de p-nitrofenol (10 mM), en medio
alcalino (SIGMA, USA). Para la determinacion los PESG y
ASG fueron diluidos 1:2 con agua destilada, y se incubaron
por 30 minutos a 37 °C con solucién sustrato y se ley6 la
absorbancia a 405 nm en el lector de Elisa, y se calculé la
actividad con la siguiente formula:

U/mL= [(A [muestra] — A [blanco]) x 0,05 x 0.3 x FD
A [estandar] x tiempo x V enz

A[muestra]: absorbancia de la muestra; A[blanco]: absorbancia del
blanco; 0,05: concentracion de 4-nitrofenol en solucién estandar;
0,3: 0.3 mL, el volumen total del ensayo en la placa de 96 pozos,
incluyendo la solucién Stop; FD: factor de dilucion de la muestra
estandar; A del [estandar]: absorbancia del estandar; Tiempo:
tiempo de incubacién a 37 °C en minutos; V enz: volumen de la
muestra enzimatica afiadida al ensayo en mL.

En la evaluacion de la fosfatasa alcalina (ALP) se prepar6
una solucion sustrato de 4-metil-lumbeliferril-fosfato (10mM)
en H20 desionizada (SIGMA, USA), y se incubd con los
PESG y ASG o control enzimatico (100 pg/ml), por 15
minutos a 37 °C y se leyo la reaccioén fluorimétrica con un
filtro de absorcién de 360 nm y de emision de 440 nm en el
fluorimetro.

Andlisis de los datos. Los datos cuantitativos de las
determinaciones enzimaticas, se expresaron como el
promedio + desviacion estandar.

La comparacién de las determinaciones en hembras y
machos pre y post-incubacién con PZQ se realiz6 mediante
una prueba T de Student, y valores de p menores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos. En el analisis
estadistico se empled el programa STATISTIC version 9.

RESULTADOS

La determinacion de proteinas totales de PESG y ASG,
revel6 una mayor concentracion de proteinas en las
preparaciones provenientes de gusanos no tratados en
los ASGMc y ASGMc, Yy en las preparaciones obtenidas
luego de la incubacién con PZQ in vitro, en los ASGMPZQ y
ASGHPZQ (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentracion de proteinas totales en ASG y PESG en
1000 gusanos hembras o machos, expresados como el promedio +

desviacién estandar.

Concentracion de proteinas (ug.mL™)
X+DS

Tipo de preparacion

ASGM, 1831,6£916,2
ASGM,, 1596,9:861,1
ASGH, 542+203,8
ASGH,,, 508,8+388,1
PESGM, 371,64272,8
PESGM,, 1908,8+422,8
PESGH, 199:45,4
PESGH,,, 2183,2£1566,3

Al evaluar la actividad enzimética de la ACP en los ASG
y PESG se encontré un incremento en los ASG y PESG
preparados con gusanos no-tratados, y una disminucion
de dicha actividad en los ASG y PESG tratados (Tabla 2),
observandose diferencias estadisticamente significativas
en los ASG preparados con gusanos tratados y no tratados,
mientras que en los PESG tales diferencias no son
significativas.

Tabla 2. Actividad ACP en los ASG y PESG adultos machos y
hembras, antes y después del tratamiento con PZQ.

Actividad (Ul.mL?)

Tipo de

preparacion Media Desviacién estandar P
ASGM, 0,00032 0,00065 bl
ASGM_,, 0,00003 0,00000
ASGH, 0,00002 0,00001 2,80x10*
ASGHqu 0,00003 0,00000
PESGM, 0,00663 0,00765 4,42x10
PESGMpzq 0,00490 0,00506
PESGH, 0,00202 0,00109 7,33x10*
PESGHqu 0,00176 0,00131

P<0,05 es significativa.

El analisis de las actividades enzimaticas para la SOD,
mostré en los ASG una disminucion estadisticamente
significativamente en los gusanos tratados. En los PESG se
observé el mismo comportamiento, pero dichos resultados
no fueron estadisticamente significativos (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad SOD en los ASG y PESG adultos machos y
hembras, antes y después del tratamiento con PZQ.

Actividad (Ul.mL™)

Tipo de

preparacion Media  Desviacién estandar P
ASGM, 0,28320 0,20699 8x10°
ASGM_, 0,44160 0,00695
ASGH, 0,29160 0,02142 6,6x10*
ASGHpzq 0,45220 0,02208
PESGM, 0,19000 0,02113 9,41x10*
PESGMqu 0,16220 0,02031
PESGH, 0,14760 0,08981 2,06x102
PESGH, 014100 0,02263

P<0,05 es significativa.
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En conjunto con la ACP y la SOD se evalud la actividad
enzimatica de la ALP donde se evidenci6 la disminucién
notable de la actividad enzimatica en los ASG Y PESH de
gusanos tratados en relacion a los gusanos no tratados,
(tabla 4) obteniendo datos estadisticamente significativos
gue demuestran que la accion farmacoldgica empleada es
efectiva. En los PESGM se evidencia el incremento de la
actividad enzimatica en los gusanos tratados, pero los datos
no son estadisticamente significativos.

Tabla 4. Concentracion de ALP en los ASG y PESG adultos
machos y hembras, antes y después del tratamiento con PZQ.

Concentracion (ug.mL™)

Tipo de
preparacion Media Desviacién estandar P
ASGM, 1,09829 0,04307 5,30x10°
ASGM,,, 0,96957 0,36276
ASGH_ 0,78629 0,16078 2,58x107?
ASGH_, 0,52300 0,44442
PESGM, 0,10700 0,22657 6,17x10*
PESGM,_,, 0,12457 0,28040
PESGH, 1,68128 0,43168 1x10°®
PESGszq 0,11371 0,02520
P<0,05 es significativa.
DISCUSION

Los extractos crudos y productos de excrecidn-secrecion
de S. mansoni, se caracterizan por su gran contenido
enzimatico, relacionado con mecanismos de inmunoevasion
de la respuesta inmune y antigenicidad. El presente estudio
determino el efecto del tratamiento con PZQ sobre enzimas
del parasito presentes en ambas preparaciones.

Al inicio del estudio se determinaron las proteinas totales
de PG y EG, encontrandose una mayor concentracién de
proteinas en las preparaciones provenientes de gusanos no
tratados en los EG, y en las preparaciones obtenidas luego
de la incubacién con PZQ in vitro, en los PG (Tabla 1).

El efecto del tratamiento sobre las proteinas totales en los
extractos crudos del parasito se relacionan con estudios
recientes que demuestran el papel de las P- glicoproteinas
(SMDR2) y las proteinas asociadas a multiresistencia a
drogas (MRP1) que se encuentran en el sistema excretor del
gusano de Schistosoma mansoni, asociadas a resistencia a
farmacos, puesto que la expresion de estas proteinas se
altera en los gusanos expuestos a praziquantel (PZQ), y se
expresa en niveles mas altos en los gusanos de las cepas
con susceptibilidad reducida al farmaco (24). Ademas,
el tratamiento pudiera afectar genes como el Gen MEG
que en S. mansoni induce la variacion en las proteinas
secretadas por el tegumento, relacionadas a la interaccion
inmune con el hospedador (25). En consecuencia, los
hallazgos encontrados en el presente estudio pueden
tener implicaciones no solo a nivel de tratamiento
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quimioterapéutico, ademas pueden estar relacionados
con eventos de interaccion con el sistema inmune del
hospedador.

Todas las enzimas lisosomales como la ACP son activadas
en condiciones especificas por el catabolismo creciente del
tejido fino, por lo tanto, el aumento de la fosfatasa acida esta
relacionada con el aumento en el catabolismo de los tejidos
(26), como resultado del aumento de los productos del
metabolismo del gusano S. mansoni por tanto, la disminucion
de la ACP en ASG y PESG observada en nuestro estudio,
indican indirectamente que el PZQ altera este metabolismo
enzimatico, ocasionando una disminucién del metabolismo
del parasito que afecta la produccion y secrecion-excrecion
de esta enzima. En relacién a las isoenzimas de la ACP se
conoce que su actividad es afectada por diferentes agentes
como el mercurio (bovino y porcino) y herbicidas (plantas)
(27,28), constituyendo importantes flancos de control de
plantas que compiten con los cultivos de interés alimenticio.

Desde el enfoque del presente estudio, la disminucién de
la ACP constituye uno de los elementos claves mediante
los cuales, el PZQ afecta la capacidad del parasito de
contrarrestar la respuesta celular y humoral del hospedador,
alterando la hidrélisis de fosfomonoésteres y liberacion
de fosfato inorganico del parasito (29), un mecanismo
altamente relacionado con el influjo de Ca+2 en respuesta a
la despolarizacion de la membrana tegumental y por ende la
contraccion muscular, la secrecion, y la expresion genética (29).

El andlisis de las actividades enzimaticas para la SOD,
mostré en los ASG una disminucion estadisticamente
significativamente en los gusanos tratados. Un efecto
similar en menor magnitud se observa en los PESG, y
demuestra que uno de los efectos del tratamiento con PZQ,
posiblemente relacionado con su efectividad, consiste en la
disminucion de enzimas claves para la defensa del parasito
contra radicales toxicos que producen las células del sistema
inmune, lo que sugiere que al evaluar el uso de enzimas
antioxidantes como la SOD en disefios de vacunas o terapia
inmune en los pacientes infectados debe tomarse en cuenta
el estatus en cuanto a tratamiento del paciente, puesto que
en individuos recientemente tratados, puede no tener la
misma efectividad el empleo de vacunas elaboradas con
ADN codificante para la SOD, con la finalidad de estimular
la produccién de anticuerpos capaces de reducir de manera
constante la carga parasitaria del S. mansoni, disminuyendo
la infeccion existente (30). No obstante, otras alternativas
tales como la sustitucion de la Leul32 y la Vall35 en la
Superéxido Dismutasa Citosolica del parasito (SmCtSOD),
postuladas para inducir cambios en la conformacion,
distribucién de las cargas electrostéaticas y la disminucion
de la proteccion del parasito pudieran ser de mayor utilidad
como herramienta inmunoterapeltica, en pacientes con
historia de reinfecciones postratamiento (31). Por otra parte,
estos resultados coinciden con estudios realizados in vivo,
en los cuales se demuestra que el tratamiento combinado
de PZQ y pentoxifilina producen disminucioén en los niveles

séricos de citoquinas pro-fibréticas (TGF-B y TNF-a) y de
las enzimas hepéaticas antioxidantes, glutation peroxidasa,
glutatién-S-transferasa, glutation reductasa y SOD (32)

En cuanto a la actividad enzimética de la ALP se observa la
disminucion notable de la actividad enzimatica en los ASG y
PESG, particularmente significativo enlos PESGH, hallazgos
de fundamental interés puesto que durante la infeccién por
S. mansoni ocurre un aumento en la excrecion de la ALP
como producto del catabolismo del parasito, lo que se refleja
en la persona infectada con un aumento de la enzima en
sistema porta venoso hepatico, y constituye un elemento
estimulador de la respuesta inmune del hospedador, por
lo cual la ALP es considerada altamente inmundgena y es
empleada como antigeno en el diagndéstico seroldgico (33).

Ademas, recientemente se demostré que la ALP se ubica en
la capa externa tegumental de S. mansoni, y que mediante
mecanismo que generan adenosina, el parasito es capaz
de modular la respuesta inmunitaria del hospedador contra
el, como demuestran estudios en los cuales al suprimir el
ARN de la ALP disminuye la produccion de adenosina, y la
capacidad del parasito para evadir la respuesta inmunitaria
del hospedador (34). Ambos estudios reflejan la importancia
de esta enzima de S. mansoni para la supervivenciay como
marcador diagnéstico, resaltando que cualquier estrategia
quimioterapeutica, inmunoterapeltica o de vacunacion
debe medir el efecto sobre esta enzima.

Similarmente, estudios previos de nuestro grupo de
investigacion lograron definir a nivel cualitativo el efecto
del PZQ sobre la actividad enzimatica SOD, ALP y ACP
(17) de PESG y PESG, asi como la utilidad potencial en el
inmunodiagnéstico de antigenos preparados con gusanosy
huevos de S. mansoni incubados in vitro con PZQ (35). En
este sentido, los hallazgos del presente estudio contribuyen
a definir y comparar en términos cuantitativos el efecto
del PZQ sobre enzimas tegumentales y de excrecion-
secrecion, faltaria por caracterizar y definir la contribucion
gue esto tiene sobre la expresion o inhibicién de antigenos
gue puedan favorecer el diagnoéstico, permitan evaluar la
efectividad del tratamiento en los pacientes infectados y
definir posibles variantes enzimaticas relacionadas con la
resistencia antihelmintica descritas en otros metazoarios
(36), en S. mansoni.

No obstante, los hallazgos del presente contribuyen a
comprender los efectos positivos del praziquantel sobre
la patogenia de la enfermedad, puesto que las enzimas
contribuyen en la evasion de la respuesta inmune y en la
estimulacion del sistema inmune del hospedador, lo que
contribuye en exacerbar la inflamacién y consecuentes
secuelas. Ademas reviste importancia porque estas enzimas
se encuentran asociadas al teqgumento y este se considera
un potencial blanco para el desarrollo de vacunas anti-
esquistosoma, puesto que se halogrado reducir el nimero de
huevos en el higado, la eliminacién de huevos en las heces,
nimero de granulomas hepéticos y adultos empleando
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antigenos tegumentales del estadio esquistosémulo (37), por
lo que una combinacién de quimioterapia con inmunoterapia
podria aumentar la proteccion contra la esquistosomiasis,
en el humano.

En conclusién, en el presente estudio se encontré una
disminucion en las proteinas totales, actividades enzimaticas
ACP y SOD vy la concentracion de la ALP de extractos
crudos y productos de excreciéon de S. mansoni preparados
con gusanos tratados con PZQ in vitro, particularmente
significativos en los PESGM postratamiento para la ACP, en
los ASG para la SOD y en ASG y PESGH para la ALP.
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Relacion entre cambios en la expresion de proteasas y
metaciclogénesis espontanea asociadas a las condiciones
de mantenimiento de Trypanosoma cruzi en el laboratorio.

Yhol Ledezma?!, Maria Ledezma?, Marlyn Leon!, Wilmer Pineda?, Rosa Arteaga’, Maria C. Navarro?, Victor Contreras?,

Ana Rita De Lima'?"

RESUMEN

La metaciclogénesis de Trypanosoma cruzi es la transformacion del
estadio epimastigota en tripomastigota metaciciclico que ocurre en
la ampolla rectal del insecto vector. Durante este proceso se ha
implicado una activacion del metabolismo proteico, con probable
participacionde proteasasenladegradacionde proteinasdelparasito.
En el presente trabajo se determiné el efecto de las condiciones de
mantenimiento de T. cruzi en el laboratorio sobre la actividad de
proteasas y su relacién sobre la metaciclogénesis espontanea en
cultivos axénicos. Se trabaj6é con el clon Dm30L de Trypanosoma
cruzi mantenido en el laboratorio mediante pases trimestrales
chipo-raton (condicion triatomino: CT) o repiques semanales
durante 15 afios en medio LITB (condicién cultivo: CC). En ambas
condiciones, se hizo curva de crecimiento durante 30 dias en medio
LITB suplementado con 10, 24 y 48 mM glucosa, calculandose
el porcentaje de metaciclicos espontaneos y determinacion de
la actividad de proteasas. En 10 mM glucosa, parasitos de la
CT presentaron mayor expresion de proteasas y porcentaje de
metaciclicos respecto a la CC. En la CT, el crecimiento en 48 mM
glucosa redujo las variables antes mencionadas, mientras que no
se evidenci6 actividad proteolitica ni metaciclogénesis espontanea
en parasitos de la CC en altas concentraciones de glucosa. En
todos los casos se evidencié mayor actividad de cistein proteasas
durante la fase estacionaria del cultivo. No se reporté actividades
metaloproteasas en ninguna de las condiciones estudiadas, pero si
en el clon Dm28c utilizado como control de la expresion de este tipo
de enzima. Estos resultados sugieren que la expresion de proteasas
estd influenciada por la constitucion genética del parasito y que la
CC provoca disminucion de la actividad proteolitica que persisten
aun en condiciones de agotamiento de carbohidratos del medio,
con una concomitante reduccion significativa en el porcentaje de
metaciclicos espontaneos.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, proteasas, metaciclogénesis
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ABSTRACT

Relationship between changes in the expression of
proteases and spontaneous metacyclogenesis associated to
Trypanosoma cruzi maintenance conditions in the laboratory.

Trypanosoma cruzi metacyclogenesis is the transformation of
epimastigote stage to trypomastigote metacyclic that happens in
the rectal ampulla of the insect vector. During this process it has
been implicated protein metabolism activation, with proteases
likely involvement in parasite protein degradation. In this study we
determined the effect of T. cruzi keeping conditions in the laboratory
on the activity of proteases and their relationship on spontaneous
metacyclogenesis in axenic culture. We worked with Trypanosoma
cruzi Dm30L clone maintained in the laboratory by quarterly passes
triatomine-mouse (triatomine condition: TC) or serial culture media
during 15 years in LITB medium (culture condition: CC). In both
conditions, growth curve was made for 30 days in LITB medium
supplemented with 10, 24 and 48 mM glucose, calculating the
percentage of spontaneous metacyclics and determining proteases
activity. In 10 mM glucose, TC parasites showed higher expression
of proteases and metacyclic percentage relative to the CC. In TC,
the growth in 48 mM glucose reduced the above variables, while
no evidenced proteolytic activity nor spontaneous metacyclogenesis
on CC parasites in high glucose concentrations. In all cases there
was greater cysteine proteases activity during the stationary phase
of the culture. Metalloprotease activity was not reported in any of
the conditions studied, but it was detected in clone Dm28c used as
control of expression of this type of enzyme. These results suggest
that the expression of proteases is influenced by the genetic makeup
of the parasite and the CC causes decrease of proteolytic activity
which persists even in carbohydrate depleted conditions of the
medium, with a concomitant significant reduction in the percentage
of spontaneous metacyclics.

Key words: Trypanosoma cruzi, proteases, metacyclogenesis
INTRODUCCION

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis
de enlaces peptidicos y ejecutan un amplio espectro de
reacciones biolégicas, implicandose su participacion en la
patogénesis de enfermedades parasitarias. Trypanosoma
cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un
parasito protozoario que presenta alternancia morfoldgica
y completa su ciclo evolutivo en dos hospedadores: un
invertebrado representado por insectos hemat6fagos o
triatominos y un hospedador vertebrado que abarca a los
mamiferos, incluyendo al hombre. Existen cuatro estadios
del parasito: epimastigotas y tripomastigotas metaciclicos
en el insecto vector, asi como tripomastigotas sanguicolas y
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amastigotas en el hospedador vertebrado, estos ultimos de
localizacién intracelular.

Se ha descrito la existencia de una gran variedad de enzimas
proteoliticas en T. cruzi, siendo algunas comunes en
diferentes estadios, en tanto que otras son diferencialmente
reguladas. La mayoria corresponden a cistein proteasas y
presentan una alta homologia entre los diferentes aislados
del parasito, tales como la cruzipaina (1-4), otras presentes
en epimastigotas con movilidad relativa de 30 kDa (5) y
120 kDa (6). Adicionalmente se ha detectado la presencia
de metaloproteasas como una de 60 kDa presente en
epimastigotas (7), una de 52 kDa comuUn a epimastigotas y
metaciclicos (3) y algunas especificas de metaciclicos, tales
como una enzima de 65 kDa (3) y 116 kDa (8). Por otro lado,
se han reportado varias metaloproteasas en metaciclicos
gue migran entre 52 y 65 kDa, los cuales muestran una alta
heterogeneidad segun la cepa o clon de T. cruzi empleado
(9). También se ha reportado la aparicion de una serin
proteinasa de 120 kDa con pH optimo alcalino presente
en epimastigotas y metaciclicos (10) y otra de 75 kDa
(11). Recientemente se identificaron dos aspartil proteasas
conocidas como cruzipsina-l y cruzipsina-Il (12). Ademas de
proteasas constitutivamente expresadas por el parasito, se
ha demostrado la secrecidon de enzimas proteoliticas tipo
cisteina compatible con cruzipaina (13) y metaloproteinasas
de matriz extracelular conocidas como MMP-9 (14).

Durante el crecimiento de T. cruzi en medios de cultivo
axénico, epimastigotas de fase estacionaria muestran
un perfil proteolitico mas complejo con respecto a la fase
exponencial, caracterizado por aparicion de enzimas
tipo cisteina de alto peso molecular, asi como una mayor
actividad de la cruzipaina (15), lo cual pudiera coincidir con
la sobrevivencia del parasito durante esta etapa a expensas
de un metabolismo proteolitico, con agotamiento de los
carbohidratos del medio.

Se ha reportado la aparicion de tripomastigotas metaciclicos
durante la fase estacionaria de cultivos de epimastigotas en
el laboratorio, fenémeno conocido como metaciclogénesis
espontanea (16). Se ha propuesto varios factores que
inducen este proceso como osmolaridad (17) y agotamiento
de nutrientes en el medio (18).

Basado en la hipotesis del estrés nutricional, se ha
desarrollado un medio quimicamente definido que simula la
orina del triatomino conocido como TAU (Triatomine Artificial
Urine) suplementado con Prolina, Glutamato, Aspartato
y bajas concentraciones de glucosa (TAU3AAG). En este
medio se logra el proceso de diferenciacion en ausencia de
replicacién, obteniéndose un porcentaje significativamente
mayor de metaciclicos con respecto a los obtenidos en
cultivos envejecidos, conociéndosele como metaciclogénesis
inducida (19). Se ha demostrado la activacién diferencial
de proteasas durante la metaciclogénesis en el medio
TAU3AAG, asi como inhibicién de este proceso mediante la
adicion de inhibidores de proteasas (3).

Previamente demostramos que la metaciclogénesis
espontanea coincide con el agotamiento de la glucosa del
medio y posterior aumento en la liberacién de amoniaco al
medio de cultivo (20), sugiriendo un cambio de metabolismo
glicolitico a proteico en T. cruzi, con probable participacion
de enzimas proteoliticas durante este proceso. En un mismo
aislado, el esquema de mantenimiento en el laboratorio
también afectaba el porcentaje de metaciclicos espontaneos;
el pasaje alternado de T. cruzi en chipo-ratén (condicién
triatomino) era capaz de preservar la competencia del
parasito para la metaciclogénesis.

Mientras que parasitos mantenidos mediante repiques
semanales por varios afnos consecutivos en medio LITB
(condicion cultivo) bloqueaba la aparicién de metaciclicos
espontaneos y reducia significativamente los metaciclicos
inducidos en el medio TAU3AAG (21). No obstante, el
cultivo de aislados de T. cruzi mantenidos bajo la condicion
cultivo en medio LITB con bajas concentraciones de
glucosa, restituia la capacidad metaciclogenizante del
parésito, incrementando el porcentaje de metaciclicos tanto
espontaneos como inducidos (20). Esto pudiera sugerir que
la capacidad metaciclogenizante del parésito esta asociada
a la utilizacion de proteinas como fuente de energia.

En apoyo a esta idea, se ha demostrado la existencia en
el epimastigota de organelas denominadas reservosomas,
y que éstas desaparecen durante la metaciclogénesis, con
utilizacién de proteinas almacenadas a este nivel (22), con
probable participacion de proteasas en la escision de esas
proteinas para generar aminoacidos que ingresen al ciclo
de Krebs.

En este articulo se demuestra cambios en la expresion
de proteasas asociadas a los niveles de glucosa y a las
condiciones de mantenimiento del parasito en el laboratorio,
con una posible participacion de estas enzimas en la
metaciclogénesis espontanea de Trypanosoma cruzi.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos, condiciones de mantenimiento y curva de
crecimiento. Se utilizé el clon Dm30L de Trypanosoma
cruzi aislado de rabipelado, mantenido mediante pasajes
alternos triatomino-ratén (condicién triatomino) o mediante
repiques semanales durante 15 afios consecutivos en medio
axeénico (LITB) a 27° C (condicion cultivo) (21). Los parasitos
fueron cultivados en medio LITB (23). Para la determinacion
de la curva de crecimiento, los parasitos fueron cultivados
en frascos Erlenmeyer de 125 mL partiendo de un in6culo
inicial de 2 x 106 parasitos/mL en un volumen final de 20
mL de medio de cultivo en presencia de 10, 24 y 48 mM
glucosa.

Los diferentes puntos de la curva se realizaron por triplicado.
Se realiz6 el contaje de los parasitos en camara de Neubauer
y se calcul6 el porcentaje de tripomastigotas metaciclicos en
laminas fijadas coloredas con Giemsa. Por cada lamina se
contaron al menos 300 parasitos.
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Metaciclogénesis inducida de Trypanosoma cruzi.
Epimastigotas procedentes de final de fase exponencial en
medio LITB suplementado con diferentes concentraciones
de glucosa (10 y 48 mM) fueron sedimentados mediante
centrifugacion a 8500 g y resuspendidos con un indculo de
5 x 107 parésitos/mL en frascos Roux utilizando un volumen
final de 70 mL del medio TAU3AAG (190 mM NaCl, 17 mM
KCL, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCI2, 10 mM L-prolina, 50 mM
L-glutamato, 2 mM L-aspartato, 10 mM glucosa y 8 mM
tampon fosfato pH 6.0) (19). Los parasitos se incubaron a 27°
C durante 96 horas. Cada ensayo de induccién fue realizado
por triplicado. Se determind el porcentaje de tripomastigotas
metaciclicos al cuarto dia de incubacion mediante recuento
diferencial en laminas fijadas coloreadas con Giemsa.

Para la obtencion de tripomastigotas metaciclicos
purificados, parasitos procedentes del cuarto dia de
incubacién en el medio TAU3AAG fueron sedimentados a
8500 g, resuspendidos en medio TAU (190 mM NacCl, 17
mM KCL, 2 mM CaCl2, 2 mM MgClI2, 8 mM tampodn fosfato
pH 6.0) y tratados con suero fresco de cobayo durante 30
minutos a 37° C y purificados a través de una columna de
DEAE-celulosa (24).

Determinacion de la actividad proteolitica. La actividad
proteolitica se caracteriz6 mediante electroforesis en
minigeles SDS-poliacrilamida al 10% (25) utilizando como
substrato gelatina a una concentracion final de 0,1% (Sigma,
G-8150). Para la preparacion de las muestras a cargar en
el gel, masas de 2 x 108 epimastigotas correspondientes a
diferentes dias de la curva de crecimiento se resuspendieron
en 100 pl de tampdn de lisis (187,5 mM Tris-HCI pH 6.8, 3%
SDS) y se agitaron en vortex durante 15 segundos en bafio
de hielo. EI homogenato obtenido se sedimentd a 14000 g
(3 min, 4° C) en microcentrifuga Eppendorf y se tomé 10 pl
del sobrenadante, al cual se le afadié 5 yl de tampon de
muestra no desnaturante.

La separacion electroforética se realizd6 a corriente
constante a 4° C con una corriente constante de 10 mAmp.
Una vez concluida la corrida electroforética, los geles se
desmontaron y se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente en 10 volimenes de tampén 100 mM Tris-HCI pH
7.0 suplementado con 2,5% de Triton X-100. Para revelar
la actividad proteolitica total y cistein proteasas los geles
se incubaron en tampén de digestion (100 mM Tris-HCI pH
7.0, 2.5 mM CacCl2, 2.5 mM ZnCI2, 250 mM cisteina) en
ausencia o presencia de inhibidores de metaloproteasas (1
mM 1.10 fenantrolina, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA). Para
la visualizacion de metaloproteasas se empled el mismo
tampon de digestion sin adicion de cisteina y suplementado
con inhibidores de cistein proteasas [10 UM trans-epoxy
succinil-L-leucilamido (4 guanidino)-butano (E-64), 100
MM Na-p-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK),
100 pM Na-tosil-L-cloro lisina metil cetona (TLCK)]. Las
condiciones de revelado se hicieron a 37° C durante 12
horas (para visualizacion de actividad proteolitica total y
cistein proteasas) 6 96 horas (metaloproteasas). En todos
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los casos los geles fueron tefiidos con 0.25% Coomassie
Blue R-250 en metanol 50%-Acido acético 10% durante
30 minutos a temperatura ambiente y se decoloraron en el
mismo solvente.

Andlisis densitométrico. La comparacion de los perfiles
y la determinacion de la movilidad relativa de las bandas
obtenidas se realizaron mediante densitometria utilizando
un escaner BIORAD Modelo GPS-670 y los valores se
calcularon con el programa Multy-Analyst version 3.0
(BIORAD) considerando su migracion respecto a los
marcadores de movilidad relativa colocados en cada gel.

RESULTADOS

Para establecer el efecto de las concentraciones de
glucosa sobre el crecimiento y diferenciacion de T. cruzi
(metaciclogénesis espontanea) se procedié al cultivo del
parasito en presencia de baja (10 mM) y alta (48 mM)
concentracion de glucosa con respecto a la condicidon
control empleada en la formulacion del medio LITB en la
mayoria de los laboratorios (24 mM glucosa). Se empleé el
clon Dm30L (aislado de Didelphis marsupialis) mantenido
en el laboratorio simultaneamente bajo dos esquemas
de mantenimiento: mantenimiento mediante pases
trimestrales chipo-ratén (condicion triatomino) o mediante
cultivo prolongado en medio LITB (condicién cultivo). Para
ello se elaboraron curvas de crecimiento (por triplicado)
partiendo de un iné6culo inicial de 2 x 106 parasitos/mL
segun lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos
(Figura 1). Tomando como referencia la condicién control
24 mM glucosa, en parasitos mantenidos bajo la condicién
triatomino, puede apreciarse que los niveles de glucosa
tuvieron poco efecto sobre la fase exponencial con respecto
a la condicién cultivo (comparar figuras 1B y 1E), pero si
se evidenciaron cambios a nivel de la fase estacionaria,
la cual se alarga en la condicion triatomino (Figura 1B) y
desaparece en la condicion cultivo (Figura 1E). En parasitos
de la condiciéon triatomino, la reduccién de los niveles de
glucosa a 10 mM no tuvo un efecto significativo sobre las
fases exponencial y estacionaria (comparar figuras 1A y
1B). Igual comportamiento se registra cuando se incrementé
la concentracion de glucosa a 48 mM, donde se mantuvo
la fase exponencial, pero se reduce la fase estacionaria,
iniciandose una caida en el nimero de parasitos madtiles a
partir del dia 10 de la curva (Figura 1C). En parasitos de la
condicion cultivo, el descenso de glucosa en el medio LITB
a 10 mM permitié un incremento menos acentuado de la
poblacién de parasitos, en donde no se observa una fase
exponencial tipica, sino un crecimiento en etapas de la
poblacién de epimastigotas (Figura 1D). Por otro lado, en
la condicion 48 mM glucosa, se observa desaparicion de la
fase estacionaria y muerte abrupta de los parasitos (Figura
1F). En la Tabla 1 se muestra que el tiempo de generacion
de los parasitos no experimenté cambios significativos
asociados a los niveles de glucosa en el medio LITB,
pero si hubo modificaciones asociadas a la condicion de
mantenimiento del parasito.
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Figura 1. Curvas de crecimiento del clon Dm30L de Trypanosoma cruzi mantenida bajo las condiciones triatomino (A, B, C)y cultivo
(D, E, F) en medio LITB suplementado con 10 mM (A, D), 24 mM (B, E) y 48 mM glucosa (C, F). El eje de la ordenada izquierda representa
el recuento de parasitos vivos (0) y la escala derecha muestra el porcentaje de metaciclicos espontaneos (o). Los puntos representan
la media y las barras la desviacion estandar de al menos tres ensayos experimentales.

Tabla 1. Tiempo de generaciéon del aislado Dm30L de T. cruzi
mantenido bajo diferentes esquemas de mantenimiento y cultivados
en medio LITB con diferentes concentraciones de glucosa

1
Concentracion TG (horas)

de glucosa Condicién de Mantenimiento
(mM)> iatomi :
Triatomino Cultivo
10 223+1,0 28,1+0,2
24 20,2+ 0,1 27,7+2,0
48 21,309 27,811

Tiempo de generacion. 2Pardsitos incubados en medio LITB
suplementado con 10, 24 y 48 mM glucosa. Valores representados

como la media + DS de tres experimentos.

Para establecer los efectos de la glucosa sobre la
diferenciacion de T. cruzi, se calcul6 el porcentaje de
metaciclicos espontaneos a diferentes dias de la curva de
crecimiento. Tomando como punto de referencia la condicion
control (24 mM), se observa que los parasitos mantenidos
bajo la condicion cultivo (Figura 1E) pierden la capacidad
diferenciante con respecto a aquellos mantenidos bajo pases
alternos triatomino-raton (Figura 1B). Sin embargo, en los
parésitos cultivados en 10 mM glucosa y mantenidos bajo
la condicion cultivo se restituy6 la aparicién de metaciclicos
espontaneos (Figura 1D), asi como un mayor incremento en
el porcentaje de metaciclicos espontaneos en la condicién
triatomino (Figura 1A). En la condicién 48 mM glucosa hubo
una caida en el porcentaje de metaciclicos en parasitos
mantenidos bajo la condicién triatomino (Figura 1C), con
bloqueo de la metaciclogénesis en la condicion cultivo
(Figura 1F).

Con el objeto de asociar los cambios en la capacidad
metaciclogenizante con la expresion de proteasas, se
obtuvo el perfil proteolitico de los parasitos cultivados en
medio LITB con diferentes concentraciones de glucosa.
En la figura 2 se muestra la actividad de proteasas de
epimastigotas del clon Dm30L mantenido bajo la condicion
triatomino durante la fase de crecimiento en medio LITB
empleando 10 mM glucosa.

En ausencia de inhibidores de proteasas, los epimastigotas
del dia 1 muestran dos bandas de 60 y 55 kDa (Figura 2A,
canal 1). Entre los dias 4 a 7 se registran tres actividades
proteoliticas: dos de 60 y 55 kDa comunes al dia 1, y otra
de 45 kDa. Entre los dias 11 y 23 se observa una mayor
intensificacion de la banda de 60 kDa, y la aparicion de una
banda de 40 kDa. Es de hacer notar que este ultimo perfil
coincide con la expresion de proteasas de metaciclicos
purificados obtenidos a partir de medio TAU3AAG (Figura 2A,
canal M). En presencia de inhibidores de metaloproteasas,
se obtuvo un patrén de proteasas similar a la condicion sin
inhibidores, indicando que las actividades registradas pueden
clasificarse como cistein proteasas (figura 2B), mientras que
no se logré detectar la expresion de metaloproteasas bajo
las condiciones ensayadas (resultados no mostrados).

Mr

kD
71w M 1 4711 1623 M

— 205 — 205
— 116 — 116

1 4

! — &
— 66 — 66
— % — 55

— 36 — 36
— 29 — 29
— 24 — 24

— 142
— 142

Figura 2. Perfil proteolitico en gel SDS-PAGE 10% durante la
curva de crecimiento de epimastigotas del clon Dm30L de T.
cruzi mantenido bajo la condicién triatomino (2 x 108 parasitos/
canal) en presencia de 10 mM glucosa empleando como substrato
gelatina (0,1%) en ausencia (A) y presencia (B) de inhibidores de
metaloproteasas coloreado con Azul de Coomassie. Los numeros
en la parte superior de cada canal corresponden al dia de la curva
de crecimiento y M a metaciclicos purificados. Mr indica la movilidad
relativa de los marcadores de peso molecular en Kilodaltons (kDa).

Cuando el mismo clon Dm30L mantenido bajo la condicién
triatomino fue crecido en medio LIT 48 mM glucosa, se
registré una significativa disminuciéon de las actividades
proteoliticas tanto totales (Figura 3A) como de cistein
proteasas (Figura 3B), no identificandose nuevamente
actividad de metaloproteasas (resultados no mostrados).
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Es de hacer notar que en este caso sélo se registré6 una
actividad proteolitica difusa entre 60 y 55 kDa entre los dias
1y 13 de la curva de crecimiento, asi como una banda de
65 kDa en metaciclicos purificados del medio TAU3AAG
(Figura 3A, canal M).

Mr

(kDa)
8 10 13 ™M 1 3 5 8 10 13 M
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— 36 — 36
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—_ 24 — 24

Figura 3. Perfil proteolitico en gel SDS-PAGE 10% durante la curva
de crecimiento de epimastigotas del clon Dm30L de T. cruzi mantenido
bajo la condicién triatomino (2 x 108 parasitos/canal) en presencia de
48 mM glucosa empleando como substrato gelatina (0,1%) en ausencia
(A)y presencia (B) de inhibidores de metaloproteasas coloreado con
Azul de Coomassie. Los numeros en la parte superior de
cada canal corresponden al dia de la curva de crecimiento y
M a metaciclicos purificados. Mr indica la movilidad relativa de los
marcadores de peso molecular en Kilodaltons (kDa).

Cuando el clon Dm30L mantenido bajo la condicién cultivo
fue crecido en medio LITB suplementado con 10 mM
glucosa, se registra en el dia 1 de la curva una actividad
proteolitica difusa y débil entre 60 y 55 kDa, la cual se
mantiene y se intensifica un poco hasta el dia 16 de la
curva (Figura 4A). Entre los dias 4 y 16 aparece una nueva
banda de 40 kDa cuya expresion se eleva ligeramente
hacia el dia 16. Los metaciclicos purificados a partir del
medio TAU3AAG muestran un patrén electroforético de
actividades proteoliticas de 60 y 52 kDa (Figura 4A, canal
M). Todas estas actividades fueron clasificadas como cistein
protesas (Figura 4B), mientras que al igual que en los casos
anteriores, no se detectaron metaloproteasas (resultados
no mostrados). Cuando se evalué el perfil de proteasas de
los parasitos mantenidos bajo la condicién cultivo y crecidos
en 48 mM glucosa, no se registré ningun tipo de actividad
proteolitica (resultados no mostrados).

Mr
(kDa)
7 11 16 ™M 1 4 7 11 16 ™M
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— 116
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Figura 4. Perfil proteolitico en gel SDS-PAGE 10% durante la curva
de crecimiento de epimastigotas del clon Dm30L de T. cruzi mantenido
bajo la condicién cultivo (2 x 108 parasitos/canal) en presencia de 10
mM glucosa empleando como substrato gelatina (0,1%) en ausencia
(A) y presencia (B) de inhibidores de metaloproteasas coloreado con
Azul de Coomassie. Los numeros en la parte superior de
cada canal corresponden al dia de la curva de crecimiento y
M a metaciclicos purificados Mr indica la movilidad relativa de los
marcadores de peso molecular en Kilodaltons (kDa).
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Habiéndose establecido previamente que los tripomastigotas
metaciclicos expresan actividades tipo metaloproteasas
(3, 9) y que éstas pueden utilizarse como marcadores de
diferenciacion, se decidié determinar por qué no se logré
la identificacion de metaloproteasas en el clon estudiado
en este proyecto, ni siquiera en metaciclicos purificados
inducidos in vitro. Para ello se procedié a determinar la
actividad proteolitica de epimastigotas y metaciclicos
inducidos en medio TAU3AAG purificados mediante
cromatografia procedentes de medio LITB 24 mM glucosa

utilizando diferentes aislados del parasito.
Mr

1 2 3 4 5 W 4 5 3 4 5

— 205 — 205
— 116 — 116

—_ 97
—_ 97

— 66
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— 55 — 55

— 132 — 142

Figura5. Perfil proteolitico en gel SDS-PAGE 10% de diferentes
aislados de Trypanosoma cruzi (2 x 108 parasitos/canal) en ausencia
(A) y presencia (B) de inhibidores de cistein proteasas coloreado
con Azul de Coomasie. Canales 1 y 2 (epimastigotas fase
exponencial y estacionaria de EP triatomino, respectivamente).
Canal 3 (metaciclicos purificados del clon Dm30L triatomino).
Canales 4y 5 (epimastigotas y metaciclicos del clon Dm28c). Mr
indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular
en kilodaltons (kDa).

La Figura 5A muestra la actividad proteolitica de
epimastigotas y metaciclicos de diferentes aislados de
T. cruzi crecidos durante 6 dias en medio LITB 24 mM glucosa
empleando gelatina como substrato exégeno y revelada en
ausencia de inhibidores de proteasas. Se evidencia una
intensa actividad proteolitica en epimastigotas tanto en
la cepa EP como en el clon Dm28c (canal 4). En la cepa
EP, la intensidad del revelado no permitié la identificacion
de bandas individuales (canales 1 y 2) mientras que en
el clon Dm28c se registra cuatro bandas de 57 kDa, una
banda difusa entre 60 y 70 kDa, 97 y 116 kDa. Por su parte,
los tripomastigotas metaciclicos expresan una actividad
proteolitica de 65 kDa siendo mas intensa en la cepa EP
respecto al clon Dm28c.

La Figura 5B corresponde a los resultados obtenidos cuando
los diferentes estadios y aislados descritos anteriormente se
incubaron en presencia de inhibidores de cistein proteasas.
En este caso se observo actividad proteolitica de 65 kDa,
solamente en el clon Dm28c independientemente del estadio
utilizado. Esta actividad corresponde a metaloproteasas
y nos permite corroborar que el tampén y las condiciones
de incubacion utilizados en el presente estudio permiten
la identificaciéon de este tipo de enzimas. Los resultados
presentados en la Figura 5 indican que en T. cruzi la expresién
de metaloproteasas esta asociada al aislado empleado y que
laactividad de cistein proteasas se expresa diferencialmente
entre multiples aislados y estadios del parasito. Esto explica la
ausencia de actividad de metaloproteasas en las zimografias
empleadas en este estudio.
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DISCUSION

Nuestros resultados indican que las condiciones de
mantenimiento de Trypanosoma cruzi en el laboratorio son
capaces de provocar alteraciones en las propiedades biolégicas
del parasito, entre ellas el tiempo de replicacion de epimastigotas,
asi como la capacidad de experimentar metaciclogénesis
espontanea en medios de cultivo axénicos (Figura 1 y Tabla 1).
Previamente demostramos que cuando T. cruzi es mantenido
en el laboratorio simulando el ciclo de vida en la naturaleza, es
decir, mediante pases alternos entre triatomino y raton albino,
se preserva propiedades biolégicas del parasito, tales como la
metaciclogénesis (20), asi como la virulencia del parasito (21).
Todo parece indicar que el cultivo prolongado por méas de 15
anos de aislados del parasito mediante repiques semanales en
medio LITB sin pases en vector ni triatomino provoca cambios
en la expresion génica no solo de cepas, sino también en
poblaciones de parasitos genéticamente homogéneos como el
clon Dm30L de T. cruzi (26).

Habiéndose demostrado mayor velocidad del consumo de
glucosa en parasitos de un mismo aislado mantenido bajo
la condicion cultivo respecto a la condicion triatomino (20),
todo parece indicar que el repique prolongado en medio
LITB conduce a una adaptacién gradual del parasito a un
medio de cultivo artefactual, con mayores niveles de glucosa
a los que normalmente esta expuesto en su ciclo evolutivo.
Como es sabido, la metaciclogénesis ocurre normalmente
en la ampolla rectal del triatomino, donde existe una orina
extremadamente pobre en carbohidratos y con concentracion
nanomolar de aminoacidos. Esto plantea la hipétesis del
estrés nutricional, donde el parasito recurre a la utilizacién
de aminoacidos como fuente de energia. En efecto, se ha
demostrado en los epimastigotas unas organelas ricas
en proteinas denominadas reservosomas, las cuales
desaparecen durante la metaciclogénesis y estan ausentes
en metaciclicos (27). Esto sugiere la degradacion de estas
proteinas para rendir aminoacidos como fuente de energia,
con participacion de proteasas del parasito.

Se ha descrito una amplia variedad de proteasas en
Trypanosoma cruzi, principalmente de tipo cistein proteasas,
entre ellas la cruzipaina. Esta enzima presenta mdltiples
isoformas (28) de las cuales una fraccién importante se
localiza en los reservosomas (22) asi como también en los
lisosomas. Estas enzimas podrian jugar un papel importante
en la degradacion de proteinas del reservosoma tanto en la
metaciclogénesis espontanea en medio LITB como inducida
en el medio TAU3AAG.

Se ha demostrado incremento en la actividad de proteasas
durante la fase estacionaria de epimastigotas en medio LITB
(15), coincidiendo con la metaciclogénesis espontanea. Asi
como expresion diferencial y activacion de proteasas durante
la metaciclogénesis inducida en el medio TAU3SAAG (3). En
apoyo a la teoria de que la metaciclogénesis esta asociado
a la activacion del metabolismo proteico del parasito, esta
reportado que inhibidores de proteasas (3, 29), asi como el

uso de inhibidores del transporte de glucosa como ploretina
(30) son capaces de bloquear o inducir la metaciclogénesis,
respectivamente.

Habiéndose observado que parasitos mantenidos en
cultivo presentan menor porcentaje tanto de metaciclicos
espontaneos (Figura 1) como inducidos en TAU3AAG
con respecto a parasitos mantenidos bajo la condicion
natural (20), quisimos evaluar la actividad de proteasas en
un mismo aislado mantenido bajo idénticas condiciones
(triatomino o cultivo) crecidos en medio LITB con
equivalente concentracion de glucosa. El medio LITB
utilizado ampliamente en la mayoria de los laboratorios
presenta en su formulacién una concentracion final de
24 mM glucosa (23). Estudios realizados en este medio
estandar han demostrado que los epimastigotas presentan
un metabolismo preferiblemente glicolitico, caracterizado
por ausencia de regulacion de las enzimas hexoquinasa y
fosfofructoquinasa (31), y con metabolismo proteolitico basal
muy bajo, que solo se incrementa al agotarse completamente
la glucosa (20). Por esta razén quisimos evaluar la actividad
proteolitica cultivando parasitos del clon Dm30L mantenido
en diferentes condiciones en el laboratorio en medios con
baja (10 mM) y alta (48 mM) concentracién de glucosa.

Se observa que cuando el clon Dm30L mantenido bajo
la condicion triatomino fue cultivado en 10 mM glucosa,
se evidencié una actividad proteolitica en el dia 1 que
contempla basicamente dos cistein proteasas de 60 y 55
kDa, las cuales se corresponden con otras previamente
descritas en epimastigotas (15). A partir del cuarto dia se
evidencia intensificaciéon de estas bandas y aparece una
actividad de 45 kDa. A partir del dia 11, que coincide con
el agotamiento de los carbohidratos del medio (20), se
registra activacion de la banda de 60 kDa, probablemente
la cruzipaina del parasito, asi como una banda de 40 kDa
gue podria corresponder a la actividad proteolitica de igual
movilidad relativa descrita en epimastigotas diferenciantes
(3). Esta ultima actividad proteolitica coincide con el pico de
metaciclicos espontaneos. A pesar de que en el dia 15 so6lo
se registra un 13% de tripomastigotas metaciclicos (figura
1A), el recuento diferencial indica que tenemos una mezcla
de epimastigotas, metaciclicos y formas en diferenciacion
gue aun no ha completado su transformacion hacia
metaciclicos. De hecho, es posible que los epimastigotas
expresen un perfil de metaciclicos sin experimentar la
transformacion morfolégica (32). En apoyo a esta idea,
metaciclicos purificados de medio TAU3AAG utilizados
como control de la expresion de proteasas de ese estadio
muestran esas mismas dos bandas previamente descritas
(Figura 2A, canal M).

Cuando el mismo aislado mantenido bajo la condicion
triatomino fue cultivado en 48 mM glucosa, se registrd
no solo una significativa reduccion de la intensidad de la
actividad proteolitica, sino también so6lo se expresé una
actividad difusa entre 60y 55 kDa entre los dias 1y 13 de la
curva, que pudiera corresponder a la cruzipaina del parasito
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y la cual se intensifico entre los dias 8 y 10, coincidiendo
con la disminucién de los carbohidratos del medio de cultivo
(20). Esto sugiere que la actividad proteolitica pudiera estar
regulada por una parte, a la expresién de estas enzimas, la
cual a su vez esta en funcién de los niveles de glucosa en
el medio de cultivo.

Cuando se cultivd el clon Dm30L mantenido bajo la
condicion cultivo en medio LITB suplementado con 10 mM
glucosa, ocurre diferencias cuantitativas y cualitativas en
la expresion de proteasas, con visualizacion de una banda
difusa entre de 60 y 55 kDa (dia 1) con aparicion a partir del
cuarto dia de una banda de 40 kDa. Aqui los metaciclicos
purificados muestran un perfil compatible con los obtenidos
con el mismo aislado cultivado en 10 mM de la condicion
triatomino.

Es importante destacar que aun cuando bajo estas
condiciones se logra el agotamiento total de la glucosa en
el medio de cultivo (previamente demostrado y publicado)
(20), no se logré un incremento significativo de la actividad
proteolitica, alin en la fase estacionaria de cultivo, la cual
resultd ser comparable a la mostrada por el parésito de la
condicion triatomino en altas concentraciones de glucosa
(Figura 3). Se plantea entonces la posibilidad de que la
condicion cultivo afecta la expresion de proteasas del
parasito, hasta tal punto de que aun ante la ausencia total
de carbohidratos, se evidencia una actividad basal que fue
capaz de responder ante el estimulo del estrés nutricional.
Por otro lado, cuando este mismo aislado mantenido bajo
la misma condicion cultivo fue crecido es 48 mM glucosa,
no se evidencié ningun tipo de actividad proteolitica bajo
las condiciones ensayadas (resultados no mostrados).
Sabiendo que en este caso no hubo agotamiento de
carbohidratos del medio (20), esto sugiere que existe un
bloqueo en la expresion de estas enzimas que soOlo se
revierte ante la presencia de un estrés nutricional.

En vista de que no se logr6 detectar la expresion de
metaloproteasas durante los ensayos, se decidi6 corroborar
si esto era consecuencia de la metodologia empleada o
debido a la constitucion genética del parasito. En la Figura
5A se evidencia que la expresion de proteasas totales fue
mucho mas acentuada en parasitos de los aislados EP y
Dm28c mantenidos en la condicién triatomino y cultivados en
medio LITB con 24 mM glucosa con respecto al clon Dm30L,
independientemente de su esquema de manutencion
en el laboratorio. Es de hacer notar la expresion de dos
cistein proteasas de 97 y 116 kDa en epimastigotas del
clon Dm28c de T. cruzi (Figura 5A, canal 4) previamente
descritas en epimastigotas de fase estacionaria (15). Sin
embargo, si se logré la deteccion de metaloproteasas en
epimastigotas y metaciclicos del clon Dm28c, coincidiendo
con resultados previos (9), indicando que la expresion de
este tipo de proteasa varia en funcion del aislado empleado,
y confirmando la ausencia de expresion de este tipo de
enzima en el clon Dm30L.

A pesar de que se ha reportado la expresion de serin
protesasas en T. cruzi (10, 11), no se identifico este tipo de
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enzima en el presente trabajo. Esto es debido a la utilizacion
de TLCK y TPCK en los tampones de digestion, los cuales
inhiben tanto cistein como serin protesas. De la misma
forma, no se realizé la identificacion de aspartil proteasas en
las condiciones de revelado de las actividades proteoliticas.

Los resultados presentados en el siguiente trabajo muestran
gque hay una expresion constitutiva de proteasas que
varia en funcion del aislado de Trypanosoma cruzi y cuya
actividad sufre cambios durante la curva de crecimiento de
epimastigotas en medio LITB. No obstante, las condiciones
de mantenimiento del parasito en el laboratorio afectan la
expresion de enzimas proteoliticas.

Los resultados presentados en las figuras 2A y 4A parecen
indicar que el cultivo prolongado de Trypanosoma cruzi
durante mas de 15 afos bajo la condicién cultivo, conduce
a cambios en la expresion génica, evidenciadas por una
menor expresion basal de proteasas del parasito.

Sabiendo que los epimastigotas poseen un metabolismo
eminentemente glicolitico, esto parece indicar que existe
un aumento en la expresion de estas proteinas en funcion
de la concentracion de carbohidratos del medio, explicando
su mayor actividad en epimastigotas de fase estacionaria.
Corroborando esta hipoétesis, parasitos de la condicion
triatomino redujeron significativamente la actividad de
proteasas cuando fueron cultivados en presencia de altas
concentraciones de carbohidratos (comparar figuras 2 y 3).

Habiéndose registrado una asociacion directa entre
actividad de proteasas y la aparicion de metaciclicos
espontaneos, todo parece indicar la participacion de estas
enzimas en el proceso de diferenciacion del parasito. En
efecto, se ha demostrado que los parasitos de las cepas
EP y el clon Dm28c, los cuales expresan mayor actividad
proteolitica que el clon Dm30L mantenido bajo la misma
condicion triatomino, también presentan mayor porcentaje
de metaciclicos espontaneos (20, 21). Por otro lado, el
mantenimiento de la cepa EP bajo la condicion cultivo no
s6lo condujo a una reduccion significativa de la actividad
proteolitica (resultados no mostrados), sino también
condujo a una reduccion significativa de la metaciclogénesis
espontanea (20). En apoyo a esta idea, se ha demostrado
que la transfeccion de Trypanosoma cruzi con multiples
copias de cruzipaina conducen a un aumento significativo
de la metaciclogénesis en el parasito (33).
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Sistema de Arbitraje: Todas las solicitudes de publicacion
seran sometidas a evaluacion por parte del Comité Editorial,
a objeto de verificar si se ajusta a las Instrucciones para
los Autores. En caso negativo, serd inmediatamente
devuelto a él (los) autor(es). Si retnen las condiciones
establecidas por la Revista, el Comité Editorial designara
dos (2) o més arbitros expertos en el area correspondiente,
quienes dispondran de un lapso no mayor a 30 dias para
la consignacién de la evaluacion. Una vez recibida la
consignacion de las evaluaciones, el Comité Editorial
procedera a la revision de los veredictos. El (los) autor(es)
sélo podran hacer las correcciones recomendadas por los
arbitros o el Comité Editorial.

La revista Salus, ademas de la publicacién en papel,

también lo hace en version electrénica, en: http://servicio.

bc uc.edu.ve/fcs/index.htm o http://salus-online.fcs.uc.edu.
el. (Salus on line

Para los aspectos de estilo no previstos en este instructivo,
el Comité Editorial aceptara los sefialados en los Requisitos
de Uniformidad para Manuscritos Presentados a Revistas
Biomédicas y_ recomienda revisar el Gltimo numero de
la revista Salus a los fines de facilitar la preparacion del
manuscrito.

El Comité Editorial se reserva el derecho de aceptar o
rechazar los manuscritos recibidos y realizar las correcciones
editoriales que estime necesarias; en dicho caso, informara
al autor (es) al respecto, justificando el rechazo de la
publicacion o la necesidad de realizar dichos cambios, en
beneficio de la publicacién como es de la politica editorial
de la revista. La Revista Salus no se hace responsable
ni solidario con los juicios emitidos por los autores de los
trabajos que en definitiva se autoricen publicar.
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Journal of the Faculty of Health Sciences,
University of Carahoho

Salus is an arbitrated multidisciplinary journal issued by the Faculty of Health
Sciences of the University of Carabobo, Valencia, Venezuela. It publishes original
biomedical research articles from the various fields of basic and/or applied science.
One volume, three issues and a special supplement are published yearly, which are
distributed free of charge, both in print, and online at: http://servicio.bc.uc.edu.ve/
fes/index.htm y http://salus-online.fcs.uc.edu.ve/ (gSalus on line).

Salus is indexed in EMBASE, REVENCYT (Science and Technology Scientific
Journals, code RV5001), FUNDACITE Mérida; which is included in FONACIT's
Venezuelan science and technology publications.

http://www.fonacit.gob.ve/publicaciones/indice.asp and registered in the LATINDEX
Catalog (Folio 10060), and registered in the Regional System of Online Information
Catalog for Latin America, Spain and Portugal Scientific Journals, http://www.
latindex.unam.mx/buscador/ficRev.html?opcion=2&folio=10060. It is also registered
in the PERIODICA, Scientific Electronic Library Online (Scielo) databases, and a
member of ASEREME, the Association of Publishers of Venezuelan Biomedical
Journals.

The following types of articles can be published in Salus:

Current Topics. Novel issues, facts or research notes written by members of the
scientific community in general. The Editorial Board reserves the right to select the
topic in terms of its relevance, and of inviting experts or specialists in the chosen
subject.

Original Article. A complete, unpublished and defined research study requiring
strict compliance with the scientific method.
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educacions institutions.

of the
higher

Review Article. It deals with a general-interest issue,
supported by pertinent current literature. Preferably, it should
be written by an expert on the field, and the discussion should
include contributions by the author. Reviews consisting of a
mere review of the literature, without analysis and discussion,
will not be accepted.

Essay. An in-depth report dealing with important aspects of
the health sciences and/or the professional practice in the
health field. Since no data from the author’'s own work is
involved, it should include a critical assessment of the topic
by the author, supported by current literature, as well as his/
her own views. The conclusion should highlight the most
significant contributions of the paper.

Clinical Case Report. It is a description of new or low-
frequency pathologies, or of those difficult to diagnose and/
or treat. It should include a detailed description of the case,
followed by a discussion supported by current, pertinent
literature.

Brief Report. It consists of short reports of preliminary
results, or modified techniques and/or methods. They should
not be a preliminary presentation of already completed
studies.

A short summary should include the fundamentals, the major
findings and the conclusions.
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Honor to whom honor is due. In this section, a biographical
outline of the life and work of a relevant person or institution
in the biomedical sciences is given.

Letters to the Editor dealing with comments, opinions,
questions or criticisms over articles published in the last
issue of Salus should be sent along with a cover letter
addressed to the Editorial Board, signed by the interested
party, and sent via internet to the following e-mail address:
salus@uc.edu.ve

INSTRUCTIONS TO THE AUTHORS

Manuscripts must be written in a clear, concise language,
appropriately used according to the field, and in compliance
with the Salus format. For this purpose, it is recommended
using the guidelines found in: “Requisites of uniformity for
manuscripts presented to biomedical journals from the
international committee of editors of biomedical journals”,
available at:

- http://www.um.es/eglobal/normas/vancouver.pdf
- http://www.icmje.org

- http://lwww.revespcardiol.org/sites/default/files/elsevier/
NormOrga/025normas.pdf

- http://es.scribd.com/doc/54813498/Normas-de-Vancouver

- http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html o
www.icmje.org/

In addition, the authors must comply with the above-
mentioned style specifications of Salus. Only the authors
are held responsible for the opinions, ideas or suggestions
appearing in any of the publications. Salus will guarantee
compliance with the international agreement of Helsinki, and
the like, available at:

http://www.fisterra.com/mbe/investiga/declaracion_helsinki.
asp

Requirements for submission of papers: Manuscripts
submitted for publication must be accompanied by:

1. Cover letter requesting publication, which must be signed
by all the authors.

2. A list of the attachments required for acceptance and
publication, available at: http://salus-online.fcs.uc.edu.ve/
requisitos_salus.pdf signed by the applicant, as well as other
documents required for publication in Salus.

Spanish is the main language, and English the secondary
one.

With the purpose of achieving uniformity in the organization
of the content of the articles, authors should comply with the
following requirements:

1. Three copies of the manuscript, in letter-size paper; right,
upper and lower margins: 2.5 cm; left margin: 3 cm. Pages
numbered in the upper right margin, double-spaced; Arial
fontl2, double spaced, with the exception of the Abstract
and References (which are single-spaced).

2. The text will be non-indented, with titles centered in capital
boldface, and each section written continuously. Subtitles
can be included, when needed. Other types of formats
should be approved by the Editorial Board.

3. An electronic version should be included in a CD labeled
with the short title, the name of the author of the submission
letter and the date. Figures and tables will be included in a
separate file.

Maximum length will depend on the type of paper:

Original Article, Essay or Review, 20 pages. Clinical
Case, 10 pages. Brief Report, 5 pages, with a maximum of
2 pages for figures or tables. Honor to whom honor is due,
5 pages. Current Topics or Letters to the Editor, 2 pages.

4. Reports of experimental or observational studies will
have the following sequence and structure: Title, Abstract/
key words in Spanish; Title, Abstract/key words in English;
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements (optional), and References. Subtitles
can be included, if needed.

The first page should contain: Title of the paper (boldface,
lower case, concise, not exceeding 90 characters). Full
name of the authors (boldface, lower case, italics, without
professional title or academic degree); name of institution(s)
the authors belong to, using consecutive numbers for those
of the other authors; information of the author signing the
submission letter: name, e-mail address, and cell phone
number. Short title (3-6 words) for paper identification should
be included.

The second page should contain: Title, Abstract/key words
in Spanish and English, without the names of the authors.

Abstract: It must summarize the aim of the work, methods,
results and discussion. It should be non-structured and with
no references, written in both Spanish and English, including
the title, with a maximum length of 250 words, and 3-6 key
words in both languages.

For key words in Spanish, the use of BIREME’'s DeCs,
Health Sciences descriptors, is suggested, available at:

http://decs.bvs.br/E/homepage.htm

For key words in English, the use of Medical Subject
Headings (MeSH) is suggested, available at: http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=mesh
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Introduction. A summary of relevant previous work,
fundamentals and purpose of the study, with brief references
to the topic.

Materials and methods. An accurate description of the
subjects of the study, indicating the ethical criteria used; the
experimental methods and the statistical analysis tools; the
chemicals and equipment used (indicating the fabricant),
using International System measuring (IS) Units, available
at:  (http://es.wikipedia.org/wiki/Unidades_derivadas_del_
Sl), with their abbreviations. Equations, when used, will be
presented in a linear form (e.g.: m/s? = m. s2. Thus, the M
(molar) must be replaced by mol/L or mol.L** and mM will be
mmol/L.

Results. Report the most relevant information, written in past
tense, and presented in a logical order, along with tables and
figures. The information contained in tables or figures should
not be repeated in the text.

Tables. These should be inserted in the proper place
in the text, with brief titles in the upper part, numbered
consecutively in Arabic numerals, not repeating information
in the text. Vertical lines for separating columns, space bar
or tabs should be avoided. Notes regarding information
contained in the table should be added at the end, using the
corresponding symbols. The decimal mark used in Spanish
is a comma (,) and in English, a period (.). In the CD, a
separate file will be used for tables.

Figures. Arabic numerals are to be used for numbering, one
per page; preferably, in an electronic format, with a caption
for figure number (Fig. —), and displaying self-sufficient
information, not depending on the text for interpretation.

Photographs. An original and two copies with an adequate
contrast for printing should be included with the text, with a
short self-descriptive title.

On the backside, the name of the picture, the first author and
its place in the text should be written, marking with an “x” the
actual upper right angle of the image.

Digital figures or photographs, if any, should maintain the
original source file (jpg, gif, tif format). Figures should have
a resolution of at least 1200 dpi, and photographs 300 dpi. A
separate file in the CD should contain the images.

Sources: It is understood that figures and tables contain
original data. Only when taken from a different source, the
reference should be included.

Discussion. It highlights novel findings and conclusions
of the study. Repetition of the information given in the
Introduction, Materials and Methods, and Results sections
should be avoided. Findings should be related to other
published studies.
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Acknowledgements (Optional). Collaborations from
people not justifying a co-authorship, or contributions such
as academic advice, critical review of the manuscript, data
collection, etc., are recognized in this section.

Funding (Optional). In this section, the
providing funds for the study is/are mentioned.

institution(s)

References. Vancouver guidelines should be used, available
at:  http://www.nim.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.
Only citations that reinforce or support an idea or finding will
be accepted. Correlative numbering with Arabic numerals in
parentheses will be used for a citation, according to its first
appearance in the text. Citations of: abstracts from scientific
meetings, personal communications or papers sent for
publication should be avoided.

Journal articles: Last name and initial(s) of the first name.
All authors/editors should be included (“and col.” will not be
accepted). No comma after last name or period between
initials. Complete title of article; only the first word of the title
and any proper nouns are capitalized. Abbreviated journal
title, as indicated in Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov);
year of publication followed by (;), volume followed by (:);
hyphenated page numbers (first-last). Example: Vega KJ,
Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated with
an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern
Med 1996;124:980-98.

Books and monographs: Last name and initial(s) of first
name of all author(s); last name and initial(s) of editors;
title of book; edition; publisher; city of publication; year of
publication; pages cited (initial-last). Example: Phillips
SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. En: Laragh
JH, Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology,
diagnosis and management. 2nd. ed. Raven Press. New
York 1995; p.465-478.

Chapters from books: Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent
JM. Chromosome alterations in human solid tumors. In:
Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The genetic basis of
human cancer. New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

Thesis: Gonzalez GG. Epidemiologia molecular de virus
entéricos en nifios con diarrea aguda. [Doctoral thesis].
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC);
2008.

Conference reports: Cardenas E, Pefaloza S, Urdaneta R,
Bonfante-Garrido R. Un estudio seroepidemioldgico de la
toxoplasmosis en areas rurales del estado Lara, Venezuela
(Abstract). Memorias del XIV Congreso Latinoamericano de
Para-sitologia, 1999. Acapulco, México. p 21.

Main page of aweb site: Only when coming from a government
agency or a renown international organization. Name of
author(s) or organization, document title, URL address (web
page), and date of consultation. Example: National Institute
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of Health Consensus Development Conference Statement,
1995. Physical Activity and Cardiovascular Health. Available
at: http://www.medscape.com//govNIM/1999/guideline/NIM-
card/NIH-card-toc.html. (Acceso 23 de abril 2000).

Personal communications: All personal communications
should be accompanied by a cover letter addressed to
Editorial Board and signed by the interested party.

Other types of reference should be consulted at: Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals, 2000. http://www.icmje.org

Submission of articles and letters:

Papers should be sent via internet to the “Comité Editorial
de Salus” at salus@uc.edu.ve, and delivered to the Editorial
Office of Salus at the following address: Universidad de
Carabobo, Facultad de Ciencias de la Salud, Area Béasica
de Medicina, Direccion de Investigacion y Produccién
Intelectual, Oficina de Salus. (al frente de la Escuela de
Ingenieria Quimica), Naguanagua. Estado Carabobo-
Venezuela.

Reviewing system: All submissions for publication will be
forwarded to the Editorial Board for assessment, in order
to verify compliance with the Instructions to the Authors. In

case of non-compliance, they will be returned immediately to
the author(s). When Salus guidelines are met, the Editorial
Board will appoint two (2) or more arbiters with expertise in
the given field, who will be allowed no more than 30 days
for assessing the paper. Once the assessments have been
turned in, the Editorial Board will revise the verdicts. The
author(s) can only make the corrections suggested by the
arbiters or the Editorial Board.

Besides its print publication, Salus is also published online
at: http://servicio.bc.uc.edu.ve/fcs/index.htm or http://salus-
online.fcs.uc.edu.vel. (Salus on line)

For style issues not mentioned in these guidelines, the
Editorial Board will accept the Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, 2000.
Looking over the last issue of Salus is recommended to
facilitate the organization of a paper.

The Editorial Board reserves the right of accepting or
rejecting the submitted papers, and of making the editorial
corrections that it deems necessary; in any case, the
author(s) will be informed about the cause for rejection or for
the need to make changes that will enhance the publication,
according to the editorial policy of the Journal. Salus will not
be responsible for the views expressed by the author(s) in
the papers accepted for publication, nor supportive of them.
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NORMAS PARA LOS ARBITROS

Revista Salus

El Comité Editorial verificara si el manuscrito se ajusta a
las normas respectivas incluidas en la Politica General de
la Revista.

El Comité Editorial mantendra la confidencialidad de
autores y arbitros, y designara al menos dos evaluadores
expertos para revisar el manuscrito.

El Comité Editorial establecera la normativa aplicada, que
servira de guia para el proceso de evaluacion del articulo. Al
respecto los arbitros designados deberan tomar en cuenta
las siguientes consideraciones:

» Importancia de la tematica abordada.

+ Originalidad.

» Enfoque o disefio metodoldgico.

* Resultados precisos y claramente presentados.

» Pertinencia de la discusion.

* Adecuacion de las conclusiones con el propésito de
la investigacion.

» Organizacion adecuada.

* Normas de presentacion adaptadas a la politica ge-
neral de la revista.

« Titulo que exprese el propdsito de la investigacion.
» Extension del articulo.

» Bibliografia adecuada, actualizada y citada correc-
tamente.

« El dictamen del arbitro concluiréd en recomendar si
el trabajo puede ser publicado: 1) Sin modificacio-
nes, 2) Con modificaciones mayores (regresa a los
autores), 3) Con modificaciones menores, 4) No se
sugiere su publicacion.
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FUNCIONES DEL ARBITRO

Conocer la Politica Editorial, Normas y Requisitos de
publicacion de la Revista.

Revisar integralmente contenido y forma de los ma-
nuscritos sometidos a su consideracion.

Proponer las modificaciones u observaciones nece-
sarias de acuerdo a su experticia, compatibles con la
Politica General de la Revista y enviarlas en comuni-
cacion escrita al Comité Editorial, anexando la hoja
de evaluacion del articulo.

Requerir el cumplimiento de las normas éticas en los
trabajos sometidos a su evaluacion.

Cumplir con el plazo estipulado por la revista para
la evaluacion de los articulos (un mes a partir de la
fecha de recibo).

Avisar de manera oportuna sobre posibles retrasos
en la evaluacion del articulo.

Mantener confidencialidad, en caso de conocer la
identidad de los autores. Evitar comentar o discutir
con ellos su criterio y/o sugerir directamente modifi-
caciones al articulo.
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GUIDELINES FOR REVIEWERS

Salus Journal

The Editorial Board will verify whether the manuscript
complies with the Instructions to the Authors contained in
the journal’s General Policies.

The Editorial Board will keep confidentiality of authors and
reviewers, and will appoint at least two expert reviewers for
assessing the manuscript.

The Editorial Board will establish the guidelines for
assessing journal articles. Thus, the appointed reviewers
should take into account the following aspects:

* Importance of the topic studied.

+ Originality.

* Methodological approach or design.

* Accurate and clearly presented results.
* Pertinent discussion.

« Conclusions in agreement with the purpose of the
research.

* Proper organization.

* Presentation guidelines in accordance with the
journal’s General Policies

« Title stating the purpose of the study.
* Length of the article.

« Current, pertinent bibliographic references using
Vancouver guidelines for citations.

The reviewer recommendations on the paper may be one of
the following: 1) Publication with no changes, 2) Publication
with major changes, 3) Publication with minor changes, 4)
Publication not recommended.

DUTIES OF REVIEWERS

To be acquainted with the Editorial Policies, and pu-
blication guidelines and requirements of the journal.

To thoroughly review the content and form of all ma-
nuscripts submitted for assessment.

To suggest needed changes or remarks, based on
his/her professional expertise, and in agreement
with the journal’'s General Policies, and to forward
them to the Editorial Board in a written communica-
tion, attaching the assessment sheet of the paper.

To ensure that manuscripts submitted for as-
sessment comply with ethical norms.

To comply with the time period established by the jo-
urnal for assessing papers (one month from the date
of reception).

To notify promptly of any possible delays in the as-
sessment of papers.

To keep confidentiality.
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SOLICITUD DE PUBLICACION Y CONSTANCIA DE PARTICIPACION

Ciudadanos

Director Editor y deméas Miembros del Comité Editorial
Revista Salus

Presente.-

Por medio de la presente envio a Ud. (s) el manuscrito del trabajo titulado: "...........ccoooe i
................................................................................................................................................... ", para que
sea sometido a evaluacion para la publicacion. Manifiesto que son autores y coautores de este trabajo los que figuran en
la tabla, habiendo tenido la participacion que se indica en la misma: a) Concepcion y disefio; b) Recoleccion y/o obtencion
de resultados; c) Analisis de los datos; d) Redaccion del manuscrito; e€) Aprobacién de version final; f) otros (indicar cual)

Que este trabajo no ha sido publicado, no es duplicado ni redundante, ni ha sido sometido a arbitraje para su publicacion por
ningun medio de difusion, que los datos son originales y veridicos, que el autor y los coautores ceden los derechos de autor
alarevista Salus, que el trabajo, tanto en su texto como las tablas y figuras ha sido elaborado de acuerdo a las Instrucciones
para los Autores, publicadas por Salus, que las referencias son directamente relacionadas con el trabajo y que el orden de
crédito es el que figura en el original adjunto.

Se designa como autor de correspondencia al autor o coautor que figura abajo, con quien el Comité Editorial mantendra
comunicacion a través del correo electrénico indicado, que sera responsable ante autores y coautores y dara respuesta
rapida a los requerimientos del Comité Editorial. No se conocen conflictos de intereses y de haberlos los autores y coautores
estan obligados a indicarlo en el original junto a la fuente de financiamiento.

Nombre Participacion (colocar solo a letra) Firma

Atentamente,

Firma Fecha de consignacion

Nombre del Autor de COrreSPONUENCIAL .. ....e et ettt e e e

Afiliacion (Instituto, Centro, Hospital, €1C.) ..o
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REQUISITOS DE LA REVISTA Salus PARA RECEPCION DE TRABAJOS QUE SERAN
SOMETIDOS A CONSIDERACION DEL COMITE EDITORIAL

1. (Marque la opcion segun corresponda)

Tipo de Articulo:

(_JARTICULO ORIGINAL (Méaximo 20 paginas).

(JARTICULO DE REVISION (Maximo 20 paginas).

(_JENSAYO (Maximo 20).

(_J CASO CLINICO (Maximo 10 péaginas).

(_JNOTA BREVE (Maximo 5 paginas, incluyendo 2 figuras o tablas).

(_JHONOR A QUIEN HONOR MERECE (Maximo 5 péaginas). Por invitacion del Comité Editorial.
(_JTOPICOS DE ACTUALIDAD (Maximo 2 paginas). Por invitacién del Comité Editorial.

(_J CARTAS AL EDITOR (Maximo 2 paginas).

2. Hagauna marcaen lacolumna de la derecha si ha cumplido con el requisito.

REQUISITOS PARA PUBLICACIONES DE LA REVISTA Salus CUMPLE
CARTA DE SOLICITUD DE PUBLICACION Y CONSTANCIA DE PARTICIPACION.
TITULO DEL TRABAJO (En mindscula, negritas y maximo 90 caracteres).
TITULO CORTO PARA IDENTIFICAR EL TRABAJO (Méximo 6 palabras).
NOMBRE Y APELLIDO DE TODOS LOS AUTORES.
INSTITUCION DE ADSCRIPCION DE LOS AUTORES (Direccion completa).

IEI(?{VIBF?)E APELLIDO Y DIRECCION ELECTRONICA DEL AUTOR DE CORRESPONDENCIA (Con quien se comunicara el Comité
itorial).

RESUMEN (Méaximo 250 palabras).
PALABRAS CLAVE (De 3 a 6).
TITULO DEL TRABAJO EN INGLES.
ABSTRACT (Méaximo 250 palabras).
KEY WORDS (De 3 a 6).

REFERENCIAS (Siguiendo las Normas Vancouver y con enlaces activos en la web)
AGRADECIMIENTOS (Opcional).

FINANCIAMIENTO (Opcional).

TABLAS REALIZADAS DE ACUERDO A INSTRUCCIONES (En formato tabla Word)

FIGURAS REALIZADAS DE ACUERDO A INSTRUCCIONES.

CONSIGNACION DE 3 COPIAS IMPRESAS DEL ARTICULO

VERSION ELECTRONICA EN CD (Identificando titulo corto, autor de correspondencia, fecha)
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