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Resumen

La epimastigogénesis de Trypanosoma cruzi ocurre naturalmente en el intestino del hospe-
dador invertebrado. Se desconoce si los cambios morfoldgicos que ocurren durante la transforma-
cion de los tripomastigotas sanguineos en epimastigotas son idénticos para diferentes aislados de
T. cruzi. AQui mostramos un método Util para estudiar los eventos que ocurren durante la epimas-
tigogénesis, comparando parasitos de diferentes procedencias epidemioldgicas. Se alimentaron
artificialmente ninfas de V estadio de Rhodnius prolixus con una solucién ad hoc conteniendo tri-
pomastigotas tipo-sanguineo y siguiendo los cambios morfoldgicos por 8 dias. Los contenidos del
intestino anterior de las ninfas se obtuvieron decapitando y comprimiendo el abdomen lo que per-
mitié obtener rdpidamente casi 100% del inéculo con cargas entre 1,9 y 8,9 x 106 tripomastigo-
tas/ninfa. El nUmero de parasitos por ninfa y los cambios morfologicos se determinaron por Mi-
croscopia de Contraste de Fasesy coloracion con Giemsa. Las ninfas ingirieron 7,4 veces su peso de
solucién infectante, con volumenes entre 101y 357 pL (229 + 66 mg), 50% de esa ingesta se elimi-
N6 como orina durante las primeras 24 h. Los tripomastigotas se transformaron en formas redon-
deadas antes de evolucionar a epimastigotas, siguiendo cinéticas diferentes segun el aislado. Pro-
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ponemos esta metodologia para estudiar rapida y cuantitativamente los eventos tempranos de la
epimastigogénesis de T. cruzi in vivo.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, epimastigogénesis in vitro e in vivo, Rhodnius pro-
lixus.

Abstract

Trypanosoma cruzi epimastigogenesis naturally occurs in the intestine of the invertebrate
host. It is not known whether the morphological changes that occur during transformation of
bloodstream trypomastigotes to epimastigotes are identical for different T. cruzi isolates. This re-
search shows a useful method for studying the events that occur during epimastigogenesis, com-
paring parasites from epidemiological sources. Rhodnius prolixus V stage nymphs were fed artifi-
cially with an ad hoc solution containing blood-like trypomastigotes and the morphological
changes were examined during eight days. Anterior intestinal contents were removed by decapita-
tion and squeezing the abdomen of the nymphs, which permitted obtaining quickly almost 100%
of the inoculate with loads between 1.9 and 8.9 x 108 trypomastigotes/nymph. The number of
parasites per nymph and morphological changes were determined using phase microscopy with
Giemsa staining. The nymphs ingested 7.4 times their weight of the infecting solution with vol-
umes between 101 e 357 pL (229 + 66 mg); 50% of the ingest was eliminated as urine during the
first 24 hours. The trypomastigotes transformed to rounded forms before evolving into epimas-
tigotes following different kinetics according to the isolate. This method is proposed for rapid,
quantitative study of the early events of epimastigogenesis for T. cruzi in vivo.

Key words: Trypanosoma cruzi, in vitro e in vivo epimastigogenesis, Rhodnius prolixus.

Introduccion

La transformacion del tripomastigota
sanguineo de Trypanosoma cruzi en epimas-
tigota se identifica como epimastigogénesis,
ocurre naturalmente en el intestino del hos-
pedador invertebrado en respuesta a la caida
de temperatura entre el mamiferoy el insecto
(1). El tracto intestinal de los insectos se divi-
de en cuatro regiones: la parte anterior del
canal alimentario (Regién 1), estbmago o in-
testino anterior (Region I1), intestino medio
posterior o delgado (Region 111) y porcion fi-
nal del intestino o cloaca rectal (Regién 1V)
(2). Sin embargo, se ha reportado como con-
formado por tres compartimientos: el intesti-
no anterior o estdbmago, el intestino medio y
el intestino posterior (3). La bibliografia con-
sultada describen las morfologias en el intes-
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tino del vector sin detallar los eventos tem-
pranos de la diferenciacion y donde ocurre la
epimastigogénesis de T. cruzi. Garcia y
Azambuja (4) proponen que los tripomasti-
gotas sanguineos se transforman directa-
mente en epimastigotas, formas redondea-
das con flagelo libre (esferomastigotas) y
amastigotas que luego también se transfor-
man en epimastigotas. Otros autores plan-
tean que una parte de los tripomastigotas
sanguineos se transforman directamente en
epimastigotas y otros pasan a esferomastigo-
tas, que se transforman en epimastigotas cor-
tos con capacidad replicativa y permanecen
en el estdbmago, 0 en epimastigotas largos que
no se divideny se dirigen a la porcién final del
tracto intestinal (2). Se acepta que los parasi-
tos estan sometidos a fuertes presiones mi-
croambientales segun la regién del tracto in-
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testinal, entre ellas la osmolaridad ya que 34
partes del agua constituyente de la sangre in-
gerida por el insecto se eliminacomo orinaen
las primeras 4 horas (5) formandose un he-
mo-concentrado que se digiere por accién de
las enzimas digestivas (2) y la liberacion de
hormonas del sistema endocrino del triato-
mino (6).

Para estudiar la relacion parasito/hos-
pedador invertebrado se debe ponderar va-
riables asociadas al insecto, tales como el seg-
mento del intestino donde ocurre la transfor-
maciony los cambios del contenido intestinal
durante la digestion y variables inherentes a
los parasitos, como tamafio del inéculo, cam-
bios poblacionales y morfoldgicos mientras
progresa la infeccién, constitucién genética
de los parésitos y triatominos. Es conocido el
polimorfismo de los tripomastigotas sangui-
neos de T. cruzi, en algunas cepas predomi-
nan las formas anchas, en otras las formas in-
termedias y finas (7). Se ha reportado que los
tripomastigotas anchos son competentes
para colonizar el invertebrado y que las for-
mas finas se destruyen en el tracto intestinal
(8,7). Existen técnicas que permiten la sepa-
racién de estas morfologias (9) y evidencias
indicando que in vitro, los eventos de dife-
renciacion de los tripomastigotas gruesos y
finos son semejantes (10). La epimastigogé-
nesis de T. cruzi puede ser simulada in vitroy
esos estudios usando aislados y medios dife-
rentes presentan en comun que la transfor-
macion se dispara por la caida de temperatu-
ra (11, 12), aparecen formas redondeadas
precediendo los epimastigotas y aislados di-
ferentes siguen cinéticas de transformacion
diferentes indicando que la constitucién ge-
nética del paréasito es un factor relevante en la
epimastigogénesis in vitro (13). Se desconoce
si los eventos de transformacion estudiados
in vitro son equivalentes a los que ocurren en
el intestino del invertebrado.

Navarro et al.

En este estudio se ensaya una metodolo-
gia para estudiar cuantitativamente los even-
tos primarios de la transformacion de tripo-
mastigotas sanguineos en epimastigotas en el
intestino de R. prolixus, utilizando aislados
de T. cruzi procedentes de fuentes epidemio-
I6gicas diferentes.

Material y método

Parasitos, estadios e Insectos

Se trabajo con tres aislados de T. cruzi
mantenidos en el laboratorio por al menos
veinte afos por pases sucesivos alternos tria-
tomino/ratén: clon EPm6 clonado de la cepa
humana EPm; cepa DmNS5 aislada de Didel-
phys marsupialis y cepa RpN2 aislada de un
R. prolixus domiciliario (14). Se emplearon
parasitos recientemente aislados de ratén
por hemocultivo. Los tripomastigota tipo he-
matico se obtuvieron del sobrenadante de cé-
lulas Vero cultivadas en medio MEM con 5%
Suero Fetal Bovino (SFB) en atmésfera de
CO2 (5%) a 35°C segun el protocolo rutinario
del laboratorio (15). Los tripomastigotas se
concentraron (1.500 x g 15 min a 4°C). Para
los ensayos de epimastigogénesis in vivo se
emplearon R. prolixus sanos mantenidos en
el insectario experimental del Instituto Bio-
MolP a temperatura ambiente y adecuada
humedad relativa.

Epimastigogénesis de T. cruzi
en R. prolixus

Se hicieron ensayos pilotos con ninfas
de R. prolixus para establecer las condiciones
de trabajo. Las variables ensayadas fueron:
(a) determinacion del mejor estadio de las
ninfas para la infeccion, (b) identificacién in-
deleble de las ninfas, (c) alimentacion artifi-
cial y controlada de las ninfas, (d) estimacién
del in6culo por insecto, (e) estimacion de los
cambios de volumen de la ingesta sanguinea
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en el tiempo, (f) determinacion del niumeroy
morfologia de los parésitos en el contenido
intestinal de los insectos a diferentes tiempos
de digestion. Para el analisis del contenido
intestinal se vario: (i) la cantidad de glébulos
rojos en las soluciones de infeccion, (ii) el
tiempo de alimentacion de los insectos, (iii)
el tamafio del in6culoy (iv) la solucion de lisis
de los glébulos rojos para estandarizar los re-
cuentos parasitarios en cAmara de Neubauer.

1. Procedimiento para la infeccion de
los insectos y determinacién del indculo.
Ninfas de V estadio de R. prolixus se identifi-
caron individualmente tifiendo diferencial-
mente las patas y el dorso con pintura de
ufias. Se pesaron (balanza electronica AND
modelo GF-200 con precision + 0,1mg) y ta-
bularon los pesos por individuo. Lotes de 30
ninfas se mantuvieron en envases de vidrio
(frascos de compota) tapados con tul y ligas
de goma, conteniendo en su interior armazo-
nes de papel de filtro para evitar hacinamien-
to. Las ninfas fueron sometidas a ayuno pro-
longado (4 semanas) para aumentar su vora-
cidad y garantizar con menor tiempo de ali-
mentacion, mayores ingestas y mayor nime-
ro de insectos alimentados. Las ninfas se in-
fectaron experimentalmente dentro de los 10
dias siguientes a su identificacién y peso, uti-
lizando un alimentador artificial de vidrio
como el descrito por Garciay col. (16). El ali-
mentador o tetero (Figura 1A) consta de una
camara interna tipo embudo con pistilo largo
rodeado de una chaqueta de vidrio a manera
de cdmara externa para circular agua a 40°C.
La camara interna del dispositivo se comple-
t6 usando una membrana de latex sujeta al
borde del embudo con ligas de goma. El dis-
positivo se mantuvo vertical sujetado con
pinzas a un soporte universal. Por el pistilo
del embudo se inyectaron en la camara inter-
na 12 mL de solucion de alimentacion infec-
tante (Figura 1B). El envase de mantenimien-
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to de las ninfas (30/envase) se acoplo a la ca-
mara interna yuxtaponiendo la tapa de tul a
la membrana de latex (Figura 1C). La tempe-
ratura de la solucién de alimentacion se man-
tuvo colocando agua a 40°C en la cdmara ex-
terna del dispositivo. La solucion de alimen-
tacién infectante se preparé mezclando 5 mL
de medio MEM sin suero (con un namero co-
nocido de parasitos/mL); 0,5 mL de suspen-
sion de glébulos rojos humanos y 6,5 mL de
solucion de disolucion (150 mM NacCl, 2 mM
EDTA). La papilla de glébulos rojos se prepa-
ré usando 5 mL de sangre humana (RhO-)
descartada por vejez, lavada 3 veces con
buffer salino fosfato (PBS) (3.000 xg, 10 min
4°C) y del sedimento de la 3ra centrifugacion
se retiraron con pipeta los volimenes de pa-
pilla segun el protocolo experimental. La so-
lucidn de alimentacion tenia un hematocrito
del 3%y se incubd 10 min a 37°C, antes de co-
locarla en la cAmara interna del alimentador
artificial para ofrecer la temperatura ideal de
alimentacion de las ninfas. Para aumentar el
ndmero de ninfas alimentadas, la infeccion
experimental se hizo en oscuridad dentro de
unaestufaa 37°C por periodos de 10 a 30 mi-
nutos.

Se seleccionaron las ninfas alimentadas,
se pesaron individualmente y se tabularon
los pesos post-alimentacion. Las ninfas in-
fectadas se colocaron en nuevos envases con
papel de filtro hasta su procesamiento. El
peso neto ingerido por ninfa se estimo gravi-
métricamente por sustraccion del peso de la
ninfa antes de su alimentacion. Previamente
se hizo una curva de calibracion pesando vo-
Iimenes conocidos de la solucion de alimen-
taciony se determind que 1 mg era equivalen-
te a 1 uL de mezcla. Esta calibracion se us6
para estimar el volumen ingerido por ninfa.
Conociendo el nimero de parasitos por pL de
solucién de alimentacion, se estimé la carga
parasitaria por ninfa a tiempo O (in6culo in-
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Figura 1. Método paraestudiar la epimastigogénesis de T. cruzi en el insecto vector. (A) Alimen-
tador artificial (tetero), (B) Llenado del tetero con solucién de alimentacion infectiva,
(C) Alimentacion de los insectos. (D) Preparacion de las ninfas antes de decapitarlas,
(E) Corte de la cabeza y recoleccion del contenido estomacal por compresion abdomi-
nal en tubo Eppendorf con 500 L de PBS previamente pesado, (F) Tubo con el conte-
nido intestinal para determinar peso, volumen y nimero de parasitos a tiempo t.

gerido) en ninfas con menos de 40 minutos
de alimentadas.

Por acto reflejo, las ninfas eliminan ori-
na al finalizar su alimentacion, lo que afecta
la estimacion gravimétrica del volumen inge-
rido. Para estimar el porcentaje de pérdida de
volumen durante la manipulacion, se pesa-
ron algunas ninfas recién alimentadas (tiem-

po menor a 40 min) y se usaron como con-
trol, encontrando que las desviaciones eran
menores al 5%. La estimacion del nimero de
parasitos/mL en la solucion de alimentacion
infectante se hizo por triplicado al inicio y
una hora después de culminar la alimenta-
cion de las ninfas, y no se aprecio efecto litico
ni cambios morfoldgicos. Los recuentos dife-
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renciales se hicieron en camara de Neubauer
bajo microscopio de contraste de fases.

2. Determinacion del volumen del con-
tenido intestinal y la carga parasitaria. La
determinacion de los cambios de volumen
del contenido intestinal a diferentes tiempos
de digestion de los insectos se hizo gravimeé-
tricamente. Lotes de 30 tubos Eppendorf con
500 uL de PBS se rotularon y pesaron indivi-
dualmente para ser usados como tubos de re-
coleccion. Se cortaron las patas (Figura 1D),
se decapité y comprimié el abdomen de cada
ninfa, dejando caer el contenido intestinal
dentro del tubo de recoleccién (Figura 1E) y
se mezclé (Figura 1F). El peso del contenido
intestinal de la ninfa, se estimé por sustrac-
cion sabiendo que 1 mg es equivalente a 1 uL
de mezcla. Los tiempos de digestion estudia-
dos fueron 0 horas, 6 horas (1/4 de dia), 1, 2,
3,4,5, 6,8y 10 dias. El numero de parasi-
tos/insecto se determind por recuento dife-
rencial de parasitos/mL en lamezclay se refi-
ri6 al volumen del contenido digestivo de la
ninfa. Al menos 3 ninfas infectadas con cada
aislado se examinaron después de 30 dias
para confirmar la presencia de metaciclicos
en laorina.

3. Estudios de los cambios morfolégicos
de T. cruzi que ocurren en el contenido intes-
tinal del insecto. Para obtener muestras enri-
guecidas en parasitos, con pocos detritus y
glébulos rojos, los contenidos intestinales de
los tubos de recoleccion se sedimentaron
(3mina7.000 x g 4°C) y se suspendieron en
500 pL PBS (0,15 M pH 7.2). Se hizo una se-
gunda sedimentacion delicada (4 seg a 7.000
x g 4°C) parareducir la presencia de glébulos
rojos y detritus. Se colecté el sobrenadante
enriquecido en parasitos y se hizo una 3era
sedimentaciéon de 1 min (7.000 x g 4°C), des-
cartando el sobrenadante y suspendiendo el
sedimento (vOrtex) en 50 a 70 pL de PBS. Los
parasitos se fijaron agregando 20 L de solu-
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cion salina con 2,0% de glutaraldehido y se
colocaron gotas de 10 pL en laminas portaob-
jeto las cuales se secaron a temperatura am-
biente y se fijaron con metanol 100% por
3min. Adicional al recuento diferencial en ca-
mara de Neubauer, la morfologia de los paréa-
sitos se estudio en laminas coloreadas por la
técnica de giemsa &cido (17). Las laminas fija-
das se trataron por 10 min con HCI 5N, reti-
rando el acido con abundante agua y se colo-
rearon con solucion giemsa 5% en PBS 1/10.
Los tiempos de tincién variaron entre 19y 26
min segun la cepa y el estadio (19 min para
epimastigotas, 24 min para amastigotas y 26
min para tripomastigotas). Las morfologias
se observaron con un aumento final de
1000X en un microscopio 6ptico (Nikkon,
Eclipse 400) contando al menos 300 formas
para determinar porcentajes morfoldgicos.
Las morfologias mas representativas se foto-
grafiaron con camara digital (Nikkon, Cool-
pix, 4500).

Resultados

Las ninfas de V estadio de R. prolixus
pesaron en promedio 31 + 8 mg/ninfa e ingi-
rieron volimenes variables de mezcla de ali-
mentacion e infeccion entre un maximo de
357 pL y un minimo de 101 pL. En promedio,
las ninfas infectadas con el clon EPm®6 ingi-
rieron 261 = 36 pL, con la cepa DmN5 224 +
86 UL y con la cepa RpN2 202 + 68 uL. En la
Tabla 1 se compara en términos porcentuales
la caida del contenido intestinal de ninfas ali-
mentadas con tripomastigotas de los diferen-
tes aislados (EPmM6, DmN5, RpN2). Se apre-
cia que en las primeras 24 horas hay una dis-
minucion del contenido intestinal en las nin-
fas de las tres condiciones que representa en
promedio un 52,4 + 9,4%.

Las ninfas de V estadio de R. prolixus
ingirieron indculos variables entre 1,9 y 16,7
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x 106 tripomastigotas/ninfa. El promedio de
carga parasitaria ingerida a tiempo O (No)
fue: 6,7 + 1,0 x 106 paréasitos/insecto para el
clon EPm6, 3,0 = 0,9 x 108 para la cepa
DmN5y 10,1 + 3,4 x 108 para la cepa RpNZ2.
La Tabla 2 muestra la relacién N¢/No entre la
carga parasitaria inicial (No) y la carga para-
sitaria a cada tiempo de infeccion (N¢) para
ninfas alimentadas con mezclas conteniendo
cadaunode los aislados. Se apreciaque en los
tres aislados, los indices son menores que 1,
lo que indica que la carga parasitaria inicial

Navarro et al.

se reduce siguiendo cinéticas diferentes se-
gun el aislado parasitario que infecta las nin-
fas. Para el aislado DmNS5 la caida es abrupta
(0,21 al dia0a 0,04 al dia 8), progresiva para
RpN2 (0,76 al dia 0 a 0,31 al dia 8) y lenta
para EPm6 (0,60 al dia 0 a 0,70 al dia 8).

La Figura 2 muestra los cambios morfo-
I6gicos que ocurren durante la diferenciacion
de tripomastigotas en epimastigotas de
Trypanosoma cruzi en el intestino anterior
del insecto. Se aprecia que los cambios mor-
foldgicos fueron similares indistintamente de

Tabla 1. Variacion del contenido intestinal de ninfas de V estadio de R. prolixus infectadas con T.

cruzi (EPmM6; DmN5; RpN2).

Tiempo Caida del contenido intestinal a tiempo t (%)

(dias) EPmM6 DMN5 RpN2
0 3,0 0,6 4,1
/74 26,2 26,1 8,7

1 54,4 60,7 42,2

2 48,4 64,4 48,5

3 55,6 29,0 66,9

4 74,1 38,3 56,7

6 56,3 71,2 60,4

8 87,5 61,2 68,8

EI 100% de los volumenes de mezcla de alimentacion conteniendo los tripomastigotas ingerido por insecto a tiem-
po cero fueron parael clon EPm6 261 + 36 pL, paralacepaDmN5 224 + 86 L y paralacepa RpN2 202 + 68 L.

Tabla 2. Variaciones de las cargas parasitaria en el intestino anterior de ninfas de V estadio de R.
prolixus alimentadas con mezclas conteniendo T. cruzi (EPm6; DmN5 y RpN2).

Tiempo Nt/No de los aislados
(dias) EPm6 DmNS5 RpN2
0 0,60 0,21 0,76
Ya 0,68 0,22 0,94
1 0,98 0,09 0,63
2 0,53 0,05 0,33
4 0,42 0,30 0,23
8 0,70 0,04 0,31

Nt/No es el cociente entre el nimero de parasitos totales por ninfa a tiempo t (N¢) y el nimero de parasitos ingeri-

dos por esa ninfa a tiempo cero No (indculo).
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EPm6 DmNS RpN2

Figura 2. Cambios morfologicos que ocurren durante la diferenciacion de tripomastigotas en
epimastigotas (clon EPm6, cepa DmN5 y cepa RpN2) de T. cruzi en el intestino ante-
rior de R. prolixus. Los numeros corresponden a tiempo en dias. Coloracion de
Giemsa-Acida (1000 X).
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la procedencia epidemioldgica del parasito.
Las micrografias muestran que los tripo-
mastigotas se redondean antes de convertir-
se en epimastigotas (Filas Od a 8d de las co-
lumnas EPmM6, DmN5y RpN2). El proceso de
transformacion se inicia con un acortamien-
to longitudinal de los tripomastigotas a for-
mas redondeadas conservando el kineto-
plasto circular tipico de los tripomastigota
(flechas en Filas 1d y 2d, columna DmNS5).
Seguidamente se observan formas redondas
u ovaladas (navetas) con kinetoplasto en ba-
rra, tipico del estadio amastigota que se man-
tiene bajo esta morfologia hasta el dia 4 (fle-
cha en Fila 4d, columna DmNS5). Posterior-
mente se observaron escasos parasitos con
kinetoplasto de ubicacion anterior, flagelo
conspicuo identificado como epimastigota
(flecha en Fila 8d, columnas EPmM6 y RpN2).
Algunos epimastigotas muestran un gran ta-
mafo que no se corresponde a los epimasti-
gotas tipicos.

La Tabla 3 muestra los cambios morfo-
I6gicos que sufre el parasito en el intestino
anterior del insecto. NGtese que a tiempo O
los porcentajes de tripomastigotas son meno-

Navarro et al.

res que los obtenidos por recuento en las so-
luciones de alimentacién e infeccion (ver pie
de tabla). Se aprecia que en los tres aislados
decrece el porcentaje de tripomastigotas con-
comitantemente con un incremento del por-
centaje de las formas redondeadas y que la
velocidad de transformacion es diferente
(DmN5 > EPm6 > RpN2). Las caidas de los
porcentajes de tripomastigotas fueron rapi-
das para los aislados DmN5 y EPm6 (54,2 y
53,4%aldia0a2,1y6,3%al dial, respectiva-
mente) y mas lenta para RpN2 (52,1% al dia O
a0,9% al dia 2). Simultaneamente las formas
redondeadas y amastigotas incrementaron
progresivamente hasta el dia 4 y comenzaron
a disminuir al octavo dia. El porcentaje de
epimastigotas en EPmM6 varié de manera
erratica en las primeras 24 horas, alcanz6 un
maximo al dia 2 (13,7%) y decrecid progresi-
vamente hasta el dia 8. En DmNS5 no se apre-
ci6 epimastigotas excepto un bajo porcentaje
(1,5%) a las 6 horas. En RpN2 se aprecio una
caida progresiva de los epimastigotas desde
6,6% atiempo O hasta 1,9 al dia 2. Lasumade
los porcentajes de tripomastigotas, formas
redondeadas y epimastigotas en cada tiempo

Tabla 3. Cambios en los porcentajes de formas parasitarias que ocurren en el intestino anterior
de ninfas de V estadio de R. prolixus infectadas con T. cruzi (EPm6; DmN5; RpN2).

Tiempo Porcentaje de formas segun el aislado
(dias) EPm6 DmNS5 RpN2

Tri Red Epi Tri Red Epi Tri Red Epi
0 53,4 20,5 3,4 54,2 5,8 0 52,1 16,8 6,6
Yy 26,3 26,3 0 12,4 18,2 1,5 18,4 34,8 6,2
1 6,3 39,1 0,8 2,1 67,0 0 12,7 45,3 1,3
2 0 67,9 13,7 0 78,2 0 0,9 75,9 1,9
4 0 79,6 7,8 0 100 0] 0 92,9 0
8 0 65,4 2,8 0 51,4 0 0 90,6 0

Tri igual a tripomastigotas; Red a formas redondeadas y amastigotas, Epi a epimastigotas. La diferencia hasta
100% corresponde a formas en diferenciacion de Tri a Red y de Red a Epi. Las soluciones de alimentacion e infec-
cion (inoculas) de EPm6 y DmNS5 tenian 100% de tripomastigotas y la de RpN2 71% de tripomastigotas y 28 % de

formas redondeadas.
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es menor que 100% debido a que no se tabu-
laron las formas en diferenciacion de tripo-
mastigotas hacia formas redondas y de for-
mas redondas hacia epimastigotas.

Discusion

Este trabajo muestra una metodologia
atil para estimar cuantitativamente los even-
tos primarios de la epimastigogenesis in vivo
de T. cruzi. Se evidencié que la transforma-
cion de los tripomastigotas sanguineos hacia
epimastigotas es precedida por formas tipo
amastigota, siguiendo cinéticas diferentes en
aislados de diferente procedencia epidemio-
I6gica de forma equivalente a lo que ocurre in
vitro.

El protocolo optimizado para este estu-
diose resumeenlaFigural. El tiempo parala
obtencién del contenido intestinal se dismi-
nuyé de varias horas a unos pocos minutos
decapitando y comprimiendo el abdomen de
las ninfas por cuanto en ninfas recién alimen-
tadas, la distencién abdominal no permitio la
separacion del conexivo sin perforar el intes-
tino anterior. La eficiencia del tetero para
ninfas de V estadio fue alta, permitiendo una
ingesta de 7,4 veces el peso del insecto. Este
valor coincide con resultados encontrados en
la literatura mostrando que R. prolixus ali-
mentados sobre animales ingieren de 8 a 12
veces su peso en sangre, con volumenes que
oscilan entre 0,1a 0,6 mL por insecto, depen-
diendo del estadio de la ninfa (14). La dismi-
nucion del contenido intestinal del 50% en
las primeras 24 horas, también coincide con
evidencias previas (5, 18). Los cambios de vo-
lumen estimados como cambios porcentua-
les en los 8 dias estudiados (Tabla 1), mostra-
ron que la dinamica del tracto intestinal es si-
milar a insectos infectados alimentados con
sangre en condiciones naturales, indicando
gue nuestras condiciones experimentales si-
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mulan la condicion natural y son adecuadas
para determinar cuantitativamente las car-
gas parasitarias.

Cabe destacar que no se encontré en la
bibliografia reportes que indiquen la carga
parasitaria minima necesaria para infectar
los insectos. Para los tres aislados emplea-
dos, las ninfas alimentadas con soluciones
conteniendo tripomastigotas, se infectaron y
llegaron hasta la produccion de metaciclicos.
Las cargas parasitarias infectantes a tiempo
O fueron variables, siendo hasta 3 veces ma-
yor para RpN2 (10,1 + 3,4 x 108) que para
DmNS5 (3,0 £ 0,9 x 108). Era de esperar que a
tiempo O, la carga parasitaria ingerida fuese
igual o ligeramente superior a 1 (debido a la
pérdida porcentual del contenido intestinal
por eliminacion de orina), indicando igual
concentracion de tripomastigotas antes y
después de la alimentacién. Sin embargo, el
analisis de los valores en la relacion N«/No
para los tres aislados a tiempo O muestra va-
lores menores para RpN2, EPm6 y DmN5
(0,76; 0,60y 0,21, respectivamente, Tabla 2),
lo que representa una caida del inéculo de 34
%, 40 % y 89 %, respectivamente. Esta caida
ocurrio sin pérdida de la infeccion, lo que in-
dica que una parte de los tripomastigotas in-
geridos se lisaron al entrar al insecto, en par-
ticular el aislado DmNS5 procedente del reser-
vorio silvestre fue més sensible al microam-
biente del intestino del insecto que los proce-
dentes del insecto (RpN2) y de humano
(EPm6). El papel selectivo del microambien-
te intestinal esta soportado por el hecho que
los tripomastigotas mantenidos en la solu-
cion de alimentacion por 2 horas a tempera-
tura ambiente no se lisaron ni transformaron
de manerasignificativa. La accién de factores
hemoliticos y la resistencia diferencial de los
aislados de T. cruzi al microambiente intesti-
nal ha sido reportada por diferentes autores
(2,19, 20). Si bien, se trabajo con tripomasti-
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gotas morfolégicamente homogéneos (for-
mas intermedias sobrenadantes de células
Vero), no se excluye que esos tripomastigotas
mantengan la resistencia diferencial a lisarse
en el microambiente intestinal asociado al
polimorfismo de los aislados (8, 7).

Nuestros resultados muestran que in-
distintamente de la procedencia de los tripo-
mastigotas de T. cruzi, en el estbmago del in-
secto no ocurre transformacion directa hacia
epimastigotas, sino que los epimastigotas
son precedidos por formas tipo amastigotas.
En las cinéticas de transformacion de los tres
aislados se observaron formas tipo amastigo-
ta redondas y/o alargadas con kinetoplasto
en barra y no aparecen amastigotas en divi-
sion. Estos amastigotas se mantuvieron por
tiempos variables segun el aislado y en nin-
gun caso por periodos menores a 8 dias, alin
cuando vario la proporcion en funcion de la
cepa. Es evidente de este andlisis, que existe
una morfologia tipo amastigota extracelular
en el intestino del triatomino y que se ubica
en el intestino anterior. En relacion a la pre-
sencia de epimastigotas, en los tres aislados
se aprecio que los porcentajes decrecieron,
sugiriendo que los epimastigotas remanentes
del indculo pudieran migrar de comparti-
miento. Razonando que el tracto intestinal
estd conformado por tres compartimientos
diferentes, proponemos que en nuestras con-
diciones experimentales, la compresion del
abdomen permitié colectar predominante-
mente el contenido del estomago y que los
cambios morfoldgicos estudiados en los pri-
meros 8 dias, no mostraron la fase de multi-
plicacién de los epimastigotas que ocurre en
el intestino medio (2). Es necesario desarro-
llar experimentos orientados al estudio de las
propiedades bioldgicas y antigénicas de esas
formas redondas (tipo amastigota) antes de
concluir sobre la existencia del estadio amas-
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tigota en el intestino del vector. El estudio de
la epimastigogénesis de esos tres aislados T.
cruzi en medios axénicos, evidencio que tam-
bién in vitro, los tripomastigotas se diferen-
cian a formas redondas y amastigotas antes
de transformarse en epimastigotas (resulta-
dos no mostrados). Nuestro estudio de even-
tos morfoldgicos in vivo coincide con las in-
vestigaciones in vitro previamente reporta-
das (11-13), indicando que la epimastigogé-
nesis in vitro mimetiza lo que ocurre en el
hospedador invertebrado. Afirmar que las
formas redondas que aparecen en el intestino
del insecto son verdaderos amastigotas esta
mas alla del alcance de este estudio. Sin em-
bargo, tenemos evidencias mostrando que
las formas redondas que aparecen durante la
epimastigogénesis in vitro expresan antige-
nos especificos del estadio amastigota (some-
tidas a publicacién) apoyando la hipotesis
gue la transformacién de tripomastigotas ha-
cia epimastigotas, es precedida por formas
amastigotas.
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