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 Resumen 

 

Trypanosoma cruzi es un parásito protozoario de importancia medica y biológica 

causante de la enfermedad de Chagas. El proceso de infección de la célula huésped por T. 

cruzi es un proceso complejo que involucra diversas etapas. Evidencias experimentales han 

sugerido que los tripomastigotes y amastigotes infectan a la célula huésped con diferente 

eficiencia. El avance en este campo de investigación se ha visto limitado por las 

dificultades que representa el poder visualizar los parásitos durante el desarrollo de la 

infección permanecido aún varias preguntas por contestar y dilucidar aquellas que aún se 

encuentran en debate. En este trabajo utilizamos parásitos knock-in verdes y rojos 

fluorescentes para estudiar in vivo el proceso de infección de fibroblastos 3T3 NIH. Los 

resultados obtenidos muestran que los tres estadios son infectivos. Como primer paso 

obtuvimos clonas de epimastigotes transfectados con ADN del plásmido  pTREXn EGFP y 

pTREXn DsRed1-1 resistentes al antibiótico de selección, con estos parásitos se realizaron 

infecciones primarias que nos permitieron obtener tripomastigotes y amastigotes que 

expresaban las proteínas fluorescentes EGFP y DsRed. Con estos estadios realizamos 

cinéticas de infección en fibroblastos 3T3 NIH. Los resultados obtenidos nos mostraron que 

los amastigotes iniciaron su replicación en las primeras 4 horas de haberse internado en la 

célula huésped mientras que los tripomastigotes y epimastigotes lo hicieron 24 y 48-72 

horas después respectivamente. En todos los casos se observaron células completamente 

infectadas y la liberación de parásitos al sobrenadante se dio a las 168 horas para 

infecciones iniciadas con tripomastigotes y amastigotes y 48 horas después para 

epimastigotes. A tiempos posteriores las cinéticas de infección fueron iguales en los tres 

estadios. Estos resultados sugieren que los tripomastigotes, amastigotes y epimastigotes 

presentan posibles mecanismos de unión y/o invasión distintos. 
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1) Introducción 
 

Trypanosoma cruzi es miembro de la familia Trypanosomatide del orden 

Kinetoplastida, en donde además se agrupan otros parásitos patógenos de mamíferos como 

Trypanosoma brucei y Leishmania, estos son parásitos ubicuos que se encuentran en todas 

las clases de vertebrados y son transmitidos por artrópodos hematófagos. Estas tres especies 

juntas son responsables de enfermedades que afectan a más de 200 millones de personas de 

manera directa y a un número aún mayor a través del impacto económico que éstos y otros 

parásitos relacionados producen (Sánchez-Hernández B.E 1996; Velasco O.1991). 

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado, catalogado como parásito intracelular 

obligado que afecta a una gran cantidad de células nucleadas. Este parásito es de gran 

importancia médica y biológica siendo el agente etiológico de la enfermedad de Chagas o 

tripanosomiasis americana. Esta enfermedad afecta a más de 20 millones de personas que 

habitan zonas cálidas y húmedas en el Sur y Centro de América, tanto de manera directa 

como indirecta al afectar a animales de importancia económica (Tay, 1994; Esquerdo G. F., 

1993). En México se han confirmado más de 400 casos agudos de infección por T. cruzi, 

esto en los 23 estados situados al sur del Trópico de Cáncer. Sin embargo, el número de 

infectados podría ser mucho mayor, pues estudios seroepidemiológicos han mostrado que 

existe cerca de un 1.6 % de casos seropositivos en todo el país siendo mayor la prevalencía 

en la región central de la Huasteca, que es una área tropical (Guzmán-Bracho C., 2001).  

 

1.1 Antecedentes Generales 

 

Las parasitosis son un grave problema en América Latina, de ellas la enfermedad de 

Chagas o tripanosomiasis americana ocupa uno de los primeros lugares en cuanto al 

número de casos notificados. En México, los dos primeros casos procedentes del estado de 

Oaxaca, fueron descubiertos por Mazzoti en 1940, aunque anteriormente fray Bernardino 

de Sahagún ya hacía referencia del vector indicando la existencia de �unas cucarachillas 

pardiñas que son ponzoñosas y donde pican imprimen comezón e hinchazón�. En la 
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actualidad se ha confirmado que su presencia se relaciona estrechamente con las 

condiciones de pobreza que afectan a gran parte de la población rural de América Latina. 

Las deficientes condiciones de vivienda mantienen las endemias chagásicas. Se considera 

que en México las áreas con más probabilidad endémica son las que se ubican a menos de 

1800 m sobre el nivel del mar, dado que en esta región altitudinal, en zonas rurales se han 

encontrado altos índices de infección por triatomíneos (Ojeda-luna M., Murguia-Martínez 

P., 1998). 

 

1.1.1 La Enfermedad de Chagas 
 

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por T. cruzi. Fue descubierta en 

Minas Gerais, Brasil. Recibe su nombre en honor del Dr. Carlos Chagas, médico brasileño 

que describió la enfermedad por primera vez en 1909 e identificó al tripanosoma. El Dr. 

Chagas también discernió el ciclo de vida del parásito y los insectos que lo transmiten, así 

como el grupo de pequeños mamíferos que actúan como reservorio en la naturaleza 

(Cevallos et al., 2002; WHO 1996). 

 

1.1.2 Clasificación  
 

El Phylum Sarcomastigophora comprende todos los protozoarios que poseen 

flagelos y seudópodos, generalmente con uno o más núcleos iguales. Dividido en tres 

subphylum, el subphylum Mastigophora agrupa a todos los organismos que se desplazan 

mediante uno o varios flagelos, pueden ser organismos de vida libre o parásitos, solitarios o 

coloniales. Subdividido en dos clases, la clase Zoomastigophorea comprende organismo 

predominantemente parásitos, con uno o varios flagelos, algunas especies presentan formas 

amebiodes. Su estructura varía desde un tipo sencillo hasta algunos sumamente complejos 

(Martínez Pérez y Elías Gutiérrez, 1985).  

 

Trypanosoma cruzi (Figura 1) es un parásito flagelado perteneciente al orden 

Kinetoplastida. En este orden se ubican varios géneros que incluyen parásitos de 

invertebrados (Leptomonas y Crithidia), de plantas e invertebrados (Phytomonas), así como 
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de vida libre (Proleptomonas) y de vertebrados e invertebrados (como Trypanosoma y 

Leishmania) siendo estas últimas, las especies más estudiadas ya que parasitan al hombre 

(Cevallos y Hernández, 2002). Todos los miembros del orden Kinetoplastida están 

caracterizados por tener un organelo llamado cinetoplasto, poseen uno o dos flagelos 

desiguales que se originan de una depresión, la forma del cuerpo puede variar de oval a 

alargada en forma de hoja. Este orden comprende dos subórdenes. Los representantes del 

orden Trypanosomatida (como T. cruzi y T. brucei) revisten gran importancia debido a que 

son parásitos tanto del hombre como de animales domésticos. Presentan un ciclo biológico 

polimorfico (discutido más adelante), la reproducción es de tipo asexual por fisión binaria o 

múltiple (Martínez Pérez y Elías Gutiérrez, 1985). 

 

Con frecuencia se habla indistintamente de T. cruzi y de T. brucei; sin embargo, 

pertenecen a subgéneros diferentes y por consiguiente presentan aspectos biológicos 

característicos. En contraste T. brucei vive y se replica en el torrente sanguíneo, mientras 

que T. cruzi es un parásito intracelular del hospedero vertebrado, T. brucei se inocula 

mediante el piquete del vector mientras que. T. cruzi es depositado in situ arrastrado por las 

heces del vector hematófago que defeca después de la ingesta sanguínea. En otros aspectos, 

los vectores de transmisión pertenecen a géneros distintos, y producen enfermedades 

distintas. T. brucei gambiense o T. brucei rhodesiense causan la enfermedad del sueño, las 

subespecies T. brucei brucei produce enfermedad en el ganado y la subespecie T. cruzi 

produce la enfermedad de Chagas (Cevallos y Hernández, 2002). Geográficamente ambos 

se distribuyen diferencialmente encontrando a T. brucei en África, mientras que T. cruzi se 

encuentra en América, por lo que suele referirse a estos organismos como tripanosomas 

africanos y tripanosomas americanos (Cevallos y Hernández, 2002; Cabello, 1998; Delgado 

et al., 1994). 

 
Figura 1  Trypanosoma cruzi, estadio de tripomastigote sanguíneo, 
                forma infectiva en el huésped mamífero. 
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1.1.3 Morfología y Características Estructurales 
 

Dentro de T. cruzi se han descrito estructuras celulares únicas entre los protozoarios, 

una de las características sobresalientes de estos organismos es el conjunto de microtúbulos 

(polímeros lineares de alfa y beta tubulina) subpeliculares, conformando un citoesqueleto 

periférico de gran rigidez, pero con funciones más complejas en el proceso de 

diferenciación celular, movilidad y migración de tejidos. Los microtúbulos subpeliculares 

se distribuyen en toda la membrana citoplásmica, excepto en el área donde emerge el 

flagelo, esta región es de gran importancia para la célula, ya que es el único sitio donde se 

realiza endocitosis o exocitosis de moléculas.  

 

Otra estructura especializada de T. cruzi es el cinetoplasto, el cual se observa como 

una red fibrosa con ADN que constituye el 20-25% del ADN total del parásito. Algunos 

estudios han revelado que las moléculas de ADN del cinetoplasto se encuentran 

organizadas y asociadas en minicírculos y maxicírculos. Los primeros forman la mayor 

parte de la estructura (5000-10 000 moléculas por célula), son moléculas circulares de ADN 

con una longitud perimetral de 100 a 2500 pb. Se sabe que los minicírculos codifican para 

ARNs pequeños que participan en el procesamiento (por edición) de ARNs mensajeros 

mitocondriales. Los maxicírculos son moléculas mayores de ADN, que contienen una 

longitud perimetral de 30,000-50,000 pb. Se encuentran en mucho menor número que los 

minicírculos (50 copias por célula) y representan el equivalente al ADN mitocondrial de 

otros eucariontes, pues codifican por ARNs codificadores de proteínas, ARNs ribosomales 

y de transferencia mitocondriales.  

 

Se ha descrito un flagelo demostrado como una estructura estereotípica de un 

sistema 9 + 2, el cual esta conectado al cuerpo basal y emerge de una invaginación 

especializada. (Cevallos y Hernández, 2002; Wendel S., 1992). 

 

Durante su ciclo de vida T. cruzi presenta distintas morfologías que pueden ser 

fácilmente identificadas bajo microscopia de luz. Dentro de estas morfologías se han 
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caracterizado principalmente cuatro estadios (Figura 2); de los cuales, tres son de gran 

importancia en la investigación:  

 

a) Amastigote, estadio caracterizado por presentar un flagelo corto y morfología 

esférica, generalmente de 3 a 5µm, en el se han observado vacuolas, ribosomas y cuerpos 

lipidicos densos, presenta modificaciones en el cinetoplasto, el cual se observa como un 

cuerpo oscuro cerca del núcleo, esta es la forma replicativa intracelular del parásito, aunque 

se han encontrado en el intestino del huésped invertebrado así como en sangre de 

vertebrados infectados.  

 

b) Epimastigotes, este estadio se ha observado como una forma oval alargada de 20-

40µm de longitud, su cinetoplasto se localiza en la parte media del organismo en la parte 

anterior al núcleo, este último presenta una forma redonda. Se puede identificar un flagelo 

que emerge de la parte media del parásito el cual empieza a formar una membrana 

ondulante más pequeña que la observada en tripomastigotes. Estas son formas replicativas 

y son encontradas en el intestino del huésped invertebrado, por otro lado son capaces de 

dividirse en cultivos axenico donde se pueden observar en fase logarítmica de crecimiento, 

se han podido encontrar epimastigotes en células de vertebrados, los que se han visto hacia 

el final del ciclo intracelular cuando los amastigotes se transforman a tripomastigotes o al 

inicio de un nuevo ciclo donde los tripomastigotes se transforman a amastigotes.  

 

c) Tripomastigotes sanguíneos, este estadio observado en sangre periférica del 

huésped mamífero, se ha descrito como una población compuesta por una mezcla de dos 

morfologías básicas: delgadas y anchas. Estas formas son resultado del cambio de estadio 

replicativo a estadio no replicativo-infectivo. El tripomastigote tienen una longitud de 

aproximadamente 25µm y un diámetro de 2µm, su cinetoplasto se localiza en posición 

posterior al núcleo. Su flagelo emerge cerca del extremo anterior del parásito y se dobla 

hacia delante, formando una membrana ondulante a lo largo de todo el cuerpo saliendo en 

forma libre en su extremo posterior. Este estadio puede ser observado en células de tejido y 

sangre del huésped vertebrado, en la parte final del intestino, en heces y orina del huésped 
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invertebrado, en la fase estacionaria de crecimiento en cultivos axenicos y en la fase líquida 

de cultivos celulares. Estas formas no son capaces de dividirse.  

 

d) Tripromastigote metacícliclo (promastigote) se ha visto como una estructura 

alargada de unas 8µm de longitud con un núcleo central, en el extremo anterior se observa 

el cinetoplasto de donde emerge un flagelo corto (Tyler y Engman, 2001; Tyler y Engman, 

2000; Almeida-de-Faria et al., 1999; Brener, 1973).  

  

Figura 2 Morfología de Trypanosoma cruzi. Se ha identificado principalmente 
cuatro estadios o morfologías en T. cruzi diferenciándose entre si por la posición 
del cinetoplasto (kt) con relación al núcleo (Nu), por la presencia o ausencia de la 
membrana ondulante (um) y el flagelo (fg). a) tripomastigote sanguíneo el 
cinetoplasto se localiza posterior al núcleo, el flagelo emerge del extremo 
posterior y se dobla hacia delante a lo largo del cuerpo del parásito, formando 
una membrana ondulante saliendo en forma libre en su extremo anterior. b) 
epimastigote, en esta forma el cinetoplasto se encuentra localizado en la parte 
media del organismo justo por delante del núcleo. El flagelo emerge de la parte 
media del parásito y forma una membrana undulante más pequeña que la 
observada en los tripomastigotes. c) tripomastigote metacíclico o promastigote 
tiene el cinetoplasto en la parte anterior y un flagelo libre sin membrana 
ondulante. d) amastigote es más esférico y no tiene flagelo libre. El cinetoplasto 
se ve como un cuerpo oscuro cerca del núcleo.  

1.1.4 Ciclo de Vida 
 

Durante su ciclo de vida, T. cruzi se presenta en varios estadios, manifestando un 

ciclo de vida bifásico (Figura 3) entre huéspedes vertebrados, donde las infecciones son 

establecidas, y huéspedes invertebrados que sirven como vectores para la transmisión. El 

b) Epimastigote a) Tripomastigote 
sanguíneo 

d) Amastigote 
c) Tripomastigote 
metacíclico o promastigote 
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proceso de infección se inicia cuando los insectos como Rhodinus proxilus, Panstrongylus 

megistus y principalmente Triatoma infestans, pertenecientes a la familia Reduviidae, se 

alimentan de la sangre de mamíferos infectada con las formas de tripomastigotes. Ya en el 

interior del insecto y a lo largo de su tracto digestivo, el parásito sufre una serie de 

transformaciones primero a epimastigotes y posteriormente a tripomastigotes metacíclicos 

antes de ser expulsado en las heces. En el estomago del insecto, los tripomastigotes se 

redondean formando amastigotes en la parte media del intestino en donde se transforman a 

epimastigotes que se replican repetidamente mediante fisión binaria y finalmente 

aproximadamente dos semanas después, llegan al recto, donde se unen a la cutícula cerosa 

de la pared del intestino para diferenciarse en la forma metacíclica de tripomastigotes. Este 

estadio esperará a ser expulsado con las deyecciones que deposita el parásito en la herida 

causada con la probóscide en la membrana mucosa durante la ingesta sanguínea, 

penetrando y alcanzando así a su huésped secundario. El prurito producido por la picadura, 

a menudo da como resultado una infección causada por rascado o frotamiento de la herida 

en la piel o mucosas cercanas, por donde el parásito entra al organismo. Los estadios de T.  

cruzi en el vertebrado, son parásitos obligados intracelulares capaces de invadir y replicarse 

dentro de una amplia variedad de células fagocíticas y no fagocíticas, una propiedad que 

asegura que el ciclo de vida se complete (Tyler y Engman, 2001; Kolien y Schaub, 2000; 

Mortara et al., 1999; Zeledon, 1997; Burleigh y Andrews, 1995; García y Azambuja, 1991; 

Brener, 1973).  

 

El proceso de invasión de la célula, inicia cuando el tripomastigote metacíclico entra 

al huésped vertebrado, invade a las células a través de la formación de una vacuola 

parasitófora iniciando así el ciclo intracelular, el cual tarda un promedio de 4-5 días. El 

primer paso del ciclo es la disrupción de la membrana vacuolar, la cual ocurre dentro de las 

dos primeras horas después de la invasión. Posteriormente el parásito alcanza el citoplasma 

y se diferencia a amastigote, el estadio intracelular replicativo. Después de un periodo de 

reposo de aproximadamente 20 horas, los amastigotes se empiezan a dividir por fisión 

binaria con un tiempo de duplicación de aproximadamente 12 horas dando lugar hasta 500 

parásitos generados por cada uno originalmente internado. Después de haber completado el 

periodo replicativo, los amastigotes se transforman a tripomastigotes, la célula huésped se 
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rompe y los parásito son liberados al torrente sanguíneo de donde pueden ser ingeridos 

nuevamente por el insecto vector completando el ciclo de vida. Estas formas son por lo 

tanto llamadas tripomastigotes sanguíneos, en el sentido que ellos pueden invadir células 

del vertebrado y repetir el ciclo intracelular (Tyler y Engman, 2001; Burleigh y Andrews, 

1995; Ley et al., 1988; Brener, 1973).  

 

Figura 3. Ciclo de vida de Tripanosoma cruzi. La infección en el hombre se produce con la 
penetración de los tripomastigotes metacíclicos, en los macrófagos del tejido conjuntivo de la 
dermis o en los del tejido subcutáneo, los tripomastigotes se transforman a amastigotes (a). 
Estas formas intracelulares se multiplican por fisión binaria durante cuatro a cinco días (b). 
Una vez terminado el periodo replicativo, los parásitos se diferencian a tripomastigotes, los 
cuales lisan las células y llegan al torrente sanguíneo (c) donde se diseminan por el organismo 
invadiendo nuevas células de diferentes órganos, repitiendo continuamente el ciclo celular de 
diferenciación, o bien los insectos hematófagos ingieren tripomastigotes sanguíneos, así como 
formas intracelulares, las cuales se multiplican en el mesogastrio del insecto en forma de 
epimastigotes, transformándose después de 15 a 30 días en tripomastigotes metacíclicos en el 
recto del vector invertebrado (d). Al depositar sus deyecciones durante la ingesta de la sangre, 
el huésped humano se infecta con tripomastigotes cuando frota las heces contaminadas del 
insecto en la herida causada por la picadura en la conjuntiva, en las mucosas o en escoriaciones 
de la piel (e). 

Dentro del insecto

Picadura del insectoPicadura del insecto 

En humanos y algunos 
mamíferos 

[c]

[b] 

[a]

[e]

[d] 
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Un subciclo alternativo (Figura 4) puede ocurrir en el hospedero mamífero si los 

amastigotes originados de la lisis prematura de células infectadas -definidos como 

amastigotes intracelulares- (Umezawa et al., 1985; Hudson et al., 1984), o por 

diferenciación extracelular de tripomastigotes -definidos como amastigotes extracelulares- 

invaden fagocitos profesionales o no profesionales, donde pueden sobrevivir y continuar 

con el ciclo de vida del parásito (Mortara, 1991; Ley et al., 1988; Andrews et al., 1987; 

Pan, 1978). Aunque los amastigotes intracelulares son mas largos y ligeramente mas 

elongados que las formas extracelulares, ambos comparten similitudes inmunológicas, 

bioquímicas y ultra estructurales, además de que expresan marcadores específicos del 

estadio de amastigotes (Barros et al., 1997; Pan y McMahon-Pratt, 1989; Ley et al., 1988; 

Lima et al., 1988; Andrews et al., 1987; Hudson et al., 1984; Villalta y  Kierszenbaum, 

1984 y 1982). 

 

Figura 4. Subciclo alternativo de T. cruzi. El tripomastigote sanguíneo invade 
fagocitos profesionales y no profesionales (1),una vez que penetra, progresa la 
infección celular (2 y 3), de esta infección se liberan tripomastigotes (4) o 
amastigotes, originados por lisis prematura y denominados amastigotes 
intracelulares(4a) los tripomastigotes sanguíneos continúan en el ciclo (5) o bien 
pueden diferenciarse a amastigotes, conocidos como amastigotes extracelulares 
(5a y 1a), estos amastigotes tanto extracelulares como intracelulares pueden 
infectar nuevas células  y continuar con el ciclo (2a). 
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1.1.5 Distribución 
 

La enfermedad de Chagas sólo se encuentra restringida en América, a partir del 

paralelo 41° Norte en el sur de Estados Unidos de América, hasta el paralelo 45° Sur, en 

Argentina (Figura 5). La enfermedad se ha observado como un problema importante de 

salud en Brasil, Argentina, Venezuela, Chile, Perú, Bolivia, Uruguay, Paraguay, Panamá, 

Colombia y Ecuador. Esta enfermedad es común en América Central, México, Guyana y 

Guyana Francesa, pero aún su importancia en estas regiones no ha sido determinada. 

 

Figura  5. Distribución de la enfermedad de Chagas. 

Se calcula que en áreas endémicas hay cerca de 12 millones de persona infectadas y 

otros 35 millones están en riesgo de presentarla. En algunas regiones cerca de la mitad de la 
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población se encuentra afectada. Este padecimiento inicia por lo general en la infancia, y la 

proporción de individuos enfermos aumenta con la edad. 

 

La distribución de la enfermedad de Chagas se relaciona con factores 

socioculturales. Es más frecuente en áreas rurales con bajo nivel de vida, habitación 

estándar, pobreza y desconocimiento de medidas higiénicas, además es de especial 

importancia el uso de ciertos materiales en la construcción de las viviendas; tejados de paja, 

de adobe, paredes de tablones y suelos sucios que favorecen la colonización de insectos 

(WHO, 1996; Heyneman et al., 1995; Wendel et al., 1992). 

 

1.1.5.1 Ecología 
 

La existencia de reservorios y vectores de T. cruzi así como factores particularmente 

poblacionales de nivel sociocultural y educacional son los más importantes para determinar 

la aparición de la enfermedad de Chagas. Se han podido considerar tres ciclos ecológicos 

en lo que se refiere a la tripanosomiasis americana: a) un ciclo selvático, en donde T. cruzi 

circula a través de una amplia gama de animales silvestres y triatominos, considerado como 

el ciclo de infección original y en el que la infección rara vez pasa al hombre, b) el ciclo 

paradoméstico, en el cual animales silvestres y triatominos se encuentran alrededor del 

humano y ocasionalmente penetran en el y  c) el ciclo domestico donde los triatominos se 

adaptan a la  morada  de los humanos, transmitiendo la infección tanto a animales 

domésticos como el humano (Nogueira N. y Rodríguez C., 1984). 

 

1.1.5.2 Huéspedes Reservorios 
 

Los huéspedes reservorios de T. cruzi juegan un papel fundamental en los diferentes 

ciclos; el ciclo silvestre, el cual solo se da en animales salvajes (donde la infección rara vez 

pasa al hombre y a animales domestico). En humanos y animales domésticos que es el 

resultado de la adaptación de los triatomidos a las viviendas, la transmisión del parásito es 

de animal a animal, animal a humano y humano a humano. Muchos seres salvajes se 

infectan en forma natural incluyendo marsupiales, armadillos, roedores, murciélagos y 
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primates. T. cruzi se transporta desde un foco natural a las casas como resultado de la 

entrada de animales selváticos o por medio de transporte o atracción de triatominos a las 

viviendas. Cuando se presenta este tipo de transmisión, los principales reservorios de T. 

cruzi son perros, gatos e incluso la rata común. Algunos reservorios domésticos pueden ir 

de acuerdo a la ecología y región que habitan las personas (ejemplo en Bolivia y Perú) 

donde animales como lo son el cerdo de Guinea puede jugar un papel muy importante en el 

ciclo ya que se crían en las casas como una fuente de alimento y funcionan como 

reservorios, así como para la transmisión de la enfermedad en el humano (Cabello R. C., 

1998; Heyneman et al., 1995; Wendel. et al., 1992). 

 

1.1.6 Epidemiología 
 

Empleando protocolos estandarizados se demostraron 18 millones de casos en 21 

países endémicos con 100 millones de personas en riesgo de infección. De acuerdo con los 

datos del Banco Mundial en 1993 se estableció que la enfermedad de Chagas en 

Latinoamérica ocupa el primer lugar entre las enfermedades tropicales y el cuarto entre las 

enfermedades transmisibles. Su distribución geográfica abarca desde el sur de los Estados 

Unidos hasta el sur de Argentina. Principalmente en Centro y Sur América (Morel C., 

1999; WHO, 1996; Heyneman et al., 1995; Wendel S. et al., 1992).   

 

En México se han confirmado más de 400 casos agudos en los 23 estados situados 

al sur del Trópico de Cáncer. Los datos de casos crónicos e indeterminados no siempre han 

sido registrados apropiadamente. Sin embargo, el número de infectados podría ser mucho 

mayor, ya que un estudio seroepidemiológico mostró que hay un 1.6% de casos 

seropositivos en todo el país siendo mayor la prevalecía en la región central de la Huasteca, 

que es una área tropical que incluye parte de los estados de Hidalgo, San Luis Potosí, 

Veracruz y Tamaulipas. También, se han detectado nuevos focos de endemia, en estados 

como Chiapas e Hidalgo. Una encuesta serologica de 65000 donadores de sangre mostró 

una prevalecía del 1.5% de anticuerpos anti-T. cruzi, siendo mayor la prevalecía en la 

Huasteca y en el sureste del país. En este mismo estudio, se observó que los estados 

económicamente más pobres como Hidalgo, Oaxaca y Chiapas, mostraron tres veces más 
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riesgo de transmisión de T. cruzi que Baja California, Nuevo León y Chihuahua (Guzmán-

Bracho, C. 2001). Apoyando lo anterior en otro estudio hecho por el centro Nacional de 

Transfusión Sanguínea se encontró hasta un 3.5% de bolsas contaminadas con el parásito. 

En la Republica Mexicana se distribuyen un total de 31 especies de triatominos dentro de 

los cuales, los que tienen relevancia epidemiologica en la transmisión de T. cruzi a 

humanos son: Rhodnius prolixus, Triatoma barberi, Triatoma dimidiata, Triatoma 

gerstaecken, Triatoma mazzutti y Triatoma mexicana. 

 

1.1.7 Forma de Transmisión  
 

La forma metacíclica de T. cruzi, que es la que se encuentra en las heces del 

huésped invertebrado es la forma infecciosa del parásito. El estadio de tripomastigote 

metacíclico es depositado con las deyecciones que expulsa el parásito después de 

alimentarse y es la manera en que externamente se contamina inicialmente el huésped 

vertebrado, el parásito puede penetrar en la piel del vertebrado a través de la herida causada 

por la picadura del vector, o por otras abrasiones o excoriaciones que resultan del rascado. 

Si son llevados a ojos o boca en forma accidental, penetran con facilidad en mucosas. La 

transmisión congénita se ha observado en un 2 a 4% de los recién nacidos de madres 

infectadas con T. cruzi. Además se han informado casos de infección por transfusión 

sanguínea, donde se ha podido observar que esta forma de infección puede ser más 

frecuente de lo que se sospecha. Otra forma por la que se puede adquirir el parásito son los 

accidentes de laboratorio, en aquellos lugares donde se manipula al organismo 

directamente. En animales es común la ingesta accidental del insecto reservorio, siendo esta 

una vía de administración del parásito. Los animales de vida salvaje y roedores presentan 

síntomas después de ingerir triatominos infectados. La transmisión de vector a vector es 

resultado de la coprofagía o de que una chinche picuda absorba sangre contaminada de otra 

(Heyneman et al., 1995; Wendel S. et al., 1992). 
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1.1.7.1 Vectores 
 

La transmisión en los ciclos de T. cruzi es compleja, en América se han registrado 

mas de 130 especies de triatominos, de los cuales muchas especies se han reportado como 

portadores de T. cruzi pudiéndose observar en amplios habitats, donde se incluyen 

palmeras, árboles, plantas epifitas, cuevas, ranuras en rocas y otros refugios animales. La 

transmisión del ciclo ocurre muy frecuente en zonas selváticas. En los casos de transmisión 

domestica es muy raro encontrar colonias de triatominos. Así, son muy pocas las especies 

de triatominos adaptados a colonizar casas, transmitiendo de esta forma el parásito al 

humano y a otros animales domésticos (Miles et al., 2003).  

 

Figura 6. Distribución de los principales vectores de T. cruzi. 

Aunque T. cruzi se puede encontrar en otros artrópodos esofágicos (ejemplo la 

chinche Cimex) los únicos transmisores naturales son las chinches pertenecientes al orden 

hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Aún cuando se conocen muchas 
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especies de triatominos, pocos son los que tienen significancia epidemiológica en la 

enfermedad de Chagas, ya que muchos de estos organismos habitan zonas selváticas y rara 

vez se encuentran en contacto con los humanos, aunque algunas especies se han adaptado a 

ambientes domestico representando una alta significancia como vectores. En este aspecto 

los vectores más importantes son las especies Triatoma infestans en países del cono sur 

como Argentina, Bolivia, Brasil Chile, Paraguay, Perú y Uruguay. Triatoma.brasiliensis en 

el noreste de Brasil, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata en las regiones al norte del 

Amazonas (Figura 6). En México los principales vectores son Triatoma phyllosona, 

Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus. Estas especies se han adaptado a las habitaciones 

de los humanos, generalmente en chozas y habitaciones donde las condiciones de las casa 

rurales son pobres, estos organismos emergen por las noches alimentándose de sangre de 

personas que duermen o de animales domésticos.  

 

Los insectos triatominos (Figura 7), tienen alas cortas y sus recorridos los hacen a 

distancias cercanas, son nocturnos y difícilmente se detectan aunque sean abundantes ya 

que se esconden en la grietas de los ladrillos de adobe o en lo tejados de paja durante el día. 

Son succionadores de sangre obligados, viviendo cerca de sus fuentes de alimento, algunas 

especies prefieren huéspedes específicos y otras no discriminan. Pican la piel y succionan 

sangre de los capilares a través de su larga probóscide sin provocar dolor, una comida de 

sangre la completan alrededor de 20 minutos. Puesto que los microorganismos solo se 

trasmiten por las heces del insecto, los factores cruciales para la transmisión son 1) que la 

chinche los elimine mientras se alimenta o después de dejar el vertebrado y 2) la posición 

en la que se encuentre sobre su huésped al defecar; estos factores varían entre la especies y 

cepas. Otros datos importantes que determinan la probabilidad de la infección humana son 

la proximidad del vector a las habitaciones de los individuos, el grado o intensidad de los 

servicios domiciliarios y la agresividad del insecto. En la actualidad la transmisión se lleva 

a cabo en algunas áreas urbanas como resultado de la tendencia de algunas especies de 

invadir edificios en grandes ciudades (WHO, 1996; Heyneman et al., 1995; Wendel. et al., 

1992). 
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Figura 7. Insecto hematófago conocido como �chinche besucona�, hemíptero 
perteneciente a la familia Reduvidae. 

1.1.8 Interacción Huésped-Parásito 
 

Generalmente ha sido aceptado que después de penetrar al huésped mamífero, los 

tripomastigotes metacíclicos son atrapados por los macrófagos en donde se multiplican 

como amastigotes. Después de un tiempo determinado los parásitos transformados a 

tripomastigotes rompen las células y son vertidos al torrente sanguíneo llegando a otros 

tejidos (Nogueira N. y Rodríguez C., 1984), en este aspecto se ha podido sugerir que 

después de una fase aguda, el tripomastigote se refugiara en las células del sistema 

reticuloendotelial, donde se iniciara la fase crónica de la enfermedad (Chester B. et al., 

1986), en animales de laboratorio se ha podido observar que diferentes cepas de T. cruzi 

muestran  parasitismo selectivo para diferentes tejidos, esto bajo condiciones 

experimentales especificas. Algunas cepas han sido consideradas como miotrópicas, 

invadiendo comúnmente músculo liso, esquelético y corazón, muchas otras cepas han sido 

llamadas macrófagotropicas pues se ha observado que interactúan predominantemente con 

macrófagos. En humanos no se ha podido demostrar la existencia de un tropismo hacia un 

tejido específico (Nogueira N. y Rodríguez C., 1984). 

 

1.1.9 Patología 
 

Seguido de la penetración y establecimiento en la piel o membrana mucosa los 

tripomastigotes metacíclicos son fagocitados por macrófagos u otras células locales. Una 

vez internalizado el organismo, se replica en el citoplasma, causando la ruptura de la célula 

y la generación de una reacción inflamatoria de intensidad variable. La infección por T. 



Introducción 

                                                                  - 18 -                               Uso de proteínas Fluorescentes 

cruzi tiene un periodo de incubación de cuatro a diez días, casi siempre sin síntomas, 

posteriormente puede presentar tres fases: 

 

1.1.9.1 Fase aguda  
 

Puede durar de uno a cuatro meses. Cuando ocurre en niños puede ser desde 

asintomática hasta grave o fatal. Se caracteriza por fiebre variable, malestar general, 

irritabilidad, dolor de cabeza, crecimiento de hígado, bazo y ganglios. 

 

En esta fase es común encontrar una reacción inflamatoria local de tejidos blandos, 

con crecimiento de los nódulos linfáticos dando origen a un nódulo oftalmo-linfoide (signo 

de Romaña Figura 8) o del nódulo linfocutaneo (Chagoma). Con el desarrollo de la 

parasitemia, cualquier tipo de célula se puede infectar, aunque hay predilección por el 

miocardio, músculo liso y células gliares. Las manifestaciones que amenazan la vida o que 

son mortales incluyen inflamación del músculo del corazón así como el cerebro y las 

meninges. Durante esta etapa el diagnostico de la enfermedad es muy difícil y a veces suele 

confundirse con otras enfermedades. 

 

1.1.9.2 Fase Indeterminada  
 

No se encuentran signos o síntomas. Sin embargo, las pruebas serológicas son 

positivas y si se estudia adecuadamente al paciente, se encontrarán datos sugestivos de 

miocarditis. 

 

1.1.9.3 Fase Crónica 

 

Las manifestaciones aparecen casi siempre en personas de 20 a 50 años de edad. La 

enfermedad cardiaca generalmente conduce a la muerte. También se observan algunos 

órganos agrandados (visceromegalias o dilatación visceral), especialmente el esófago y el 

colon; con menos frecuencia se encuentran formas que afectan al sistema nervioso central, 

o bien la inflamación de mucosas y glándulas. Después de un periodo asintomático de 
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muchos años, el 27% de esos infectados desarrollan los síntomas cardiacos que pueden 

conducir a la muerte repentina, 6% desarrollan alteraciones en el sistema digestivo 

principalmente megavísceras y el 3% presentaran alteración nerviosa periférica (Cevallos et 

al., 2002; Cabello R. C., 1998. y Heyneman et al., 1995). 

 

Figura 8. Signo de Romaña. 
 

1.1.9.4 Inmunología 
 

El mecanismo inmune por parte del huésped, esta envuelto por la resistencia a T. cruzi 

y el control del parasitismo durante la fase crónica de la infección, donde la inmunidad se 

adquiere después de establecida la infección, con esto se logra una reducción importante de 

los tripomastigotes en sangre periférica durante la etapa crónica. La importancia de los 

anticuerpos en resistencia a T. cruzi se ha observado asociada de forma primaria en la fase 

crónica de la infección por este microorganismo, favoreciendo el desarrollo de anticuerpos, 

en inicio IgM y después IgG, donde el efecto puede depender de la inmunofagocitosis del 

organismo por macrófagos más que por una lisis inmune por la presencia del complemento 

(Nogueira N. y Rodríguez C., 1984). La reacción inmunológica del huésped parece ser una 

respuesta primaria mediada por células. La función protectora de los anticuerpos es mayor 

durante la infección aguda (Heyneman et al., 1995). 

 

1.1.9.5 Diagnostico 
 

El diagnostico parasitológico se puede establecer en todos los casos agudos 

(incluyendo las infecciones congénitas) hasta seis semanas después de la infección, pero 

sólo es posible en el 40 % de los casos crónicos. Las pruebas serológicas por si solas 
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brindan un diagnostico presuntivo. T. rangeli es no patógeno y se encuentra en sangre 

humana en las regiones de América central y la parte norte de América del sur, por lo que 

sé debe diferenciar de T. cruzi ( Heyneman et al., 1995). 

 

El diagnostico se basa en la búsqueda e identificación de las distintas formas de T. 

cruzi que parasitan al organismo humano, para ello se pueden realizar frotis de sangre, 

hemocultivos, xenodiagnóstico, electrocardiografía, radiología, serología, 

inmunofluorescencia, biopsia y la inoculación de animales receptivos. (Heyneman et al., 

1995; Chester B. et al., 1986). 

 

1.1.10 Prevención y Control 
 

El control del vector constituye el elemento básico de la lucha antichagasica, dado 

que mas del 80% de la transmisión se efectúa por vía vectorial en el ámbito domestico. Las 

principales estrategias para luchar contra los triatomas son la acción directa con los 

insecticidas, la mejora de las viviendas y la educación sanitaria, buscando evitar el contacto 

directo con el hombre susceptible a estos insectos. 

 

La prioridad principal del control de la enfermedad de Chagas es interrumpir la 

transmisión dentro del hogar. Se puede lograr en un tiempo corto rociando insecticidas, si 

las especies del vector triatomino presentan hábitos domiciliarios en forma única. Sin 

embargo cuando hay repoblación con triatominos selváticos es necesaria la vigilancia con 

insecticidas selectivos en forma continua. En Brasil y Argentina se utiliza Lindano y en 

Venezuela Dieldrin. Sin embargo esta prohibido usarlos en agricultura, además cada vez es 

más difícil contenerlo. En la actualidad se han estado usando insecticidas biodegradables 

como los compuestos órganofosforados, carbonatos y piretroides. Otra forma de exterminar 

a los triatominos es por control biológico, esterilización del macho, hormonas juveniles, 

inhibidores de la formación de quitina y sustancias de atracción para el macho las cuales 

hoy en día se encuentra en experimentación. 
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El control a largo plazo de la enfermedad de Chagas requiere mejorar los materiales 

de construcción de la casas y mejorar la educación sanitaria en la población. Ya que es 

imposible interrumpir el ciclo selvático de T. cruzi, los animales pueden actuar como 

reservorios potenciales, por esta razón los animales deben mantenerse lejos de la viviendas 

y pueblos. 

 

Se puede evitar la transmisión por transfusión de sangre seleccionando de forma 

adecuada a los donadores y agregando cristales de violeta de gentian (0.25gr/Lt) a la sangre 

24 horas antes de usarla (Heyneman et al., 1995; Esquerdo G. F., 1993.). 

 

1.1.11 Tratamiento 
 

Se cuenta con dos medicamentos para el tratamiento específico de la enfermedad: 

Nifurtimox (8 a 16mg/Kg dividido en tres dosis por 50 a 120 días) y Benzonidazol (5 

a7mg/Kg por 60 días), de los cuales este ultimo es el de elección. En la etapa aguda se debe 

de administrar con rapidez este tratamiento dando como resultado una mejora en los 

síntomas y los tripanosomas desaparecen de la sangre periférica en cinco días y las pruebas 

serologicas y el genodiagnostico se vuelven negativos. La inoculación accidental en 

laboratorio amerita el control inmediato por 10 días para prevenir la infección. En casos 

crónicos se logra la reducción de la parasitemia y revertir el xenodiagnostico positivo, pero 

no sucede lo mismo con la prueba serológica que pocas veces se vuelve negativa. El 

tratamiento no mejora la función cardiaca, las manifestaciones clínicas, ni la progresión de 

la enfermedad. Los resultados obtenidos en diferentes países difieren, tal vez debido a que 

son otras cepas y a la diferente susceptibilidad de los medicamentos. 

 

Los efectos secundarios que ocasiona el Nifurtimox son anorexia, perdida de peso, 

nerviosismo, insomnio, temblor, y neuritis periférica. Son raras las alucinaciones y 

convulsiones. Con la administración del Benzonidazol son nauseas, cefalea, anorexia, dolor 

abdominal, perdida de peso, mareos, vomito, dermatitis exfoliativa y trombocitopenia. 
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Como ya se había mencionado anteriormente hay dos etapas de la enfermedad de 

Chagas adquirida, la aguda y la crónica, y la forma congénita de la infección. La historia 

natural de la enfermedad no es del todo conocida. Se cree que persiste de por vida. Un 

número de personas afectadas inician de forma asintomática y persisten así por mucho 

tiempo. Otras, después de recuperarse de un cuadro agudo también permanecen 

sintomáticas indefinidamente. Sin embargo un gran grupo de individuos con la enfermedad, 

antes de presentar síntomas durante la etapa crónica, pasan por un periodo latente 

prolongado. A la fecha no hay vacuna disponible para la enfermedad de Chagas (Cevallos 

et al., 2002; Cabello R. C., 1998). 

 

1.1.12 Proceso de Infección 
 

T. cruzi es un parásito intracelular obligado capaz de infectar a un gran número de 

células nucleadas a través de un proceso endocítico en el que participa la formación de una 

vacuola parasitófora. El mecanismo molecular mediante el cual el tripomastigote es 

reconocido e internado por las células huésped esta aún en debate. Originalmente se asumió 

que este proceso era similar al mecanismo de entrada de muchas bacterias patógenas, en 

donde se moviliza el citoesqueleto de actina de la célula huésped en un proceso tipo 

fagocitosis.  Sin embargo; estudios posteriores, mostraron que el proceso de invasión de la 

célula huésped por T. cruzi es un evento complejo que parece involucrar diversas etapas, 

iniciando con la unión del parásito a la célula huésped (Brener, et al., 1973). En los 

primeros momentos de interacción con la célula huésped, se ha sugerido la participación de 

fosfolipidos del parásito tanto en la unión como para disparar mecanismos de transducción 

de señal que activan genes específicos requeridos para la invasión y la diferenciación 

celular (Garrido et al., 2000). 

 

El mecanismo de internacióndel parásito hacia la célula huésped requiere de 

diversos pasos. Durante esta unión, se ha observado el reclutamiento de lisosomas, un 

proceso aparentemente disparado por la interacción e invasión de la célula huésped por T. 

cruzi, sugiriéndose  que el parásito activa señales de transducción para inducir dicha 

movilización de lisosomas involucrándose en este proceso la participación de fosfolipasa C 
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con formación de Inositol Trifosfato (IP3) y una movilización de calcio intracelular, 

aumentando sus concentración en citoplasma (Rodríguez et al., 1995; Tardieux et al., 1994; 

Schenckman y Moratara, 1992). 

Una vez llevados los lisosomas al sitio de unión del parásito, estos se fusionan entre 

ellos y con la membrana plasmática para permitir la entrada del parásito a través de una 

vacuola que los transportara hacia la periferia nuclear de la célula. En estos aspectos 

algunos estudios reportan que solo los lisosomas que se encuentran en la periferia del sitio 

de unión del parásito con la célula, son los que se reclutan para la internación del parásito 

(Rodríguez et al., 1996; Burleigh y Andrews, 1995; Tardieux et al., 1992).  

 

Así mismo se ha observado que las concentraciones de calcio intracelular evocan la 

exocitosis de los lisosomas, siendo modulados por niveles intracelulares de AMPc, 

indicando que el AMPc generado en la célula, es una respuesta a la interacción del 

tripomastigote con está y que tiene un papel en el proceso de reclutamiento y fusión con la 

membrana plasmática de los lisosomas (Rodríguez et al, 1999). 

 

Se ha sugerido también, que el reclutamiento de los lisosomas es mediado por 

microtúbulos (Rodríguez, 1996). En donde aún cuando no se observaron cambios 

significativos en su distribución, si se observa un contacto frecuente entre los amastigotes y 

los microtúbulos en células infectadas con T. cruzi (Carvalho et al., 1999). 

 

La participación del citoesqueleto de actina en este proceso, se ha mostrado variable 

de acuerdo al modelo celular utilizado, por ejemplo en células NRK y MDCK el proceso de 

invasión mostró ser independiente de actina (Burleigh y andrews, 1995; Tardieux et al., 

1992), mientras que en células Vero la invasión de estas por el parásito requirió de la 

participación del citoesqueleto de actina, observándose su acumulación en la región de 

internación del parásito y la inhibición del proceso de invasión cuando estas células son 

tratadas con citocalacina D revelando que la actina de las células huésped juega un papel 

importante en el proceso de internacióndel parásito mediante la vacuola endocitica. 

Con estos procesos se ha sugerido que T. cruzi  puede penetrar a la célula huésped 

por tres mecanismos, uno que corresponde a un típico proceso fagocítico que envuelve la 
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formación de proyecciones tipo filopodial que dependen de la acumulación de filamentos 

de actina, el segundo considerado como un proceso endocitico que no depende de la 

formación de proyecciones tipo filopodiales, pero que depende de la acumulación de 

filamentos de actina para internar al parásito y el tercero, un proceso endocitico que no 

depende de los filamentos de actina (Fonseca, 2002). Finalmente se a sugerido que la 

vacuola parasitófora es lisada por enzimas posiblemente liberadas por el parásito, mismos 

que durante este proceso se transforman gradualmente a amastigotes los cuales después de 

24 horas se multiplican libremente en el citoplasma continuando así con su ciclo de vida 

(Ley et al., 1990; Carvalho et al., 1989). 

 

1.1.13 Moléculas del Parásito Involucradas en el Proceso de 
Infección 
 

Indudablemente muchas proteínas son muy importantes durante el proceso de 

infección del parásito así como para completar su ciclo de vida, sin embargo muy pocas han 

sido demostradas experimentalmente. Un factor del parásito probablemente involucrado en 

el proceso de infección fue identificado originalmente como una actividad hemolítica 

estable en condiciones ácidas llamada TC-TOX (Adrews, 1990; Andrews et al., 1990). 

Posteriormente, se reportó una segunda proteína que se ha demostrado genéticamente, tiene 

un papel importante en la invasión celular, llamada oligopeptidasa B (Caler et al., 1998; 

Burleigh et al., 1997). En el caso de ésta última se cuenta con evidencias experimentales 

que demuestra su importancia en el proceso de infección sin embargo en el caso de TC-

TOX esta evidencia es solo indirecta ya que esta limitada a la demostración in vitro de su 

papel en la lisis celular permaneciendo en debate aún si es o no requerida durante el 

proceso de infección.  

 

LYT1 es la segunda proteína que en base a evidencias genéticas se mostró es 

requerida no solo para una infección eficiente si no también que esta involucrada en el 

proceso de transición de estadio del parásito. Usando metodologías genéticas nuestro grupo 

reportó que LYT1 no es esencial en epimastigotes, sin embargo parásitos deficientes en 

LYT1 mostraron tres fenotipos sobresalientes. Estos parásitos son deficientes en infección, 

presentan un desarrollo acelerado in vitro, y una actividad hemolítica disminuida 
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(Manning-Cela et al., 2001). El como una molécula esta involucrada en fenotipos tan 

diversos fue contestado por experimentos de extensión 5� y RT-PCR. Los resultados 

indicaron un trans-splicing alternativo regulado diferencialmente en los distintos estadios 

de desarrollo del parásito, que produce tres transcritos diferentes dos de los cuales codifican 

para la proteína completa conteniendo una posible secuencia señal y una que codifica para 

la proteína truncada sin la posible secuencia señal y en la que sería factible se utilice la 

secuencia nuclear también contenida. Consecuentemente es posible que dos formas de la 

proteína sean producidas, una secretada que participe en la hemólisis e infectividad del 

parásito y una segunda, citoplásmica o nuclear, que podría participar en el desarrollo de 

estadio del parásito (Manning-Cela et al., 2002).   

 

1.1.14 Proceso de Unión del Parásito a la Célula Huésped 
 

Diversas evidencias experimentales indican que la interacción de los tripomastigotes 

con la célula huésped es mediada por moléculas específicas tanto del parásito como de la 

célula huésped (Burleigh y Andrews, 1998; Andrews et al., 1995; Procopio et al., 1994; 

Araujo-Jorge et al., 1992; Nogueira et al., 1976). Se ha observado un aumento en la 

expresión de moléculas de adhesión en células neurales (NCAM) en la miocarditis 

producida en la enfermedad de Chagas sugiriendo que NCAM puede actuar como un 

receptor en el proceso de unión e invasión celular por el parásito (Soler et al., 2001). Otro 

receptor cuya sobre-expresión en células endoteliales de vena umbilical (HUVECS) y de 

ovario de hámster chino (CHO) mostró potenciar el proceso de invasión de la célula 

huésped por T. cruzi, es bradikinina B (Scharfstein et al., 2000). Las capas de la superficie 

de estadios de desarrollo de T. cruzi esta compuesta principalmente por dos familias de 

glicoproteínas unidas a glicosilfosfatidilinositol, las glicoproteínas (gp) tipo mucina y la 

familia de las trans-sialidasas (TS). Ambas son codificadas por una gran familia 

multigénica. Las mucinas contienen una cadena polipeptidica con dominios ricos en 

treonina que son modificados extensivamente con glicanos cortos unidos a O. Una función 

primaria de algunos de las gp trans-sialidasas (60 a 250 kDa) es la de transferir ácido siálico 

de gp huésped al residuo de galactosa terminal en los glicanos unidos a la O de la mucina. 

Otros miembros de esta familia carecen de actividad traes-salidaza pero pueden ser 
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importantes ligándos para receptores de la célula huésped. Se piensa que la sialilación de la 

cubierta de mucina protege a los estadios extracelulares de T. cruzi de la lisis por 

complemento y opsonización con anticuerpos anticarbohidratos en suero de humanos y 

juegan un papel en la invasión de T. cruzi de un amplio rango de células animales. Las 

proteínas relacionadas con gp85 y miembros de la familia TS forman una población 

heterogénea de glicosilfosfatidilinositosidos anclados a glicoproteínas de la superficie del 

tripomastigote los cuales se a sugerido tienen un papel importante en el reconocimiento y 

unión a la célula huésped, además de activar la señalización dependiente de 

fosfatidilinositol 3 cinasa para promover la invasión del parásito y su sobrevivencia en la 

célula huésped. Por otro lado, los tripomastigotes expresan varios glicoconjugados de 

superficie, codificados por familias multigénicas, que han sido implicados en el 

reconocimiento e invasión, entre las que se incluyen: gp82, gp90 y gp35/50 (Frasch, 2000; 

Araya et al., 1994). La inducción de transientes de Ca2+ en células HeLa o Vero en 

respuesta a extractos metacíclicos fue atribuido predominantemente a gp82 (Ruiz et al., 

1998); en contraste, con niveles de expresión endógena de gp90 y gp35/50 inversamente 

correlacionada con la habilidad de diferentes cepas de T. cruzi para invadir células no 

fagocíticas (Malaga y Yoshida, 2001). 

 

Como se describió anteriormente son muchas las moléculas que participan en el 

proceso de reconocimiento y unión del parásito por lo que los avances obtenidos hasta la 

fecha podrían indicar que la unión del parásito y la invasión no parecen ser el resultado de 

un proceso de simple unión ligando-receptor. Por el contrario los datos indican que varias 

moléculas tanto del parásito como de la célula huésped, así como reacciones enzimáticas y 

un requerimiento energético por parte del parásito, están involucradas en el proceso de 

reconocimiento. En base a estos resultados se a sugerido que T. cruzi puede infectar una 

diversidad de tipos celulares utilizando diferentes receptores en la célula huésped debido a 

la carga negativa que presentan éstos en común.  
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1.1.15 Proceso de invasión de los diferentes estadios de desarrollo 
del parásito. 
 

Debido a su importancia como uno de los primeros tipos celulares para ser 

invadidos por T. cruzi en infecciones naturales, los macrófagos fueron el principal foco de 

muchos estudios iniciales de interacciones entre células huésped y tripomastigotes. El 

mecanismos por el cual los tripomastigotes ingresan a los macrófagos ha sido motivo de 

controversia, mientras varios investigadores reportan que la entrada es bloqueada en la 

presencia de inhibidores de la polimerización de actina como citocalacina B (Meirelles et 

al., 1982; Nogeira, 1976) otros reportan que no han encontrado inhibición y concluyen que 

la invasión es activada en parte por el parásito (Kipnis et al., 1979), hay estudios que 

presentan evidencia, de que la invasión de la célula huésped por T. cruzi depende más de la 

habilidad del parásito de reconocer receptores moleculares de la membrana (Cheryl D. y 

Kuhn R., 1990). 

 

Imágenes de microscopia electrónica de barrido mostraron tripomastigotes entrando 

a células epiteliales MDCK y fibroblastos 3T3 sin la formación de un pseudópodo o 

cualquier otra alteración de la membrana plasmática en la célula huésped, en donde la  

invasión de fibroblastos no fue afectada  por la densidad celular, al contrario de lo que 

sucede con MDCK que son altamente resistentes a la infección apical cuando están 

polarizadas o confluentes, mostrando que los tripomastigotes entran preferencialmente a 

través de su superficie basolateral, sugiriendo que la entrada del parásito puede ser 

influenciada por la polaridad celular (Schenkman et al., 1988). 

 

Ensayos de invasión realizados en presencia de citocalacina D, mostraron que no 

hubo una inhibición en la entrada del parásito en células HeLa y MDCK, mientras que la 

entrada de la bacteria intracelular Salmonella fue efectivamente inhibida. Por otra parte 

mostraron que los tripomastigotes activamente penetran células previamente fijadas con 

aldehído. Para explicar la presencia de una vacuola endocítica, donde el parásito es 

inicialmente encontrado, los autores sugirieron que además de un proceso activo de unión y 

penetración que  requiere energía del tripomastigote, se requería también la formación de 

una vacuola en la que participaba la función de la célula blanco (Schenkman et al., 1991). 
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Otros reportes indican que aún en presencia de citocalacina D se observa una tinción 

específica de F-actina con faloidina en los sitios de invasión del tripomastigote en células 

HeLa. Este fenómeno mostró estar acompañado por la extensión de pseudópodos alrededor 

de los parásitos, un proceso que a sido denominado como �self zippering�, donde la mayor 

parte de la energía proviene del parásito. Los mismos autores no obtuvieron los mismos 

resultados en fibroblastos 3T3 o células epiteliales MDCK sugiriendo que esto pudiera estar 

restringido a células HeLa (Schenkman y Mortara, 1992). 

 

Por otro lado, en células NRK no se pudo observar una acumulación de F-actina 

alrededor de los tripanosomas recientemente internados, además de que el tratamiento con 

citocalacina D aumentó la entrada de los tripomastigotes (Tardieux et al., 1992). También, 

en células MDCK polarizadas (que como se dijo anteriormente, T. cruzi invade a través del 

dominio basolateral y pobremente sobre el dominio apical) cuando fueron tratadas con 

citocalacina D hubo un aumento en la invasión sobre el dominio apical. Sin embargo es 

importante considerar que existen reportes en donde han demostrado que el tratamiento de 

estas células con citocalacina D, inhibe selectivamente la capacidad de las células para 

llevar a cabo endocitosis de marcadores en la superficie apical, sin afectar la endocitosis en 

el dominio basolateral (Gottlieb et al., 1993). Esto último pudiera explicar los resultados de 

Schenkman et al., 1991 y 1992, obtenidos durante la interacción de T. cruzi con células 

MDCK tratadas con citocalacina D. 

 

Por el contrario, el tratamiento con citocalacina B y D de células musculares del 

corazón HMC no afectó la unión de las formas metacíclicas del parásito a la célula 

huésped, pero si afecto la invasión del parásito, el cual siempre fue mas bajo en HMC 

tratadas con citocalacina B y D que en las células control. La inhibición de la infección 

tuvo un rango de 65 a 75% después de 1 hora y 3 horas de interacción célula-parásito 

respectivamente. Estos descubrimientos concuerdan con observaciones de expansiones de 

la membrana celular de HMC durante los estados de adhesión y estados iniciales de 

interacción de T. cruzi, como describieron los mismos autores previamente (Barbosa y 

Mirelles, 1995). 
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Experimentos hechos con macrófagos peritoneales de ratón tratados con 

citocalacina D mostraron un 95% de inhibición en la infección (Zenian y Kierszenbaum, 

1983). Apoyando lo anterior, estudios ultra-estructúrales hechos en las mismas células 

mostraron claramente la movilización de componentes del citoesqueleto a la región de 

internación del parásito, la formación de la membrana �tipo mango� alrededor de los 

tripomastigotes la cual pudo ser resultado de re-arreglos focales de filamentos de actina en 

el sitio de entrada del parásito. Además, estos estudios también mostraron que los parásitos 

fueron incapaces de invadir células fijadas (Barbosa y Mirelles, 1995). 

 

Observaciones usando FITC-faloidina en células Vero, mostraron que en las células 

analizadas, la polimerización de actina tomo lugar en los sitios de internación del parásito 

(Carvalho et al., 1999). La incubación en presencia de citocalacina D de células Vero, 

LLCMK 2, macrófagos y HFSF indujo una marcada inhibición en la internación de 

tripomastigotes, a pesar de que se observo un marcado incremento en el número de 

parásitos unidos a la superficie celular. Las imágenes obtenidas no indicaron que se llevara 

a cabo un proceso fagocítico típico en el sitio donde se encontraba el parásito, porque los 

autores sugieren que los parásitos también pudieran penetrar por otro proceso el cual no 

requiere concentración de filamentos de actina alrededor del parásito (Rosestolato et al., 

2002; Carvalho et al., 1999). 

 

Resumiendo los resultados  anteriores se a propuesto que los tripomastigotes de T. 

cruzi pudiera penetrar a la célula huésped por tres posibles mecanismos: (a) un proceso 

fagocítico típico, que involucra la formación de proyecciones tipo filopodio y que es 

dependiente del ensamblaje de filamentos de actina; (b) un proceso endocítico el cual no 

depende de la formación de extensiones tipo filopodio pero es dependiente del ensamblaje 

de filamentos de actina para internar al parásito y (c) un proceso endocítico el cual no 

depende del ensamblaje de los filamentos de actina. 

Por otro lado en el caso de amastigotes se ha reportado que éstos son capaces de 

infectar monocitos y fibroblastos 3T3 in vitro e in vivo reportando para ello diferencias en 

las cinéticas de multiplicación del parásito (ley et al., 1988). Se han podido observar la 

infección de células HeLa, a causa de la interacción con microvellosidades en la superficie 
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dorsal de estas células. Esta asociación lleva a una agregación de microvellocidades que 

puede ser seguida por el englobamiento, el cual es observado por una tinción con faloidina. 

También, se observó que a diferencia de los tripomastigotes los cuales preferencialmente 

entran en los márgenes en células HeLa, los amastigotes interactúan con regiones 

especificas de la superficie celular (Mortara, 1991).  

 

Se ha reportado que los amastigotes son capaces de invadir células HeLa y Vero en 

un grado mucho mayor que las formas metacíclicas. La invasión de los amastigotes 

utilizando citocalacina D y Nocodazol fue inhibida por la disrupción de los microfilamentos 

y microtúbulos, lo que contrasta con el efecto de estas drogas sobre la internación de los 

tripomastigotes en donde se observo un incremento en la invasión al tratar las células con 

citocalasina D y una parcial inhibición con necodazol únicamente en células HeLa 

(Procopio D., 1998; Mortara, 1991). Una posible explicación para esta marcada diferencia 

puede ser que la invasión de amastigotes a células fagocíticas no profesionales requiere 

principalmente de rearreglos de los componentes del citoesqueleto de la célula huésped en 

un mecanismo �tipo fagocitosis� considerando las dimensiones moderadas del parásito 

(Allen y Aderem, 1996; Swason y Baer, 1995). Mientras que, los tripomastigotes, que son 

mucho más grandes y móviles, se ha sugerido que podrían tener un papel mecánico activo 

en la invasión y que no requerirían un citoesqueleto intacto de la célula huésped como ya ha 

sido mostrado en algunos reportes. Si los amastigotes tienen una participación activa 

durante la invasión es algo que aún necesita ser investigado. 

 

Se ha sugerido también que los amastigotes son internados de la periferia celular 

con una acumulación de actina que es a su vez también una barrera física para la llegada de 

lisosomas. También se propone que una vez que el paso de internación es concluido, los 

filamentos de actina se desensamblarían, liberando la vacuola parasitófora para fusionarse a 

los lisosomas (Procopio et al., 1998). La migración a la región perinuclear del 

compartimento endocítico temprano podría fusionarse a más lisosomas. Posteriormente los 

amastigotes escaparían de este compartimento e iniciarían la replicación intracelular (Hall y 

Joiner, 1993; Hall et al., 1992; Andrews, 1990).  
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Los resultados anteriores sugieren que los amastigotes extracelulares y 

tripomastigotes metacíclicos utilizan mecanismos para invadir células huésped con 

características altamente diferentes para cada estadio del parásito y para cada célula.  

 

Existen diversas variables que son importantes de considerar en la interpretación de 

los resultados y que posiblemente han influido en la controversia de los resultados 

obtenidos a la fecha. Por ejemplo, el efecto de la citocalacina B y D que es reversible 

rápidamente con la remoción de la misma con un simple lavado en el que los parásitos ya 

adheridos serían rápidamente internados alterando los resultados. También, es importante 

considerar la dificultad para distinguir los parásitos unidos de los internados, así como el 

hecho de que la asociación de los parásitos estará determinada por el tratamiento con las 

drogas y la susceptibilidad a las diferentes líneas celulares utilizadas. De igual manera es 

importante considerar que las drogas utilizadas para desorganizar el citoesqueleto de la 

célula huésped pueden estar afectando de manera importante a las moléculas equivalentes 

en el parásito; siendo este, otro factor que participe en la contradicción de resultados. Todos 

estos factores juntos, aunado con la variabilidad experimental usada en los diversos 

trabajos, podrían posiblemente explicar en parte la discrepancia de los resultados hasta 

ahora obtenidos.    

 

Ya que no ha sido posible inhibir con drogas el movimiento del parásito sin afectar 

a la célula huésped no ha sido posible a la fecha dilucidar el papel que juega la motilidad 

del parásito en el proceso de invasión. En el caso de otros parásitos protozoarios tales como 

Plasmodium falciparum y Toxoplasma gondii su internación durante el proceso de invasión 

no depende de la maquinaria dependiente de actina de la célula huésped. En su lugar, ellos 

utilizan un motor de actinomiosina presente en su propio citoesqueleto para generar la 

fuerza motil necesaria para impulsarse activamente dentro de la célula huésped (Gruenheid 

y Finlay, 2003). Es conocido en otros parásitos que éstos presentan una motilidad dirigida 

ante estímulos quimiotacticos (Franco et al., 1997; Bailey et al., 1985). En el caso de T. 

cruzi no sería extraño que un evento similar sucediera moviendo su flagelo activamente 

para dirigirse de manera específica y/o direccional ante un estímulo y para participar en su 
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internación durante el proceso de invasión por lo que futuros estudios son necesarios para 

dilucidar esto. 

 

1.2 Genes Reporteros 
 

La expresión de genes es un proceso complejo regulado a muchos niveles, cuya 

etapa limitante es generalmente, la transcripción. Una técnica muy común en el estudio de 

la actividad transcripcional, es el uso de los llamados genes reporteros que codifican para 

proteínas fácilmente detectadas. Los genes reporteros son secuencias de ácido nucleico que 

se utilizan para sustituir o integrarse a otras regiones que codifican para otras proteínas 

(Proteínas de fusión). Entre ellas está la enzima bioluminiscente luciferasa, cuya actividad 

genera emisión de fotones que se pueden medir con precisión. 

 

Para investigar la actividad transcripcional de un gen, la secuencia del promotor que 

regula su expresión se liga a la secuencia que codifica para la enzima. Estas construcciones 

de ADN son introducidas en las células por medio de plásmidos. Una vez que las células 

han sido transfectadas, la activación del promotor exógeno inducirá la síntesis de las dos 

proteínas. Las células se transfectan con un plásmido que contiene la secuencia estructural 

del gen reportero bajo el control del promotor a estudiar. La transfección puede llevarse a 

cabo por diversos métodos como son: la electroporación, fosfato de cálcio, lipofectamina, 

microinyección, etc.  

 

Existen otros genes reporteros ampliamente utilizados, entre ellos destaca el gen 

para b-galactosidasa (b-gal) y más recientemente la proteína verde fluorescente (GFP). El 

uso de b-gal requiere generalmente la destrucción del tejido por lo que no es posible su 

utilización en estudios dinámicos. El GFP, por ser fluorescente requiere de iluminación. 
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1.2.1 Proteína Verde Fluorescente EGFP 
 

La proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein = GFP) descubierta por 

Shimomura en 1964, es una proteína que se encuentra en forma natural en la medusa del 

Pacífico Aequoria victoria. Los componentes requeridos para su bioluminiscencia son una 

fotoproteína activada con Ca++ llamada aquarina, la cual emite una luz azul-verde. 

 

La proteína verde fluorescente es extremadamente estable, esta compuesta de un 

monómero de 27-kDa de 238 aminoácidos. Su fluorescencia natural es ocasionada por un 

único cromóforo pegado covalentemente que se origina de una secuencia interna Ser-Tyr-

Gly (residuos 65, 66 y 67 respectivamente) la cual es modificada después de la traducción 

por ciclización y oxidación de un p-hidroxibenciliden-imidazolin. El espectro de excitación 

de la GFP nativa de A. victoria (azul) tiene dos picos a 375nm y uno más pequeño a 470nm. 

Mientras que el espectro de emisión de la fluorescencia (verde) tiene un pico de 509nm. 

Esta proteína presenta una estructura de un dominio único compacto en donde el cromóforo 

se encuentra localizado en el centro de la molécula, lo cual le proporciona algunas ventajas, 

como la resistencia a la desnaturalización con  tratamientos de guanidina-HCl 6 M, urea 8 

M,  SDS al 1% y dos días de tratamiento con varias proteasas tales como: Tripsina, 

quimiotripsina o papaina a concentraciones de hasta 1 mg/ml. Deleciones en la secuencia 

de aminoácidos, en particular del residuo más allá de la  metionina del extremo N-terminal 

o más de siete aminoácidos del extremo C-terminal, resultan en la pérdida total de la 

fluorescencia aún cuando las características del espectro de absorción del cromóforo se 

encuentren intactas. La GFP puede ser fusionada a otras proteínas tanto a su extremo N-

terminal o C-terminal. Este hecho es debido a que ambos extremos de la proteína GFP 

parecen ser flexibles con respecto a la estructura beta-can, denominada así, por la forma 

estructural de la proteína la cual presenta 11 pliegues antiparalelos beta en la parte externa 

formando así un cilindro muy compacto parecido a una lata, por lo que la estructura de la 

GFP no se distorsiona significativamente por la fusión con otras proteínas (Yang et al, 

1996).   
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Una de las aplicaciones más exitosas, es fusionarla con otras proteínas y así 

monitorear la localización y características de las proteínas de interés utilizando a la GFP 

como marcador o bandera. La fusión es realizada utilizando la secuencia del gen que 

codifica para la GFP junto con la secuencia del gen que codifica para la proteína de interés 

y la quimera resultante se introduce a la célula blanco de forma de que se exprese 

manteniendo las funciones normales. Por el tamaño y la forma de la GFP, los diferentes 

pH´s así como el potencial redox de los diferentes organelos celulares no parecen ser una 

barrera importante en la expresión de esta proteína, logrando obtener resultados exitosos al 

expresar y localizar quimeras con la GFP en núcleo, mitocondrias, vesículas secretoras, 

retículo endoplásmico, aparato de Golgi, peroxisomas, vacuolas, fagosomas, citoesqueleto 

y la membrana plasmática permitiendo así su análisis �in vivo�. 

 

Por otra parte la enorme flexibilidad que tiene como marcador no invasivo en 

células vivas sirve para otras numerosas aplicaciones tales como, utilizarla como control en 

experimentos de transfección, monitorear la proteína en células vivas, marcar células para 

protocolos de separación de células activadas por fluorescencia (FACS), la expresión de 

genes reporteros y como una medida en el estudio de interacciones proteína-proteína. 

 

Los factores que afectan la expresión o de los cuales depende la detectabilidad de la 

GFP son los siguientes: Cantidad total de la GFP (número de copias del gen y duración de 

la expresión), eficiencia de la formación del cromóforo después de la traducción 

(disponibilidad de los chaperones, tiempo, temperatura, propiedades moleculares de la GFP 

madura o dimerización, competencia con otras señales de fondo o con autofluorescencia de 

células o medio de cultivo, calidad de excitación y filtros de emisión), además, la proteína  

requiere de la presencia de oxígeno para su expresión en las etapas tempranas, 

particularmente para el deshidrogenado de los enlaces α y β del residuo 66 que se localiza 

en el cromóforo. Una vez que la proteína ha madurado el oxígeno no tiene efecto (Tsien Y. 

et al., 1998). 

 

La GFP original ha sido modificada de varias maneras tanto para la optimización de 

la fluorescencia así como para una mayor expresión y estabilidad en diferentes sistemas 
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eucariotas. Existen diferentes variantes de la GFP dentro de las cuales esta la llamada 

Enhanced Green Fluorescent Protein= EGFP. Esta proteína ha sido modificada para 

optimizar la obtención de una mayor fluorescencia y expresión en células de mamífero 

(excitación máxima =488 nm, emisión máxima = 507nm). El vector de información pEGFP 

codifica la variante GFPmut1 que contiene una substitución de doble aminoácido de Phe-64 

a Leu y Ser-65 a Thr. El cromóforo de la EGFP tiene una fluorescencia 35 veces más alta 

que la GFP. Sin embargo la proteína requiere de promotores fuertes para su expresión, tales 

como el del citomegalovirus (CMV), CV40 y el del VIH, para que la detección sea 

apreciable y más aún en células de mamífero (Tsien  . et al., 1998). 

 

Existen varios métodos por medio de los cuales se puede conseguir la transferencia 

de genes con una alta eficiencia en células, particularmente de mamífero. Cada una de las 

técnicas esta asociada a problemas de equipo como la electroporación y la microinyección 

en comparación con técnicas como la transfección por medio de DEAE-Dextran y la Co-

precipitación con fosfato de Calcio, siendo estas últimas técnicas sencillas de realizar y las 

cuales no requieren de equipo especial y por medio de las cuales se pueden transfectar 

células eucariotas con ADN genómico de otro origen (Pollad J. et al., 1990). 

 

1.2.2 Proteína Roja Fluorescente DsRed 
 

Dentro de los diferentes homólogos que presentan similitudes con la proteína verde 

fluorescente y que se vuelven complementarias a esta, se ha descrito a la proteína roja 

fluorescente, esta proteína fue aislada de la anémona del Indo pacifico Discosoma striata 

donde se presenta de forma natural y en la cual emite un color rojo-naranja fluorescente en 

su disco oral, esta proteína fue aislada y denominada DsRed. 

 

DsRed esta compuesta por un monómero de 25-kDa de 225 aminoácidos, una 

característica es que presenta un residuo 69 cercano al fluoróforo de arginina o lisina en 

lugar de la glutamina en la verde fluorescente. Esta proteína presenta una fluorescencia 

brillante con una emisión máxima de 583 nm y una absorción máxima de 558 nm, el 
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espectro de DsRed elimina virtualmente la autofluorescencia que interfiere con la 

visualización en algunas variantes de la proteína verde (Matz et al., 1999). 

 

Por su potencial de expresión y fusión DsRed atrae un gran interés como 

herramienta complementaria de los homólogos de GFP. Ahora bien esta proteína se ha 

mostrado estable en su fluorescencia en cuanto a pH´s que van desde 5.0 a 12, aunque la 

acidificación a pH 4-4.5 decrementa la absorbancia y excitación a 558nm, mientras que el 

espectro de emisión mantiene la misma forma. (Geoffrey et al., 2000). 

 

Para evaluar la utilidad de esta proteína se examino en sistemas de expresión 

eucarióticos donde la fluorescencia se pudo detectar después de dos a tres días de la 

transfección. Además, la proteína no presento un efecto toxico en las células durante la 

selección de la línea celular estable. Por otro lado en células de Xenopus en ensayos de 

microinyección con EGFP, la señal empezó a decrecer después de la primera semana de 

desarrollo embriónico mientras que la fluorescencia producida por DsRed se mantenía 

estable hasta por lo menos la cuarta semana. (Matz et al., 1999). 

 

1.3 La Línea Celular 
1.3.1 Fibroblastos 3T3 NIH 

 

Muchas de las células diferenciadas en el cuerpo adulto se pueden agrupar en 

familias donde sus miembros están relacionados por su origen y sus características. Un 

ejemplo importante de estas familias son las células de tejido conectivo en el cual sus 

miembros están relacionados pues presentan un grado inusualmente ínterconvertible. Esta 

familia incluye fibroblastos, células de cartílago y células óseas, todas estas están 

especializadas para la secreción de colágeno en la matriz extracelular y son a su vez 

responsables de mantener la arquitectura en el cuerpo, así como también las células grasas 

(adipocitos) y células del músculo liso, las cuales parecen tener un origen común. La 

interconversión de estos tipos de células se presenta en la figura 9. Las células del tejido 

conectivo juegan una parte central en el soporte y reparación de cada uno de los tejidos y 
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órganos, donde su adaptabilidad y carácter de diferenciarse es una característica importante 

en respuesta a muchos tipos de daño. 

  

Los fibroblastos (Figura 10) parecen ser los menos especializados en la familia del 

tejido conectivo, están dispersos en todo el cuerpo, en el tejido conectivo, secretando una 

matriz extracelular no rígida, la cual es rica en colágeno de tipo I y III, cuando los tejidos 

son dañados los fibroblastos migran hacia el lugar, proliferando y produciendo grandes 

amontonamientos de colágeno, aislando y reparando el daño del tejido. 

 

Se ha podido observar que los fibroblastos son las células más versátiles del tejido 

conectivo, mostrando una gran capacidad para diferenciarse a otros miembros de la familia, 

aunque se ha concebido que pueda existir una mezcla de fibroblastos en el cuerpo, capaces 

de transformarse a condriocitos, otros capaces de transformarse en adipositos y un tipo de 

fibroblastos con múltiples capacidades de desarrollo, esto es posible ya que la 

transformación de fibroblastos maduros provienen de una línea de fibroblastos inmaduros 

antes llamados células mesenquimales y de los cuales se pueden desarrollar una gran 

variedad de células maduras (Bruce A., et al., 2003). 

 

 

                     Figura 9. Interconverción que ocurre en la familia de las células de tejido conectivo. 

 

En 1950 Dulbecco y Vogt publicaron el importante papel que tenían los fibroblastos 

recientemente aislados de animales y cultivados por periodos cortos, pudiéndose 
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transformar con el virus del polioma. En 1961 George Teodaro para establecer una línea 

celular inmortalizada en cultivo, utilizo fibroblastos de ratón como blanco para 

transformación viral, para ello utilizo densidades de inoculación de 3, 6 y 12x105 células a 

intervalos de transferencia de 3 o 6 días, después de un periodo observo que el crecimiento 

declinaba después de 10 a 20 generaciones de la célula, periodo en el cual el tiempo en el 

que se doblaba el número de fibroblastos aumento casi a 100 horas, posterior a esto la tarifa 

de crecimiento aumento en 9 de 11 cultivos desarrollados bajo las mismas condiciones, 

estas líneas celulares se desarrollaron doblando  el número de fibroblastos en tiempos de 15 

a 24 horas. Una vez que tuvieron inmortalizadas las células, se pudo observar que la 

característica de cada línea dependía de la densidad de el inoculo, así como del intervalo de 

la transferencia. La línea que emergió con la cantidad de inoculo más alta (3T12) y creo un 

subcultivo cada tres días tuvo la cantidad más alta de saturación, las células que crearon un 

subcultivo con la mitad de inoculo dieron lugar a una línea (3T6) con una más baja cantidad 

de saturación. La línea más interesante origino un subcultivo serial, para ella se utilizo el 

inoculo más pequeño. Esta línea 3T3 creció tanto como las otras líneas mientras las células 

eran escasas, a diferencia de que arrestaron su crecimiento agudamente incorporando un 

estado de reclinación estable cuando las células llegaban a ser confluentes y que al ser 

transferidas por dilución reasumían su crecimiento exponencial alcanzando una vez más su 

densidad de saturación, demostrando de esta manera que los fibroblastos mantenidos a 

densidades de población baja durante el periodo de inmortalización se desarrollan en una 

línea celular, la cual se puede llevar a confluente entrando a un estado reversible de 

reclinación en una densidad baja (Todaro y  Green, 1963). 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Cultivo de fibroblastos 3T3 NIH. 
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2) Justificación 

 
 

Aún cuando el mecanismo de infección de Trypanosoma cruzi se conoce desde hace 

varios años, diversos aspectos moleculares y celulares del proceso de infección son 

desconocidos y otros se encuentran en controversia. Los resultados hasta la fecha descritos 

parten de evidencias obtenidas de forma indirecta en donde utilizan drogas que dificultan la 

interpretación de los mismos. Se ha sugerido que los amastigotes y tripomastigotes infectan 

a la célula huésped con diferente capacidad en donde utilizan distintos mecanismos de 

infección, siendo a la fecha poco el avance en este campo de la investigación por diversas 

limitantes, entre las que se encuentra la dificultad de visualizar al parásito dentro de la 

célula huésped. En un trabajo previo se obtuvieron parásitos Knock-in que expresan de 

manera estable las proteínas fluorescentes EGFP y DsRed1-1. Estos parásitos transfectados 

son fácilmente distinguibles bajo microscopía de fluorescencia lo que permite realizar 

diferentes experimentos in vivo, con estos parásitos nos propusimos evaluar el proceso de 

infección de los diferentes estadios de desarrollo de T. cruzi. 
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3) Objetivos 
 

Evaluar el proceso de infección de los diferentes estadios de Trypanosoma cruzi utilizando 

moléculas fluorescentes. 

 

 

3.1 Objetivos Particulares 
 

1.- Obtener clonas de epimastigotes de T. cruzi a partir de poblaciones transfectadas de 

manera estable con DNA del plásmido pTREXn-EGFP y pTREXn-DsRed1-1. 

2.- Realizar curvas de crecimiento de las clonas obtenidas. 

3.- Determinar la estabilidad de la fluorescencia de los parásitos expresando las proteínas 

EGFP y DsRed a diferentes pH´s. 

4.- Determinación de las mejores condiciones de transformación in vitro de los parásitos. 

5.- Realizar infecciones primarias con epimastigotes de T. cruzi expresando las proteínas 

EGFP y DsRed en fibroblastos 3T3 NIH. 

6.- Obtener y purificar tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi expresando las proteínas 

EGFP y DsRed de los sobrenadantes de infecciones primarias. 

7.- Determinar las cinéticas de infección secundaria de los tres estadios de desarrollo de T. 

cruzi en fibroblastos 3T3 NIH. 
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4) Material y Métodos 
 

4.1 Material Biológico 
 

4.1.1 Células Huésped 
 

Se utilizaron fibroblastos 3T3 NIH 

 

4.1.1.1 Cultivo de Fibroblastos 3T3 NIH 
 

Las células se resembraron a una razón de pase de 1:10 en un frasco de cultivo T-

25, con 5ml de Medio DMEM (Dulbecco�s modified Eagle Médium, GIBCO)   alta glucosa 

complementado con 10% suero fetal bovino (SFB), 0.5% de ampicilina/estreptomicina a 

37°C en presencia de CO2 al 5%. Para llevar a cabo la resiembra una caja confluente a la 

que se retira el medio, se le adicionan 3ml de PBS 1x EDTA 0.53M para lavar la 

monocapa. Se le agrega 1.5ml de Tripsina-EDTA por 10 min a 37°C. Se agita ligeramente 

para desprender las células y se coloca la suspensión celular en un tubo falcón con 5ml de 

medio DMEM alta glucosa fresco sin complementar. Se centrifuga a 1800 rpm a 20° C para 

retirar la tripsina de las células. Se desecha el sobrenadante y la pastilla sé resuspende en 

1ml de medio DMEM alta glucosa complementado con 10% SFB y 0.5% 

ampicilina/estreptomicina. Se toma 100µl y se colocan en la caja con el medio nuevo. Esta 

caja se deja en la incubadora a 37°C y una atmósfera de CO2 al 5% dejando semiabierta la 

tapa y se espera a que vire el medio, indicando la estabilización del pH (7.2) del medio. Se 

cierra la tapa y se continúa la incubación hasta obtener la confluencia deseada.  

 

4.1.2 Parásitos 
 

Los parásitos utilizados fueron epimastigotes de Trypanosoma cruzi cepa CL Brener 

transfectados de manera estable con ADN del plásmido pTREXn-EGFP y pTREXn-
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DsRed1-1 obtenidos en el laboratorio y de los cuales se seleccionaron clonas mediante la 

técnica de dilución limitante. 

 

4.1.2.1 Obtención de clona de parásitos 
 

De los parásitos transfectados resistentes al antibiótico de selección (250µg/ml de 

G418) en fase de crecimiento logarítmica se realizaron diluciones dobles seriadas hasta 

obtener una concentración de 7 parásitos/100µl, utilizando para su conteo una cámara de 

Neubauer. Se sembraron los parásitos en cajas de 96 pozos colocando 100µl de medio LIT 

complementado (10% de suero fetal bovino (SFB), 1% penicilina/estreptomicina y 1% de 

hemina) en cada pozo.  

El inoculo inicial fue la adición de 7 parásitos/100µl/pozo en la primera fila, 

mezclando con el medio previamente colocado y se realizaron diluciones dobles seriadas, 

hasta obtener 1 parásito/pozo. Verificando su presencia con la ayuda del microscopio de 

fluorescencia. Las placas de cultivo se mantuvieron en una cámara húmeda a 28ºC, durante 

14 días monitoreando el crecimiento de parásitos por microscopia de fluorescencia. 

Trascurrido este tiempo se seleccionaron aquellos pozos en donde existía una colonia de 

parásitos. Las colonias observadas se retiraron de la placa y se expandieron cultivándolas 

en 10ml de medio LIT complementado, a 28ºCen tubos falcón de 15ml, manteniéndolas en 

fase de crecimiento logarítmica, para lo cual se contaron los parásitos y se resembraron 

constantemente hasta obtener colonias más grandes en cuanto al número de parásitos de 

cada clona obtenida. 

4.1.2.2 Cultivo de parásitos  
 

Parásitos wild type (WT) y las clonas obtenidas a partir de los parásitos 

transfectados con pTREXn-EGFP y pTREXn-DsRed1-1, a los que nos referiremos en 

adelante como EGFP y DsRed respectivamente, se cultivaron en 5ml de medio LIT 

complementado, en tubos falcón de 15ml, a 28°C, utilizando un inóculo de 0.5ml de un 

cultivo en fase logarítmica. En estas condiciones los parásitos se resembraron 

periódicamente manteniendo los stock mensualmente y los cultivos para uso experimental 

semanalmente. 
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4.1.2.3 Curvas de crecimiento 
 

Obtenidas las clonas y en fase de crecimiento logarítmica se realizaron curvas de 

crecimiento celular para ambos tipos de parásitos transfectados, tomando como control la 

cepa WT, para ello se colocaron epimastigotes de T. cruzi  WT,  EGFP y DsRed en tubos 

falcón de 15ml a un inoculo inicial de 1x106parásitos/ml en medio LIT complementado. 

Los parásitos se contaron cada 24 horas con la ayuda de una cámara de Neubauer. 

 

4.2 Expresión de la Proteína EGFP y DsRed en Epimastigotes 
Transfectados con los Plásmidos pTREXn EGFP y pTREXn DsRed1-1 
Cultivados a Diferentes pH 
 

Una vez obtenidas colonias a partir de las clonas, se evalúo la expresión de la 

fluorescencia de los epimastigotes de T. cruzi EGFP y DsRed a diferentes pH´s, para ello se 

preparo solución PBS 1xEDTA 0.53M y se ajusto el pH con HCl 1N o NaOH 1N en los 

siguientes rangos:    
pH                    5.0   pH                     6.2  pH                    7.2  pH                   8.2   pH                    9.2  

pH                    5.2   pH                     6.5  pH                    7.5   pH                   8.5  pH                    9.5  

pH                    5.5   pH                     6.8  pH                    7.8  pH                   8.8  pH                    9.8 

pH                    5.8   pH                     7.0  pH                    8.0   pH                   9.0   pH                     10 

pH                    6.0       

 

Obtenidas las series de soluciones a diferentes pH´s se tomo una placa de cultivo 

celular 96 pozos y se colocaron 100µl de cada solución por pozo. Se tomaron 21 alícuotas 

con un inoculo de parásitos de 5x106 parásitos/200µl, los parásitos se lavaron en PBS 

1xEDTA 0.53M centrifugando a 5000 rpm/5 min dos veces, separando los restos de cultivo 

LIT. Posteriormente la pastilla de cada tubo se resuspendió en 200µl de PBS 1xEDTA 

0.53M con pH creciente a partir de pH 5.0 hasta pH 10, tanto para parásitos verdes como 

para rojos. Colocados los parásitos en los diferentes pH´s se centrifugaron a 5000 rpm/5 

min resuspendiendo en 200µl PBS 1xEDTA 0.53M a igual pH y se realizo una segunda 

centrifugación, la pastilla se resuspendió en 100µl de PBS del mismo pH y se adiciono al 
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pozo de cultivo correspondiente, manteniéndose a 28ºC. Colocados los epimatigotes se 

monitorearon bajo microscopio de fluorescencia identificándose el número de parásitos 

móviles y la intensidad de la expresión de la fluorescencia observando las variaciones de la 

expresión de la proteína en los diferentes pH´s. 

 

4.3 Transformación in vitro de epimastigotes de T. cruzi  
 

Se utilizaron epimastigotes de T. cruzi WT, EGFP y DsRed en fase de crecimiento 

logarítmica crecidos en medio LIT complementado a 28º C. El inoculo utilizado fue de 

1x10 6 parásitos/ml. 

 

4.3.1 Medio  

El medio utilizado fue DMEM alta glucosa. Utilizando cuatro variables: 

A) Control (infecciones primarias). Para esta variable se cultivaron 

previamente fibroblastos 3T3 NIH en medio DMEM alta glucosa 

complementado 10% SFB, a 37ºC, 5% CO2. Al observarse una 

monocapa confluente se realizaron los mismos pasos para la resiembra y  

la pastilla se resuspendió en 1ml de medio, de este paquete se tomaron 

30-35µl y se colocaron con 1ml de medio DMEM complementado 10% 

SFB por pozo en 6 pozos de  una placa de cultivo celular (24 pozos) 

manteniéndose  a 37ºC, 5% CO2, hasta observarse una monocapa del 

70�80%, momento en el cual se reemplazo el medio por DMEM  

complementado al 2% SFB, manteniendo un pH de 7.2. 

 

B) Medio fresco DMEM complementado al 2% SFB, pH 7.2 

  

C) Medio condicionado de cultivo celular infectado con epimastigotes de T. 

cruzi 46 horas. Monocapas de fibroblastos 3T3 NIH crecidas en DMEM 

complementado 10% SFB y cultivadas a 37ºC, 5% CO2 a una 
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confluencia del 70-80% se les reemplazo el medio por DMEM 

complementado al 2% SFB y se infectaron con 1x107 epimastigotes/ml 

en fase de crecimiento logarítmica previamente lavados y resuspendidos 

en medio DMEM sin complementar. Una vez infectadas la monocapa se 

mantuvo a 37°C, 5% CO2 durante 48 horas. Posteriormente se recupero 

el medio y se centrífugo a 5000 rpm/5 min separando parásitos y restos 

celulares, el pH se mantuvo de 6.8. El medio se conservó a 4ºC. 

 

D) Medio condicionado de cultivo celular 96 horas. Se cultivaron 

fibroblastos 3T3 NIH en medio DMEM complementado 10% SFB 

durante 96 horas a 37°C, 5% CO2, tiempo en el cual se observo una 

monocapa de células confluentes y se pudo observar un cambio en el 

color del medio, claramente identificado (naranja-amarillo) con pH de 

6.0. El medio se recupero y se centrífugo a 1800 rpm/5 min. 

Conservándose a 4ºC. 

 

Una vez alcanzada la confluencia del cultivo celular cultivado en la placa de 24 

pozos y cambiado el medio por medio fresco, se plaquearon  los medios obtenidos en los 

pozos restantes (1ml de medio por pozo en 6 pozos) y se coloco a 37° C, obtenidas estas 

condiciones se llevo a cabo la adición del parásito por duplicado, realizándose de la 

siguiente forma: se tomaron 8 alícuotas con  1x106 parásitos/ml de parásitos WT, EGFP y 

DsRed y se centrifugaron a 5000 rpm/5 min separando el medio LIT,  el paquete celular se 

resuspendió en 1ml de medio DMEM sin complementar y se centrífugo en las mismas 

condiciones, resuspendiendo en 1ml de medio a cultivar, realizándose este paso por 

duplicado, obtenido el paquete celular se resuspendió en 100µl del mismo medio y se 

adiciono a sus respectivos pozos. Los cultivos se mantuvieron a 37° C, 5% CO2 

monitoreándose y contando las diferentes formas de parásitos cada 24 horas. 
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4.4 Infección de fibroblastos 3T3 NIH con Trypanosoma cruzi 
 

4.4.1 Infección primaria 
 

Esta primera infección se hace con el propósito de obtener parásitos en sus fases de 

amastigote y tripomastigote.  

 

La infección primaria de fibroblastos 3T3 NIH se realizó en cajas con una 

monocapa de células al 70%, crecidas en frascos T-25 con 5ml de medio DMEM alta 

glucosa complementado con 10% SFB, O.5% ampicilina/estreptomicina. La infección de 

estas células se realizo con parásitos en fase de crecimiento logarítmica a una densidad de 

1x107 epimastigotes (previamente lavados con medio DMEM alta glucosa sin 

complementar para eliminar el medio LIT remanente) en medio DMEM alta glucosa 

complementado con 2% de SFB y 0.5% de ampicilina/estreptomicina a 37ºC en presencia 

de CO2 al 5%. Después de 48 horas se lavaron las cajas de cultivo con 2ml de medio 

DMEM alta glucosa a 37ºC sin complementar, hasta eliminar los parásitos remanentes en el 

sobrenadante, posteriormente se agrego 5ml de medio fresco complementado (DMEM alta 

glucosa complementado con 2% de SFB y 0.5% de ampicilina/estreptomicina) 

cambiándose cada tercer día y monitoreando diariamente el progreso de la infección bajo el 

microscopio de fluorescencia.  

 

4.5) Purificación de tripomastigotes y amastigotes 
 

Una vez que se observaron tripomastigotes y amastigotes en el sobrenadante de las 

células infectadas se retiro el sobrenadante. El medio de cultivo se coloco en un tubo falcón 

15ml y se centrifugo a 1800 rpm/5 min, para separar el debri celular. Se recupero el 

sobrenadante y se centrifugo a 5000 rpm/5min para colectar los parásitos. Terminada la 

centrifugación se desecho el sobrenadante, procurando dejar cerca de 500µl en el cual se 

resuspendió la pastilla y se paso a un tubo eppendorf de 1.5ml centrifugando a 5000 rpm/5 

min. Al término de esta centrifugación se desecho el sobrenadante y se adiciono un 

volumen aproximado de 4 ó 5 veces el tamaño de la pastilla de anticuerpo 2c2 B6 αssp4 
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que reconoce un antígeno de superficie de amastigotes, se centrifugo a 5000 rpm/5 min 

posteriormente se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en igual cantidad de 

anticuerpo. Se incubo a 37° C por 1 hora y después se centrifugo por 5-6 seg. Se retiro el 

sobrenadante y se coloco en otro tubo (aquí se encontraron suspendidos los tripomastigotes 

con no mas del 10% de amastigotes contaminantes), la pastilla obtenida con el anticuerpo 

se lavo con medio DMEM y se resuspendió con medio nuevo. Al igual que el sobrenadante 

conteniendo los tripomastigotes, la suspensión de amastigotes no contenía más del 10% de 

tripomastigotes contaminantes. Se contaron los diferentes estadios de desarrollo de los 

parásitos purificados en una cámara de Neubauer. 

 

4.6 Infección secundaria con diferentes estadios de T. cruzi 
(epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes) 
 

Células 3T3 NIH a un 70% de confluencia crecidas en placas de 24 pozos fueron 

infectadas con los diferentes estadios de desarrollo del parásito previamente purificados 

como se mencionó anteriormente. La infección se llevó a cabo de la misma manera que las 

infecciones primarias con las siguientes variaciones: Para cada estadio se utilizaron 2x106 y 

1x105 parásitos/250µl/pozo incubando a 37o C por 2 horas. Los experimentos fueron hechos 

por triplicado para cada estadio. Al término de las 2 horas de incubación, los cultivos se 

lavaron con medio DMEM sin complementar a 37° C hasta eliminar los parásitos 

remanentes. El progreso de la infección se monitoreo diariamente bajo el microscopio de 

fluorescencia, llevando un registro del número de células infectadas por pozo, número de 

parásitos intracelulares en división y número de parásitos en sobrenadante. 

 

4.7 Montaje de laminillas. 
 

Se resembraron fibroblastos 3T3 NIH en cubreobjetos de 5x5mm contenidos en 

cajas de petri de 35x10 mm, estas células se infectaron con las mismas condiciones 

utilizadas en infección secundaria. Los cubreobjetos se retiraron en los mismos tiempos. 

Para su fijación se lavaron en PBS 1x a 37° C, 2 veces y se colocaron en PBS-formaldehído 

4% temperatura ambiente, durante 20 min, después se lavaron con PBS 1x a temperatura 

ambiente y se montaron en portaobjetos con 5µl de airvol manteniéndose a 4° C. Las 
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imágenes se procesaron en un microscopio de epifluorescencia ZEISS y se tomaron con 

ayuda del Software Twin Viewfinder, versión 3.0 y fueron procesadas con el Software 

Image-Pro Plus, versión 4.0.  

 



Resultados 

 
 
 
 
 

5) Resultados 
 

Se obtuvieron clonas para cada uno de los parásitos transfectados fluorescentes a 

partir de poblaciones resistentes al antibiótico de selección (Figura 11 y 12)Para 

epimastigotes transfectados con ADN del plásmido pTREXn-EGFP (denominados como 

EGFP) se pudieron aislar y expandir 5 diferentes clonas (C1, C2, C3, C4 y C5) observando 

que la expresión de la proteína en todas las clonas obtenidas era homogénea presentando 

una fluorescencia verde intensa vista bajo el microscopio de fluorescencia (Figura 13 panel 

a y b). Por otro lado se obtuvieron clonas de epimastigotes transfectados con ADN del 

plásmido pTREXn-DsRed1-1 (denominados como DsRed) logrando aislar y expandir 3 

clonas (C1, C2 y C3) en donde la expresión de la proteína en las clonas aisladas fue 

homogénea, en cuanto a la intensidad de esta, vista bajo el microscopio de fluorescencia se 

observo que solo dos clonas presentaban una fluorescencia roja intensa, mientras que la 

tercera presento una fluorescencia roja tenue (Figura 14 panel a y b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

Figura 12.- Población de epimastigotes 
transfectados con la secuencia que codifica para 
DsRed1-1. 

63 x63 x

Figura 11.- Población de epimastigotes 
transfectados con la secuencia que codifica 
para EGFP 
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 Figura 13.- Clonas de epimastigotes obtenidas a partir de poblaciones resistentes al 
antibiótico de selección. a y b, clonas obtenidas de epimastigotes verdes fluorescentes 
expresando la proteína de manera homogénea e intensa.  
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 Figura 14.- Clonas de epimastigotes obtenidas a partir de poblaciones resistentes al 
antibiótico de selección. a y b, clonas obtenidas de epimastigotes rojos fluorescentes, 
en a la expresión de la proteína presenta menor intensidad, mientras que b se observa 
de manera más intensa. 

 

 

 

Una vez expandidas y mantenidas en fase logarítmica durante varios pases, se 

evaluaron las curvas de crecimiento de los parásitos clonados expresando las proteínas 

fluorescentes y se compararon con los parásitos wild type (WT). Los resultados mostraron 

que no hay diferencias en su crecimiento (tabla 1, figura 15).   

 

 Días de cultivo
 

Parásitos 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

WT 1 4.18 8.25 13.88 20.3 31.2 45 72 58 

EGFP 1 4.06 10.5 13.25 22.7 34.6 50 75 50 

DsRed 1 4.1 6.75 10.56 18.3 30.9 46.25 74 42 

 Tabla 1. Número de epimastigotes en fase de crecimiento logarítmica obtenidos a partir 
de un inoculo de 1x106 parásitos/ml, cultivados en medio LIT, contados cada 24 horas 
durante 8 días. WT, EGFP y DsRed. 
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Figura 15. Curva de crecimiento de epimastigotes WT, EGFP y DsRed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se mencionó en los antecedentes se ha reportado que las proteínas 

fluorescentes son estables en un amplio rango de pH. Considerando que nuestros parásitos 

estarán expuestos dentro de la vacuola parasitófora a pH ácidos, decidimos evaluar la 

fluorescencia de éstos a diferentes pH´s. Los resultados mostraron que la expresión de la 

proteína se mantiene estable en los distintos pH´s (dato no mostrado), además observamos 

que la viabilidad de los mismos decrece con el tiempo de exposición al PBS en un rango de 

pH de 5 a 10 (Figura 16 a y b).  
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Figura 16. Epimastigotes expresando la proteína fluorescente EGFP (a) y DsRed (b) expuestos a 
pH´s en un rango de 5 a10, monitoreados bajo microscopía de fluorescencia, el valor indica el % 
de parásitos vivos. Los resultados son el promedio de 2 experimentos independientes. 

En nuestros resultados observamos que los parásitos se mantienen viables dentro de 

las primeras 3 horas tanto para parásitos expresando la proteína EGFP como DsRed. 

Posterior a este tiempo la cantidad de parásitos viables decreció en cuanto más básico se 
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tornó el medio y a mayor tiempo de exposición. En cuanto a la expresión de la proteína 

fluorescente, esta se observo constante aún cuando los parásitos habían muerto, así mismo 

la diferencia de pH en los rangos probados no modifico o altero la expresión de ambas 

proteínas (dato no mostrado). 

Como una alternativa para la obtención de los estadios de desarrollo de T. cruzi se 

realizaron transformaciones in vitro de epimastigotes al estadio de amastigote extracelular 

(AE) y tripomastigote, para ello como primer paso se estandarizaron las condiciones en las 

que se observo que hay una transformación a estos estadios. Las figuras 17-20 nos 

muestran la transformación in vitro de epimastigotes (rombo) a los estadios de amastigote 

(cuadro) y tripomastigote (triangulo).  

 

En todos los casos observados de transformación con los diferentes tipos de medios 

y parásitos (figuras 17-20 a, b y c) se observó una clara transformación al estadio de AE, 

los parásitos WT y EGFP presentaron una transformación a partir de las 48 horas, mientras 

que DsRed presento una transformación observable desde las primeras 24 horas. Con esto 

podemos apreciar en las mismas graficas que los niveles más altos de AE se presentaron 

para DsRed 24-48 horas antes que los niveles más elevados obtenidos con WT y EGFP. En 

estas graficas podemos observar que se lograron obtener AE en forma gradual, esto a 

medida que disminuían los epimastigotes. De igual forma se lograron obtener 

tripomastigotes desde las primeras 24 horas observando que estos no se mantienen 

constantes y que varían de acuerdo al tipo de medio y parásito. En todos los casos (a 

excepción de 20 a) se pudieron observar pequeños picos de tripomastigotes en las primeras 

48-72 horas disminuyendo después de estos tiempos. También a partir de las 168 horas se 

empezó a detectar muerte de parásitos y que a las 216 horas representan la mayoría de 

ellos. Esto último es esperado ya que en condiciones normales durante la infección 

requerimos de cambiar el medio cada 48 horas para mantener las condiciones de nutrientes 

y pH adecuadas; sin embargo, en esta serie de experimentos no es posible hacer este 

cambio por lo que suponemos que la muerte posiblemente es resultado de la acidificación 

del medio a juzgar por el color amarillo del mismo.  
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Transformación in vitro de epimastigotes WT (a), EGFP (b) y DsRed (c), en placas de 
cultivo celular con monocapas de fibroblastos 3T3 NIH a una confluencia del 70% 
mantenidas en medio DMEM alta glucosa fresco, complementado al 2% SFB 
cultivados a 37°C (Figura 17) 

 
Como control se utilizaron infecciones primarias en las que ya tenemos establecidas 

condiciones que permiten obtener infecciones productivas. En estas condiciones de medio 

se observó que los AE obtenidos a partir de parásitos WT fue del 53% y los tripomastigotes 

del 34% (Figura 17 a), los parásitos obtenidos a partir de EGFP y DsRed fueron mayores al 

80% para AE y para tripomastigotes del 15 y 35% respectivamente. (Figura 17 b y c). 
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c Transformación in vitro de epimastigotes WTB Ds Red, en medio DMEM 2% SFB + células
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Transformación in vitro de epimastigotes WT (a), EGFP (b) y DsRed (c) en 

placas de cultivo celular con medio DMEM alta glucosa fresco, complementado al 2% 
SFB a 37° C (Figura 18) 

 
Los resultados en estas condiciones de medio muestran que los AE obtenidos a 

partir de parásitos WT fueron del 58% y los tripomastigotes del 33% (Figura 18 a). Por otro 

lado en el caso de parásitos EGFP Y DsRed se alcanzaron niveles de transformación del 80 

% para AE y 10 y 25 % respectivamente para tripomastigotes (Figura 18 b y c). En todos 

los casos predomina la presencia de AE con respecto a tripomastigotes. 

 

 

 
 

 

Transformación in vitro de epimastigotes WTB, en medio DMEM 2% SFB fresco
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Figura 17. Transformación de epimastigotes WT (a), EGFP (b) y DsRed (c) en medio 
DMEM fresco complementado al 2% SFB + cultivo celular. Los resultados son el 
promedio de 4 experimentos independientes. 
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b Transformación in vitro de epimastigotes WTB EGFP, en medio DMEM 2% SFB fresco
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Transformación in vitro de epimastigotes en medio DMEM alta glucosa 
condicionado, obtenido a partir de células 3T3 NIH infectadas con epimastigotes, 
mantenidas con DMEM complementado al 2% SFB a 37ºC durante 48 horas (Figura 
19)  

 
En este medio se observó que los AE obtenidos a partir de parásitos WT fueron del 

39% y la de tripomastigotes del 12% (Figura 19 a), con los parásitos EGFP y DsRed se 

obtuvo el 80% de AE y de tripomastigotes fueron del 13 y 18% respectivamente (Figura 19 

b y c).  

epimastigote amastigote tripomastigote transformacion  inertes 

c Transformación in vitro de epimastigotes WTB Ds Red, en medio DMEM 2% SFB frescoc 
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Figura 18. Transformación de epimastigotes WT (a), EGFP (b) y DsRed (c) en medio 
DMEM fresco complementado al 2% SFB. Los resultados son el promedio de 4 
experimentos independientes. 
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a Transformación in vitro de epimastigotes WTB, en medio DMEM condicionado 48 hrs.
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Transformación in vitro de epimastigotes WTB EGFP, en medio DMEM condicionado 48 hrs.
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Transformación in vitro de epimastigotes WTB Ds Red, en medio DMEM condicionado 48 hrs.
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Figura 19. Transformación de epimastigotes WT (a), EGFP (b) y DsRed (c) en medio 
DMEM condicionado a 48 hrs. Los resultados son el promedio de 4 experimentos 
ndependientes. 
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Resultados 

Transformación in vitro de epimastigotes en placas de cultivo celular con medio 
DMEM alta glucosa condicionado, obtenido a partir de monocapas de células 3T3 
NIH confluentes crecidas en medio DMEM complementado al 10 % SFB a 37° C 
mante

una mayor proporción (56%) 

comparado con los otros medios probados anteriormente.  

 

 

 

nidas durante 96 horas (Figura 20) 
 
En estas condiciones se observó que los AE obtenidos a partir de parásitos WT fue 

menor a la observada con los medios anteriores (43%) y contrario a lo ya observado, los 

tripomastigotes obtenidos fueron del 56% (Figura 20 a). Con los parásitos EGFP y DsRed 

se obtuvo el 80% de AE mientras que los tripomastigotes observados fueron de 12 y 24% 

respectivamente (Figura 20 b y c). En estas condiciones fue el único medio en que los 

parásitos WT se transformaron a tripomastigotes en 

Transformación in vitro de epimastigotes WTB, en medio DMEM condicionado 96 hrs.
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Transformación in vitro de epimastigotes WTB EGFP, en medio DMEM condicionado 96 hrs.
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Transformación in vitro de epimastigotes WTB Ds Red, en medio DMEM condicionado 96 hrs. 
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Las infecciones primarias con parásitos EGFP y DsRed dieron como resultado 

infecciones productivas (Figura 21), mostrando una cinética de infección indistinguible de 

los parásitos wild type (dato no mostrado). Además en estas infecciones se pudo observar 

que los diferentes estadios de desarrollo del parásito mantuvieron la fluorescencia lo que 

indica que la expresión de las proteínas EGFP (Figura 22) y DsRed (Figura 23) se mantiene 

durante la diferenciación del parásito. 
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Figura 20. Transformación de epimastigotes WT (a), EGFP (b) y DsRed (c) en medio 
DMEM condicionado a 96 horas. Los resultados son el promedio de 4 experimentos 
independientes. 
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Figura 21. Cinética de infección primaria, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 
epimastigotes EGFP y DsRed. Los resultados son el promedio de 2 experimentos 
independientes. 

                                                                  - 58 -                               Uso de proteínas Fluorescentes 



Resultados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 
expre

22. Cinética de infección p a, fibroblastos 3T3 NIH infe n epimastigotes 
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Figura 23. Cinética de infección primaria, fibroblastos 3T3 NIH infectados con epimastigotes expresando 
la proteína DsRed, monitoreados bajo microscopía de fluorescencia.

48 h 96 h 120 h 

192 h 144 h 168 h 

40 x40 x40 x 

48 h 96 h 120 h 

144 h 192 h 168 h 

40 x 40 x 40 x

40 x 40 x 40 x

40 x 40 x 40 x

                                                                  - 59 -                               Uso de proteínas Fluorescentes 



Florencio Martínez 

Se purificaron tripomastigotes y amastigotes del sobrenadante de células infectadas 

obteniendo una pureza del 90-95% para cada estadio. 

 

Una vez que se purificaron los diferentes estadios, realizamos infecciones secundarias 

como se describe en material y métodos. Se contaron el número de células infectadas, 

número de parásitos intracelulares en división por célula y número de parásitos en el 

sobrenadante graficando estos valores con respecto al tiempo. El comportamiento de las 

cinéticas de infección utilizando dos diferentes inóculos (2x106 y 1x105 parásitos/ml) 

fueron similares tanto para parásitos EGFP como DsRed (Figura 24 y 25 a y b) 

obteniéndose como se esperaba, menores niveles de infección con el inóculo bajo (Figura 

25 a y b). En estos resultados pudimos apreciar que los tres estadios de desarrollo 

produjeron infecciones productivas con un comportamiento en las cinéticas de infección 

similares, solo mostrando diferencias en los tiempos iniciales de la infección (Figura 26 y 

27 a, b y c, Figura 34-39). En el caso de tripomastigotes y amastigotes se observaron dentro 

de la célula huésped a las 2 horas post-infección (Figura 28 y 29 a y b), mientras que los 

epimastigotes fueron vistos dentro de las primeras 24 horas (Figura 40), aunque esto no 

siempre se observó por lo que en estos casos las células infectadas fueron consideradas 

cuando se observaron los epimastigotes transformados a amastigotes entre las 24 a 48 horas 

después (Figura 28 y 29 a y b). Otra diferencia fue observada en las cinéticas de 

epimastigotes, en donde el inoculo fue de 2x106 parásitos/ml donde pudimos notar mayor 

número de células infectadas comparado con tripomastigotes o amastigotes (Figura 24 a y 

b). 
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 Figura 24. Cinética de infección, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 2 x 106 

tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed (b). Los resultados son 
el resultado de 3 experimentos independientes. 
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 Figura 25. Cinética de infección, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1 x 105 

tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed (b). Los resultados son 
el promedio de 9 experimentos independientes.   

 

 

                                                                  - 61 -                               Uso de proteínas Fluorescentes 



Florencio Martínez 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

0
hrs

4
hrs

12
hrs

48
hrs

96
hrs

144
hrs

192
hrs

240
hrs

288
hrs

336
hrs

384
hrs

432
hrs

amastigotes

c

%
 d

e 
cé

lu
la

s i
nf

ec
ta

da
s

0

5

10

15

0
hrs

4
hrs

12
hrs

48
hrs

96
hrs

144
hrs

192
hrs

240
hrs

288
hrs

336
hrs

384
hrs

432
hrs

epimastigotes EGFP 

b

%
 d

e 
cé

lu
la

s i
nf

ec
ta

da
s

0

5

10

15

20

0
hrs

4
hr

 

s
12
hrs

48
hrs

96
hrs

144
hrs

192
hrs

240
hrs

288
hrs

336
hrs

384
hrs

432
hrs

tripomastigotes EGFP 

a

%
 d

e 
cé

lu
la

s i
nf

ec
ta

da
s

 

Figura 26. Cinética de infección, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1 x 105 tripomastigotes (a), 
epimastigotes (b) o amastigotes (c) EGFP. Estos resultados son el promedio de 9 experimentos 
independientes. 
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Figura 27. Cinética de infección, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1 x 105 tripomastigotes (a), 
epimastigotes (b) o amastigotes (c) DsRed. Estos resultados son el promedio de 9 experimentos 
independientes. 

 

Contrario a lo reportado, en que se ha sugerido que los epimastigotes no infectan 

fibroblastos (Piras et al., 1982), nuestros resultados mostraron que estos son capaces de 

invadir (Figura 40 a, b y c), multiplicarse (Figura 35 y 38 a las 48-72 horas) y dar lugar a 

infecciones productivas (Figura 35 y 38 a las 48-192 horas). Observándose en el interior de 

la célula entre las 4-8 horas post-infección como epimastigotes (Figura 40 b, PI) y 

aparentemente transformándose a amastigotes a las 24-48 horas (Figuras 35 y 38). Estos 

resultados los pudimos observar de igual forma con los dos inóculos utilizados (Figura 28-

29 a y b). 
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Figura 28. Cinética de infección, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 2 x 106 

tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed (b). Desde las dos 
primeras horas pudimos observar que tanto tripomastigotes como amastigotes 
invadieron similar número de células, mientras que los epimastigotes se observaron 
transformados como amastigotes después de las 24 horas. Estos resultados son el 
promedio de 3 experimentos independientes. 
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Figura 29. Cinética de infección, fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1 x 105 

tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed (b). Desde las dos 
primeras horas pudimos observar que tanto tripomastigotes como amastigotes 
invadieron similar número de células, mientras que los epimastigotes se observaron 
transformados como amstigotes después de las 24 horas. Los resultados son el 
promedio de 9 experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

Otra diferencia notable entre las infecciones iniciadas con los diferentes estadios fue 

cuando observamos la división celular (Figura 30 a y b), en donde los tripomastigotes 

iniciaron su replicación a las 24 horas, los epimastigotes a las 48-72 horas y los amastigotes 

a las 4 horas post-infección (Figura 30, 34 y 37 para tripomastigotes, 35 y 38 para 

epimastigotes y 36 y 39 para amastigotes). Notándose que a los tiempos posteriores durante 

el progreso de la infección los amastigotes y tripomastigotes presentaron grados de 

diferenciación similar en el desarrollo de formas intermedias y diferenciación a 

tripomastigotes (Figuras 34 y 37 a las 96-168 horas en tripomastigotes y Figuras 36 y 39 a 

las 96-168 horas para amastigotes). Mientras que, los epimastigotes presentaron un retrazo 

en el desarrollo de formas intermedias y diferenciación con respecto a los dos primeros 

(Figuras 35 y 38 a las 144-192 horas). A pesar de estas diferencias los tres estadios 

alcanzan niveles altos de infección contándose en algunos casos aproximadamente 300 

parásitos por célula (Figura 31-32 a y b). Las observaciones anteriores fueron iguales 

independientemente del inóculo utilizado (1X105 y 2X106). 
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 Grafica 30. Número de parásitos por célula obtenidos a partir de infecciones iniciadas 

tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed (b). Los resultados son 
el promedio de 9 experimentos independientes.  
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Grafica 31. Número de parásitos por célula obtenidos a partir de infecciones 
iniciadas con 2x106 tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed 
(b). Los resultados son el promedio de 3 experimentos independientes. 
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Grafica 32. Número de parásitos por célula obtenidos a partir de infecciones 
iniciadas con 1x105 tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y DsRed 
(b). Los resultados son el promedio de 9 experimentos independientes. 

 

 

 

En todos nuestros experimentos de infección con los diferentes estadios pudimos 

observar infecciones productivas en las que eventualmente observamos las formas 

intermedias de amastigotes a tripomastigotes. De igual forma pudimos obtener en todas 
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nuestras infecciones tripomastigotes intracelulares, los cuales los pudimos observar a partir 

de las 96 horas y la liberación de estos al exterior se dio a partir de las 168 horas (7 días 

post-infección) para las infecciones iniciadas con tripomastigotes y amastigotes. Para el 

caso de epimastigotes, al igual que el tiempo de invasión e inicio de multiplicación 

intracelular, la diferenciación a tripomastigotes sucedió 48 horas después de las infecciones 

iniciadas con amastigotes y tripomastigotes (Figura 33 a y b). También, es interesante 

resaltar que en este caso los parásitos intracelulares presentaban un grado de diferenciación 

similar (Figura 35 y 38) contrario a lo observado en las infecciones iniciadas con 

tripomastigotes y en que un rango grande de diferenciación fue observado (Figura 34, 36, 

37 y 39). 
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Grafica 33. Número de parásitos liberados al sobrenadante obtenidos a partir de 
infecciones iniciadas con tripomastigotes, amastigotes o epimastigotes EGFP (a) y 
DsRed (b). Los resultados son el promedio de 9 experimentos independientes. 
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Figura 34. Cinética de infección.  Fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1x105/ml tripomastigotes 
expresando la proteína EGFP.  
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Figura 35. Cinética de infección.  Fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1x105/ml epimastigotes expresando 
la proteína EGFP. 
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Figura 36. Cinética de infección.  Fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1x105/ml amastigotes expresando la 
proteína EGFP. 
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Figura 37. Cinética de infección. Fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1x 105/ml tripomastigotes 
expresando la proteína DsRed.  
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 Figura 38. Cinética de infección.  Fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1x 105/ml epimastigotes expresando 
la proteína DsRed. 
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 Figura 39. Cinética de infección.  Fibroblastos 3T3 NIH infectados con 1x 105/ml amastigotes expresando 
la proteína DsRed. 
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 Figura 40. Epimastigotes de T. cruzi expresando la proteína EGFP e infectando fibroblastos 3T3 NIH.  En 
a, podemos apreciar al parásito (P) con la parte anterior de su cuerpo internado en la célula huésped (C) 4 
horas post-infección, en b encontramos el cuerpo del parásito dentro de la célula observando únicamente el 
flagelo en el exterior y c nos muestra un epimastigote en el interior de la célula huésped y otro entrando en 
ésta a las 8 horas post-infección. Es notoria la diferencia en fluorescencia de los parásitos extracelulares 
(PE) y los intracelulares (PI). (PP) parásito penetrando a la célula. 
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6) Discusión  
 

Utilizando la técnica de dilución limitante se pudieron aislar exitosamente distintas 

clonas de epimastigotes de T. cruzi expresando las proteínas EGFP (verde fluorescente) y 

DsRed (roja fluorescente). Las clonas obtenidas vistas bajo el microscopio de fluorescencia 

fueron homogéneas en cuanto a la expresión de las proteínas fluorescentes. Las curvas de 

crecimiento nos mostraron un comportamiento igual al presentado por la cepa wild type 

(WT). También la morfología así como su movimiento no presentaron diferencias con 

respecto a los parásitos WT. Los resultados anteriores nos indican que la transfección y 

expresión de las moléculas fluorescentes no tuvieron un efecto deletéreo en los parásitos 

transfectados. Estos resultados están de acuerdo con lo reportado en la literatura en que se 

encuentra que la expresión de GFP y DsRed en células eucarióticas no tiene un efecto 

dañino en la célula transfectadas (Matz et al., 1999).  

La exposición de los parásitos transfectados a diferentes pH´s permitió confirmar la 

estabilidad de las proteínas fluorescentes en nuestras condiciones. Durante el proceso de 

infección T. cruzi requiere de su estancia temporal dentro de una vacuola parasitófora con 

características ácidas, la cual es formada al reclutarse los lisosomas en el sitio de unión del 

parásito, fusionándose entre ellos y con la membrana plasmática. Esta vacuola transporta al 

parásito hacia la periferia nuclear de la célula, en donde aproximadamente 2 horas después 

es liberado en el citoplasma (Rodríguez et al., 1996; Burleigh y Andrews, 1995; Tardieux 

et al., 1992). Además, se ha observado que la exposición del parásito a pH ácido en el 

fagosoma es un paso crucial para que se inicie la re-estructuración del tripomastigote que 

culmina en su diferenciación al estadio replicativo de amastigote (Tomlinson A. et al., 

1994; Kanbara et al., 1990). Con estas observaciones y el hecho de que la exposición del 

parásito a pH ácido esta involucrado en el establecimiento de la infección, fue necesario 

evaluar la expresión de la proteína verde y roja fluorescente de parásitos transfectados a 

diferentes pH´s. Los resultados obtenidos muestran que la variación del pH no afecto la 

expresión de ambas proteínas y que estas se mantienen activas al menos dentro de las 3 
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horas evaluadas. Tiempos posteriores a 3 horas no pudieron ser evaluados ya que la 

viabilidad de los parásitos decreció progresivamente. Creemos que la presencia de EDTA 

en el PBS usado en este experimento pudo ser la causa de la muerte de los parásitos. Los 

resultados fueron similares para ambos tipos de parásitos, mostrando que cerca del 90% se 

mantuvieron viables dentro de las primeras 24 horas, principalmente a pH´s que iban de 

neutros (7.0) a ácidos (5.0). A pH básico la viabilidad de los parásitos fue decreciendo 

desde las primeras horas. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Tsien et al., 

en 1998, en donde reportan que los diferentes pH´s así como el potencial redox de los 

diferentes organelos celulares no parecen ser una barrera importante en la expresión de 

GFP, siendo capaces de expresar y localizar quimeras con GFP en núcleo, mitocondrias, 

vesículas secretoras, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, peroxisomas, vacuolas, 

fagosomas, citoesqueleto y membrana plasmática permitiendo así realizar experimentos in 

vivo. De igual forma, Geoffrey et al., 2000, señalan que la expresión de la proteína DsRed 

permanece estable a pH´s que van desde 5 a 12.  

También fueron evaluados diferentes medios para determinar la eficiencia de 

transformación in vitro de los parásitos WT, EGFP y DsRed. Los resultados fueron 

comparados con la transformación obtenida en las condiciones control que consistieron en 

la transformación de los parásitos en infecciones primarias. Los medios utilizados fueron: 

medio DMEM fresco complementado al 2% SFB y medio DMEM condicionado de 48 

horas y 96 horas. En todos los medios probados se observo transformación de epimastigotes 

a amastigotes extracelulares y tripomastigotes tanto para los parásitos WT como para EGFP 

y DsRed, siendo en todos los casos mucho mayor la proporción de amastigotes. No 

sabemos si los epimastigotes se transformaron a amastigotes directamente o si se 

transformaron primero a tripomastigotes y posteriormente y de manera rápida a 

amastigotes. Se ha reportado que la incubación de tripomastigotes en medio LIT a un pH 

neutro durante 24-48 horas da como resultado una transformación del 80% de los parásitos 

a formas redondeadas parecidas a amastigotes extracelulares (Andrews, et al., 1988). 

También, se ha reportado que un pH ácido acelera la transformación extracelular de 

tripomastigotes a un estadio intermedio de forma redonda que finalmente se transforman a 

amastigotes (Kanbara et al., 1990). Tomlinson, et al., en 1994 observaron que la incubación 

de tripomastigotes en medio DMEM-BSA a un pH 5.0 a 37ºC durante una hora fue 
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suficiente para observar formas redondas del parásito, mientras que a un pH 7.5 no. De 

acuerdo a estos antecedentes parece que en diferentes condiciones los tripomatigotes se 

transforman fácilmente a amastigotes en donde el pH pudiera tener un papel importante 

pero no esencial. Por otro lado, Pan S. en 1978 sugirió que la transformación es resultado 

de la acumulación de ácidos orgánicos producidos por los epimastigotes ante un pH ácido 

el cual induce su diferenciación únicamente a un estadio intermedio. También, en sus 

experimentos el pH ácido del medio no estimulo la diferenciación de epimastigote a 

tripomastigote, sugiriendo que la transformación aparentemente esta asociada con la 

división de epimastigote en medios ácidos. En nuestras condiciones, el medio DMEM 

fresco tenía un pH de 7.2 mientras que el medio condicionado de 48  y 96 horas tenían un 

pH de 6.8 y 6 respectivamente por lo que el pH del medio no pareció ser una limitante para 

la obtención de amastigotes. También, en todos los casos los parásitos EGFP y DsRed se 

transformaron a amastigotes (80%) de manera aparentemente más eficiente que los 

parásitos WT (38-60%), sin embargo hasta no analizar diferentes clonas no podemos saber 

si es resultado de la diferente eficiencia relacionada a las diferentes clonas o a la expresión 

de las proteínas fluorescentes. 

 

La transformación de los parásitos se pudo observar desde las 24 horas. En la 

mayoría de los casos los tripomastigotes observados en las primeras horas de incubación 

decrecieron rápidamente, pero a su vez se incremento la cantidad de amastigotes. Pan en 

1978, reportó que los epimastigotes cultivados en medio enriquecido libre de células a 

37ºC, se transforman a tripomastigotes a las 48 horas y la mayoría de estos son de tipo 

metacíclicos, posteriormente observo que los tripomastigotes disminuían en número, 

aumentando el número de amastigotes y promastigotes. Nuestros resultados presentan una 

tendencia similar en donde en tiempos tempranos es cuando se observan tripomastigotes 

mientras que a tiempos largos estos disminuyen en número y aumenta el número de 

amastigotes obteniendo de un 38-60% en parásitos WT y un 80% de éstos en parásitos 

EGFP y DsRed. 

 

En la literatura se han reportado diferentes medios y condiciones en los que se ha 

logrado una transformación in vitro eficiente. Tomlinson et al., en 1994, indujeron la 
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transformación de amastigotes a partir de tripomastigotes en medio DMEM-BSA a 37ºC. 

Zaidenberg et al., en el 2000, describieron un protocolo para obtener amatigotes 

extracelulares a partir de epimastigotes cultivados en medio F69 a 36.5º C, en este 

protocolo se obtuvo una transformación al estadio de amastigote en los cuales pudieron 

prolongar los tiempos de cultivo. De igual forma Contreras et al., en el 2002, obtuvieron 

amastigotes extracelulares mediante la incubación de tripomastigotes en medio MEMTAU 

a 37ºC. Pan S. en 1982, pudo obtener amastigotes extracelulares a partir de epimastigotes 

utilizando para ello, medios altamente enriquecidos con vitaminas y con un requerimiento 

de nucleótidos de adenina en alta concentración. Zaidenberg, et al., en 2000 pudieron 

mantener poblaciones de amastigotes por tiempos indefinidos en medios carentes de los 

compuestos citados por Pan S. 1982. También, se ha reportado que la presencia de 10% de 

SFC no permite la transformación del parásito in vitro (Tomlinson, et al., 1994), mientras 

que el estrés fisiológico en el parásito ha resultado en la transformación de epimastigotes a 

amastigotes en medios complementados con plasma de pollo o vitaminas, nucleótidos y 

SFB, (Kimura, et al., 1978; Pan S., 1978; Rondinelli, 1988). Estos antecedentes muestran 

que tanto en medios enriquecidos como no enriquecidos es posible obtener transformación 

in vitro de epimastigotes y tripomastigotes a amastigotes. Nuestros resultados al igual que 

lo reportado, mostraron que empleando medio fresco con 2% de SFB así como medios 

condicionados que contienen menos nutrientes que el anterior, en todos los casos pudimos 

observar transformación de epimastigotes a amastigotes y tripomastigotes. 

 

La diferencia de temperatura entre el huésped insecto-vector y mamífero, induce la 

diferenciación de promastigote a amastigote en Leishmania mayor, a través de la inducción 

de las llamadas �proteínas de choque térmico� (Van der Ploeg, et al., en Zaidenberg, et al., 

2000), este grupo de proteínas esta conservado en T. cruzi e inducido por aumento de la 

temperatura (Carvalho y de Souza en Zaidenber, et al., 2000) y podría ser en parte 

responsable de la morfogénesis de los epimastigotes observada cuando la temperatura se 

eleva a 37ºC. En este trabajo utilizamos el cambio de temperatura de los epimastigotes de 

28º C a 37ºC condiciones que junto con los diferentes medios usados posiblemente 

resultaron en la inducción de la transformación de epimastigotes. 
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El proceso de infección de tripomastigotes y amastigotes ha sido motivo de estudio 

durante varios años en los que los modelos descritos hasta la fecha sugieren diversos 

mecanismos de invasión. Mortara, 1991, utilizando un modelo con células HeLa, demostró 

que los tripomastigotes y amastigotes interactúan con diferentes estructuras de la célula 

huésped y sugiere que el proceso de invasión e infección es diferente. Posteriormente el 

mismo autor (Mortara, et al., 1999) sugiere que el mecanismo de invasión no solamente 

depende del tipo de la célula huésped, si no también del estadio del parásito, así como de la 

cepa utilizada. También, Stecconi-Silva, et al., 2003, demostraron que los diferentes 

estadios de desarrollo del parásito presentan características distintas en el proceso de 

invasión celular, formación de vacuola parasitófora y su escape de la misma, sugiriendo 

con estos resultados que presentan diferentes capacidades infectivas. 

 

 Para evaluar el mecanismo de infección de los diferentes estadios de desarrollo del 

parásito realizamos infecciones primarias con parásitos EGFP y DsRed en fibroblastos 3T3 

NIH. De estas infecciones se purificaron tripomastigotes y amastigotes EGFP y DsRed de 

los sobrenadantes. Los epimastigotes se obtuvieron de cultivos en medio LIT. Los 

diferentes estadios de desarrollo se utilizaron para realizar infecciones secundarias 

evaluando las cinéticas de infección de acuerdo a lo reportado por nuestro grupo (Manning-

Cela, et al., 2002). Los resultados obtenidos nos mostraron que los amastigotes iniciaron su 

replicación en las primeras 4 horas de haberse internado en la célula huésped mientras que 

los tripomastigotes y epimastigotes lo hicieron 24 y 48-72 horas después respectivamente. 

A tiempos posteriores las cinéticas de infección fueron iguales en los tres estadios. En todos 

los casos se observaron células completamente infectadas y la liberación de parásitos al 

sobrenadante se dio a las 168 horas para infecciones iniciadas con tripomastigotes y 

amastigotes y 48 horas después para epimastigotes. Estos resultados sugieren que los 

tripomastigotes, amastigotes y epimastigotes presentan posibles mecanismos de unión y/o 

invasión distintos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ley V., 1988 y 1990, 

en donde describe que los tripomastigotes una vez que penetran la célula huésped muestran 

una fase lag de aproximadamente 20 horas para transformarse en amastigotes e iniciar la 

duplicación de su ADN y su replicación. Este autor sugiere que éste, es un tiempo necesario 

para la completa transformación a amastigote. En el curso de sus infecciones el mismo 
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autor pudo observar tripomastigotes en el medio a los 5 días post infección. Este mismo 

autor describió que los amastigotes se replican rápidamente una vez que han invadido la 

célula iniciando su síntesis de ADN inmediatamente después de la invasión lo que también 

concuerda con nuestros resultados.  

 

La capacidad infectiva de tripomastigotes y amastigotes en células fagocíticas y no 

fagocíticas profesionales ya ha sido reportada (Stteconi-Silva et al., 2003; Mortara et al., 

1999; Ley V., 1990, 1988; McCabe et al., 1984); sin embargo, poco se conoce acerca de la 

infección producida por epimastigotes. Manque et al., 2003, observo que estas formas no 

son capaces de infectar células HeLa. Carvalho et al., 1999, reportaron que los 

epimastigotes son fagocitados por macrófagos. También se ha sugerido que los 

epimastigotes no infectan fibroblastos (Piras et al., 1982). Por otro lado Nogueira N. y 

Cohn Z., en 1976 sugieren que estas formas pueden entrar a macrófagos pero que 

aparentemente son destruidos no siendo capaces de establecer una infección. Nuestros 

resultados indican que los epimastigotes no solo penetran en la célula huésped (Figura 40) 

si no que también son capaces de dar lugar a infecciones productivas (Figura 35 y 38) 

mostrando una cinética de invasión aparentemente desfasada con respecto a amastigotes y 

tripomastígotes. Mientras que los amastigotes y tripomastigotes son vistos dentro de la 

célula huésped a las 2 horas post-infección, los epimastigotes fueron observados dentro de 

las primeras 24 horas. También, el tiempo de replicación, diferenciación de estadio y 

liberación de parásitos al sobrenadante pareciera estar desfasado de 24 a 48 horas después. 

Estos resultados posiblemente indiquen que los epimastigotes tienen una fase lag antes de 

poderse diferenciar a amastigotes dentro de la célula huésped e iniciar así su replicación. 

Hasta el momento no sabemos si se diferencia directamente a amastigote o requiere de 

transformarse primero a tripomastigote. Tampoco sabemos si entra a través de una vacuola 

parasitofora con las mismas características que las utilizadas por los otros estadios. Sin 

duda estudios posteriores serán necesarios para dilucidar esto. La posibilidad de que la 

infección sea resultado de los epimastigotes que se pudieran haber transformado 

extracelularmente a tripomastigotes o amastigotes es baja, ya que en nuestro protocolo 

experimental la interacción de los epimastigotes es únicamente por 2 horas, tiempos en los 

que sabemos no hay transformación. Ya que existe una clara correlación de la cantidad 
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inicial de parásitos usados en la infección y los niveles de infección alcanzados parece poco 

probable que aún cuando algunos de estos epimastigotes pudieran haber quedado unidos a 

las células hospederas después de los lavados exhaustivos realizados, el número de estos es 

tan bajo que no justificaría los mismos niveles de infección obtenidos cuando se iniciaron 

las infecciones con tripomastigotes o amastigotes.   Estos resultados están apoyados por 

otros estudios realizados en nuestro laboratorio en que observamos infecciones en ratones a 

partir de epimastigotes. 

 

 En resumen nuestros resultados sugieren que los tripomastigotes, amastigotes y 

epimastigotes presentan posibles mecanismos de unión y/o invasión distintos siendo 

necesarios posteriores estudios para dilucidar estos. El desarrollo de las herramientas 

moleculares utilizadas en este trabajo sin duda ayudarán para el mejor entendimiento del 

ciclo de vida y el proceso de infección del parásito brindando información importante no 

solo para entender mejor la biología de parásito si no también de la patogenia de la 

enfermedad.  
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8) Conclusión  
1) Se obtuvieron clonas de parásitos fluorescentes que muestran niveles de 

expresión de la proteína EGFP y DsRed constantes. 

2) El análisis fenotípico de los parásitos transfectados comparado con la cepa WT 

indicó que la expresión de las proteínas fluorescentes (EGFP y DsRed) no tiene un efecto 

deletéreo. 

3) La fluorescencia de las proteínas EGFP y DsRed fue estable en un rango de pH 

de 5 a 10.    

4) Utilizando diferentes medios de cultivo se obtuvo una transformación eficiente in 

vitro de epimastigotes a tripomastigotes y amastigotes con los parásitos WT y 

transfrectados (EGFP y DsRed). 

5) Los tripomastigotes, amastigotes y epimastigotes dieron lugar a infecciones 

productivas cuyas cinéticas de infección sugieren posibles mecanismos de unión y/o 

invasión distintos 
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