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Resumen

Objetivos: evaluar el empleo de cultivos celulares para la obtencion de tripomastigotes en células 3T3, a partir de una cepa local de
epimastigotes de Tripanosoma cruzi. Métodos: se realizé cultivo in vitro de células 3T3 en medio DMEM-SBF al 10% mas penicilina
estreptomicina, a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2 al séptimo dia, fueron infectados con epimastigotes de T. cruzi cepa TcV,
aislados de pacientes con Chagas agudo y cultivados preliminarmente en medios bifasicos como NNN y LIT. Resultados: a los 14 dias de
infeccion se observo al parasito en las formas: de amastigotes (forma intracelular), posteriormente la tripomastigote (forma extrace-
lular) que fueron liberados al medio una vez lisadas las células infectadas. Posteriores sub cultivos de células 3T3 con trypomastigotes
obtenidos a partir de los epimastigotes mejoran la obtencién de T. cruzi. Conclusiones: es posible la obtencién de trypomastigotes a
partir de una cepa local de epimastigotes recreando el ciclo biolégico del parasito in vitro.
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Abstract

Obijectives: to evaluate the use of cell cultures for the production of trypomastigotes in 3T3 cells, from a local strain of Trypanosoma cruzi
epimastigotes. Methods: we previously performed growing 3T3 cells in DMEM-10% FBS more penicillin-streptomycin in vitro at 37 °C,
95% humidity and 5% CO2 on the seventh day, they were infected with T. cruzi epimastigotes TcV strain, isolated from patients with acute
Chagas and preliminarily grown in biphasic media as NNN and LIT. Results: after 14 days of infection was observed the parasite forms:
extracellular) that were released into the infected cells once lysed. Subsequent sub 3T3 cell cultures trypomastigotes obtained from
epimastigotes obtaining improved T. cruzi-TcV. Conclusions: it is possible to obtain trypomastigotes from a local strain epi-
mastigotes recreating the life cycle of the parasite in vitro.

Keywords: cell culture, epimastigotes, trypomastigotes, 3T3 cell, strain of T. cruzi- TCV.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis America-
na es una antropozoonosis debida al protozoario fla-
gelado Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad es caracteris-
tica del continente americano y mds particularmente de
Latinoamérica'2

En Bolivia afecta mds de la mitad de la extensién de su su-
perficie territorial, siendo la cepa TcV uno de los principales
causantes de la enfermedad de Chagas, con predominio en el
territorio nacional .’

El Trypanosoma cruzi infecta una gran variedad de células
nucleadas in vitro e in vivo, aunque presente tropismo por
ciertos tipos celulares como células musculares y células ma-
crofagas'®'!. El pardsito atraviesa por una serie de estados
de desarrollo denominados: trypomastigotes, amastigotes, y
epimastigotes.®!%1216

Los primeros cultivos realizados por investigadores, em-
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plearon medios bifdsicos como el NNN (Medio de Novy,
MacNeal y Nicolle), se verifico que formas tripomastigotes
aparecian en la fase estacionaria del cultivo sin embargo estos
eran escasos para estudios posteriores. Estos tripomastigotes
fueron denominados como tripomastigotes metaciclicos, ya
que son parte de la transformacién de formas epimastigotes
en medios que mimetizan el ambiente encontrado en el inte-
rior del tracto digestivo del insecto vector'*'2. El proceso de
transformacion se denominé metaciclogénesis.

Varios son los medios utilizados de forma rutinaria para el
crecimiento de formas epimastigotas de T.cruzi sin embargo
Camargo fue el primero en analizar sistematicamente el pro-
ceso de transformacion de epimastigotes en tripomastigotes
usando el medio LIT(Medio de cultivo Liver Infusion Tryp-
tOSG)3’“’12‘14‘

Poco se ha descrito sobre la obtencion de trypomastigotes a
partir de epimastigotes in vitro en nuestro medio. Sin embar-
go el hecho de que la forma epimastigote del T.cruzi pueda
ser cultivado en medios axénicos nos abren la posibilidad con
este trabajo, que formas trypomastigotas de la cepalocal TcV,
pueda ser obtenida a partir de epimastigotes de T. cruzi en
forma no axenica sino a través de cultivos celulares in vitro,
a partir de estas cepas se podrd realizar otros estudios que
nos permitira comprender mejor aspectos relacionados a la
enfermedad de Chagas.
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Material y métodos

Obtencion de Epimastigotes de T. cruzi
La cepa TcV de T cruzi fue aislada y tipificada a partir de la
muestra de sangre de un recién nacido, de la localidad de
Punata que fue diagnosticado por micrométodo con Chagas
congénito.

La muestra de sangre en la cual se encontraban los parésitos
fue cultivada previamente en el medio de cultivo LIT (infu-
sion de higado y triptona) (Difco), a 27°C, durante siete dias,
suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado.

o Cultivo de Células 3T3

En el presente estudio, se emplearon células 3T3 (células fi-
broblasticas de ratdn). Dichas células a una concentracién de
2 000 000 de células/ml fueron cultivadas por 96 hrs. en
frascos de cultivo de 70 ml a 37°C y 5% de CO? con DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (BioWhittaker) suple-
mentados con SBF inactivado (SIGMA) al 10% mas peni-
cilina (100 UI/ml) /estreptomicina (100 pgr/ml) (SIGMA).
Una vez obtenida la monocapa de células, en los frascos de
cultivo con un 80-90 % de confluencia se realizé el cambio
de medio por DMEM-SBF inactivado al 2% para detener la
proliferacion celular.

o Infeccion de las células 3T3

Epimastigotes aislados del medio de cultivo LIT, resuspen-
didos en 10 ml de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium) (BioWhittaker) al 2% fueron centrifugados por 15
minutos a 4 000 rpm, transcurrido este tiempo, se desecho el
sobrenadante y se ajusto la concentracion de los mismos, a 15
millones de epimastigotes por ml, los cuales fueron adiciona-
dos a la monocapa de células 3T3 con observacion diaria a
través del microscopio invertido.

Alos dias 7 y 11 posinfeccion, se realizé el cambio de me-
dio, para eliminar epimastigotes que no se habian transfor-
mado en trypomastigotes metaciclicos, asimismo se adiciond
al nuevo medio de cultivo 500 pl plasma de pacientes ne-
gativos para la enfermedad de Chagas, dejandose al mismo,
interactuar con el medio por 48 hrs., para que pueda activarse
el sistema de complemento y de esta manera lisar a los epi-
mastigotes existentes.

o Observacion de células 3T3 Infectadas

Transcurridos 14 dias de infecciéon los medios de cultivo
fueron examinados a través del microscopio invertido, para
observar presencia o ausencia de células 3T3 infectadas, y di-
visar en el interior de las mismas la existencia de amastigotes.

o Obtencion y recoleccion de Trypomastigotes

extracelulares

Al dia 14-15 pos infeccion, trypomastigotes extracelulares
que se encuentran en el medio de cultivo, fueron recupe-
rados en tubos falcén de 50 ml con pipetas dispensables de
10 ml estériles y centrifugados a 1 200 rpm por cinco minu-
tos para retirar los restos celulares existentes, el sobrenadan-
te donde se encuentran los trypomastigotes fue retirado y
transferido a un otro tubo falcén, al cual se adiciono DMEM
( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (BioWhittaker) al 2%

Figura 1. 1)Célula 3T3 infectada con la cepa TcV de trypanosoma cruzi 1)
Amastigotes intracelulares lll) Trypomastigotes.

1) ) 1)

cantidad suficiente para (c.s.p.) 50 ml, este fue nuevamente
centrifugado a 4 000 rpm. por 20 minutos, transcurrido el
tiempo de centrifugacion se retird el sobrenadante, y el pellet
de trypomastigotes fue resuspendido en 5 ml de medio para
realizar el recuento de parasitos en la cimara de Neubauer.
Los parésitos obtenidos se emplearon para realizar subculti-
vos de trypomastigotes.

Al frasco de cultivo inicial, donde se encuentran células in-
fectadas, se adicion6 el medio DMEM al 2%, se llevo a incu-
bar nuevamente, proceso que se repite a diario hasta obtener
una gran cantidad de trypomastigotes que conllevan a la de-
colacion celular por sobreinfeccion de estas.

Resultados

Mediante la infeccién de células 3T3, por trypomastigotes
metaciclicos, previa transformacién de formas epimastigotas
a formas infectantes, se pudo obtener trypomastigotes seme-
jantes a formas existentes en la sangre estableciendo de esta
forma el ciclo completo de la cepa TcV in vitro.

Obtencion de trypomastigotes extracelulares en cultivo ce-
lular

I. Al colocar epimastigotes, cepa TcV a la monocapa de
células 3T3 (medio de cultivo celular) tardaron 11 dias en la
transformaciéon de epimastigotes a trypomastigotes metaci-
clicos empleando el medio enriquecido de DMEM SBF al 2%.
Transcurrido este tiempo se pudo observar células infectadas
en cuyo interior se encontraban poblaciones de amastigotes,
donde en algunas de estas células se observaba mayor movi-
miento lo cual nos hace suponer que se realizaba la diferen-
ciacion de amastigotes a trypomastigotes (Figura 1).

II. A partir del dia 14 se observa que la cantidad de para-
sitos va en aumento o crecimiento exponencial por dia, asi
como también el nimero de células 3T3 infectadas, obser-
vandose por lo tanto un aumento progresivo de células infec-
tadas en proporcion ala cantidad de parésitos existentes y la
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Articulo Original

Figura 2. a) Abundante cantidad de Células 3T3 infectadas con la cepa
TcV de Trypanosoma cruzi

monocapa celular se torna fragil y comienza a decolarse por
la sobreinfeccion celular (Figura 2).

Trypomastigotes a partir de T. cruzi cepa TcV

El tiempo que tardaron en infectarse las células 3T3 en
los subcultivos celulares, con trypomastigotes obtenidos a
partir del cultivo principal (cultivo madre) fue de siete dias,
obteniéndose mayor niimero de pardsitos a medida que
transcurrian los dias, evidenciandose esto al realizar el re-
cuento de trypomastigotes cada 24 horas y por observarse un
mayor numero de células 3T3 infectadas (Figura 3).

Discusion

Para la obtencion de trypomastigotes en células 3T3 a partir
de una cepa local de epimastigotes de Trzpanosoma cruzi rea-
lizamos cultivos celulares, los cuales fueron infectados con
epimastigotes de la cepa local TcV para obtener trypomasti-
gotes para posteriores fines investigativos.

Los primeros cultivos realizados por investigadores, em-
plearon medios bifasicos como el NNN donde se verifico
que formas tripomastigotes aparecian en la fase estaciona-
ria del cultivo y que su porcentual aumentaba con el enve-
jecimiento del cultivo'>*!*", sin embargo el porcentaje de
transformacion de la forma epimastigote a tripomastigote
empleando estos medios bifésicos no esta totalmente defini-
do dificultandose los estudios cuantitativos del crecimiento
celular®!t121418 E] desarrollo de medios monofasicos (me-
dio LIT), abrieron la posibilidad de realizar estudios cuan-

Trypomastigotes

Figura 2. c) Abundante cantidad de trypomastigotes extracelulares.

Original Article

Figura 2. b) Monocapa de células 3T3 a punto de decolarse con presencia
de trypomastigotes libres en el medio

titativos>'>'* sin embargo el porcentaje de transformaciéon y
crecimiento de pardsitos eran relativamente pequeios lo que
pondria en duda el empleo de estos medios de cultivo para
la obtencién de trypomastigotes en forma masiva, estas limi-
taciones hacen que investigadores como Velazco-Gamboa y
Col. realicen estudios en cultivos celulares, empleando células
Vero para obtener trypomastigotes de la cepa Munanta
previa obtencién de trypomastigotes metaciclicos en el medio
LIT>". En nuestros laboratorios se realizaron estudios simi-
lares, con cultivos celulares empleando células 3T3 para obte-
ner trypomastigotes, a partir de la cepa TcV de epimastigotes
en forma masiva. Nuestros resultados muestran que se logré
la adaptacion de los epimastigotes al cultivo celular in vitro,
logrando obtener la capacidad de transformacién a trypo-
mastigotes metaciclicos directamente en el medio de cultivo.

Por otra parte la adicion de plasma de pacientes sin la enfer-
medad de Chagas al medio de cultivo produce: lisis de las for-
mas epimastigotas por activacion del sistema de complemento
mientras que los trypomastigotes son resistentes®!®!»!418-20,
este mecanismo permitié en nuestro trabajo, la seleccion de
formas resistentes de trypomastigotes metaciclicos a la lisis,
al agregar plasma humano libre de Chagas a los frascos de
cultivo, permitiendo de esta manera la infecciéon de células
3T3 evidencidndose esto al observar células infectadas con
presencia de amastigotes.

Proeopio & Mortara indican que los procesos de invasion e
interaccion parasito célula hospedera, varian dependiendo
de factores intrinsecos de la cepa de pardsito asi como tam-
bién lalinea celular involucrada en la infeccion®'®!2!7:2122 En
base a lo indicado podemos mencionar que los epimastigo-
tes de la cepa TcV al adaptarse al medio de cultivo celular
enriquecido, permiti6é reproducir in vitro el ciclo biolégico
del parasito donde se pudo evidenciar los diferentes estadios
morfoldgicos del parésito. Si bien algunos autores tardaron
siete dias para que el parasito complete su ciclo intracelular
para desarrollar la transformacion de amastigotes a trypomas-
tigotes y ser liberados al medio'®'>" nuestros resultados indi-
can que el proceso de transformaciéon morfologica hasta la
aparicion de amastigotes posinfeccion tardo un periodo de
catorce dias, esto se puede deber a que las formas epimas-
tigotas fueron adicionadas directamente al cultivo celular
(monocapa de células 3T3), transcurrido este tiempo se pudo
observar células infectadas, cuya proporcion fue en aumento
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Técnica para la obtencion de tripomastigotes

Figura 3. a) Célula 3T3 infectada con la cepa TcV de trypanosoma cruzi

al paso de los dias, por lo tanto el nivel de la infeccién celu-
lar estara determinada por el nimero de parésitos existentes,
es asi que si la proporcién de pardsitos va en aumento, como
también el nimero de células infectadas, la monocapa celular
se torna fragil y comienza a decolarse, esta situacion lo men-
cionan también otros autores>’.

Por otro lado coincidimos con Velazco-Gamboa y Col., en
que el tiempo requerido de transformacién a formas trypo-
mastigotas pos infeccién es de siete dias, cuando realizamos
los subcultivos de la monocapa de células 3T3 con los try-
pomastigotes obtenidos. Este patrén en dias requerido para
la transformacion y obtencién del parasito, es similar a expe-
riencias previas, en estudios realizados en nuestros laborato-
rios para la obtencion de trypomastigotes a partir de la cepa
tulahuen (datos no registrados) coincidiendo el mismo con

Figura 3. b) Trypomastigotes en medio de cultivo DMEM al 2%.

otros autores'®'>!3%,

La obtencién de trypomastigotes de T.cruzi a partir de la
cepa TcV de epimastigotes, nos permitié evidenciar que es
posible reproducir el ciclo biologico del parasito en la linea
celular 3T3 donde se pudo advertir el proceso de infeccion y
transformacion intracelular del pardsito, estos aspectos nos
permitiran realizar otros estudios para determinar el grado
de infectividad celular de las distintas cepas de T. cruzi que
van circulando en nuestro pais.
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