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Resumen 

Este estudio evaluó los cambios en el perfil isoenzimático y antigénico de la cepa 
Munantá de Trypanosoma cruzidespués de dos pases consecutivos por ratón, median- 
te electrofóresis isoenzimática, electrofóresis en PAGE-SDS e immunoblot. Los 
resultados obtenidos muestran diferencias estadísticamente significativas entre la cepa 
antes y después de los pases en los animales, lo cual sugiere que el ratón no es un 
modelo recomendable para obtener las formas tripomastigotas de la cepa Munanta del 
parásito destinadas a estudios de la respuesta inmune. 

Antigenic variation in Trypanosoma crur i  Munanta strain after passages in mice 

This study evaluated the isoenzyme and antigenic changes of Trypanosoma cruzfs 
Munanta strain after two consecutive passages in mice, using isoenzyme 
electrophoresis, SDS-PAGE electrophoresis and immunoblot. The results obtained 
show significant statistical differences within the strain before and after animal 
passages, which suggests that the mouse is not a recommended model for obtaining 
the parasite's Munanta strain's trypomastigote forms destined for study of the immune 
response. 

La tripanosomiosis americana o enfermedad de 
Chagas es producida por Trypanosoma cruz/, un 
protozoo flagelado de la familia Trypanoso- 
matidae y transmitida por insectos hematófagos 
de los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstron- 
gylus, de los cuales Rhodnius prolixus es el 
más significativo en Colombia. 

La enfermedad de Chagas presenta alta inciden- 
cia en Latinoamérica, donde se estima que 
afecta a más de 15 millones de personas (1). 
En Colombia, la enfermedad se encuentra 
distribuida en las zonas rurales del nordeste del 
país (cuenca del Catatumbo), Magdalena Medio, 
Boyacá, Tolima, Cundinamarca, Huila y Llanos 
Orientales (piedemonte, La Macarena y Meta). 

Trypanosoma cuzi es un parásito con un com- 
plejo ciclo de vida el cual se desarrolla en el in- 
secto vector y en el huésped mamífero, presen- 
tando diversos estadios morfológicos de desa- 
rrollo (2),  de los cuales, la forma tripomastigota 
reviste gran importancia ya que, además de ser 
la forma infectante, se encuentra en contacto 
con el sistema inmune del huésped. 

Para aislar los tripomastigotes, se ha recurrido 
a simular el ciclo de vida del parásito, bien sea 
utilizando animales de laboratorio como el ratón 
o por medio de cultivo in vitro en células. No 
obstante, Da Silva et al. (1989) informan que 
existen diferencias significativas en el perfil 
antigénico de los tripomastigotes sanguíneos 
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aislados de ratón y de los tripomastigotes obte- 
nidos en cultivos de células LLC-MK2. 

Diferentes estudios demuestran cómo el pase 
de T: cruzi en ratones condiciona el perfil 
isoenzimático del parásito (4, 5). Así mismo, el 
ratón puede entonces contribuir a las diferencias 
encontradas entre los tripomastigotes sanguí- 
neos y los tripomastigotes derivados de cultivo 
tisular. 

Dentro del anterior contexto, en este estudio se 
evaluó el perfil antigénico de la cepa colombiana 
Munantá de T: cruzi antes y después de dos 
pases consecutivos en ratón, mediante PAGE- 
SDS e immunoblot. 

Materiales y métodos 

Parásitos. La cepa Munantá de T: cruzi, aislada 
a partir de vectores de la vereda de Munantá en 
el municipio de Guateque en Boyacá, fue sumi- 
nistrada por el Grupo de Parasitología del Insti- 
tuto Nacional de Salud. Los parásitos fueron 
descongelados y cultivados en medio NNN y 
Maekelt a 24 % (6). 

Infección en ratones. Se utilizaron ratones 
BalbIC de 15 a 20 días de edad, los cuales fue- 
ron inoculados intraperitonealmente con parási- 
tos mantenidos durante 20 días en cultivo. Una 
vez obtenida una alta parasitemia, aproximada- 
mente 1 mes, se sangraron los ratones y se 
hizo un repique a un segundo grupo de ratones 
de las mismas carateristicas. 

Infectividad. Los ratones fueron revisados se- 
manalmente haciendo un pequeño corte en el 
final de la cola, obteniéndose una gota de san- 
gre para la preparación en fresco, la cual se revi- 
só al microscopio de luz para visualizar los 
parásitos. 

Recuperación de los parásitos. Una vez detec- 
tado el pico de parasitema (1 mes en el primer 
pase y 8 días en el segundo pase), los ratones 
fueron sangrados directamente del corazón; la 
sangre (0,l mL) fue llevada a medio de cultivo 
NNN para la recuperación de los parásitos y, 
posteriormente, a Maekelt (6). 

Caracterización isoenzimática. Los cultivos de 
los parásitos en fase logarítmica de crecimiento, 

se lavaron tres veces con PBS (NaH,PO, 
0,003M, Na2HP0,0,007M, NaCl 0,13M pH 7,2) 
a 4000 g, 4 C ,  durante 10 min y se 
resuspendieron en solución salina al 0,85% a 
una concentración de 1X106 a lX107 parásitos1 
mL. Posteriormente, los parásitos fueron 
sometidos a lisis osmótica en un estabilizador 
enzimático (DTT 2 mM, ácido E-aminocaproico 
2 mM y EDTA 2 mM), durante 10 min a 4 % y 
centrifugados a 8000 g, 4 '%, durante 15 min 
(7). El sobrenadante recuperado, denominado 
extracto enzimático, fue almacenado a -70 %. 
Las isoenzimas de los extractos fueron 
separadas posteriormente mediante electro- 
fóresis en capa delgada de acetato de celulosa, 
de acuerdo con lo descrito por Miles et al. 
(1980) y S.B. Abderrazak et al. (1993). 

Los sistemas enzimáticos estudiados fueron: 
malato deshidrogenasa (MDH) E.C.1.1.1.40, 
isocitrato deshidrogenasa (IDH) E.C. 1.1.1.42, 
glucosa fosfato isomerasa (GPI) E.C.5.3.1.9, 
peptidasa 1 (PEP-1) E.C.3.4.1 l * ,  peptidasa 2 
(PE) E.C.3.4.11*, glucosa-6-fosfato des- 
hidrogenasa (GGPD) E.C.1.1.1.49, glutamato 
deshidrogenasa NADINADP (GDH) E.C.1.4.1.3., 
enzima málica (ME) E.C.1.1.1.4.0, fosfo- 
glucomutasa (PGM) E.C.2.7.5.1, 6-fosfo- 
gluconato deshidrogenasa (6PGDH) E:C:l . l .  
1.44 y aspartato aminotransferasa (GOT) 
E.C.2.6.1 . l .  

Separación electroforética. Los parásitos fue- 
ron recolectados por centrifugación a 900 g a 
4% y lavados con PBS. Posteriormente, éstos 
fueron contados en cámara de Neubauer y 
resuspendidos en solución de lisis (Tris 50 mM, 
EDTA 5 mM, Bisulfito de sodio 380 nglmL, 
NP40 1% SDS 1% PMSF 1 mM, aprotinina 
0,5 mglmL) a una concentración de 5 xlOS 
parásitos1mL. 

Una vez resuspendidos, los parásitos se some- 
tieron a diez ciclos de congelación y 
descongelación en nitrógeno liquido a -70 % y 
baño serológico a 37 T, respectivamente. Pa- 
sado este proceso, se centrifugaron a 4.000 g, 
4%; se extrajo la fracción proteica de cada 
lisado y se hicieron alícuotas que se almacena- 
ron a -70%. 
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Posteriormente, las proteínas presentes en los 
lisados de las cepa Munantá de T: cruzi antes 
(N,) y después de dos pases por ratón (N,) fue- 
ron cuantificadas según el método de Bradford 
(10) y separadas mediante electrofóresis en 
geles de poliacrilamida según el protocolo de 
Laemli ( I l ) ,  utilizando una concentración de 
lisado de 12 mg por pozo corrido. Las bandas 
resueltas fueron visualizadas mediante tinción 
con azul de Coomassie y tinción de plata (12). 
Los geles fueron conservados y secados en se- 
cador eléctrico a 51 % durante 13 horas. 

Inmunodetección. Las fracciones proteicas de 
los lisados (N, y N,) fueron transferidas a papel 
de nitroce~ulosa (13), coloreadas con Ponceau 
S y detectadas inmunológicamente, utilizándo- 
se un poolde sueros chagásicos crónicos (2761 
95, 275195 procedentes de Cundinamarca y 
265195, 266195, 267195, procedentes de 
Casanare) como primer anticuerpo y anti-lgG 
humana acoplada a peroxidasa (Sigma), como 
segundo anticuerpo. 

Resultados 

mglmL para N, (lisado con dos pases por ratón). 
Una vez corrido el gel, éste se dividió en dos, 
una parte se reveló con tinción de plata y la otra 
con tinción de Coomassie. Para el análisis de 
resultados, se tuvo en cuenta la tinción de plata 
por ser más sensible (figuras 2 y 3). Las fraccio- 
nes resueltas se presentan en el cuadro 1. 

El análisis estadístico realizado con el programa 
EPI-INFO mostró diferencias estadísticamente 
significativas, para @,05, entre las fracciones 

Perfil isoenzimático. De los nueve sistemas 
isoenzimáticos analizados, uno de ellos, GDH, Figura 2. Page-SDS de lisado de epimastigotes de la cepa 

Munantá de T cruz! revelada con tinción de plata. 1) N,: 
varió tras el pase de le cepa Munantá por ratón. ~ i n a ~ ~ o  ciesniies TIP TIOS ratrin 3) natronen TIP .. . . . . . . . .. . . .. . . . ,. . . . .. . . . . , -, -- 
Es asi como en la electrofóresis para dicha peso moiecuiar ( ~ d ) .  

enzima, se observaron dos bandas antes de los 
pases de la cepa por ratón, mientras que luego 
del primero y segundo pase, se observó tan solo 
una banda (figura 1). 

Perfil antiaénico. La concentración de oroteí- 
nas segúnél método de Bradford fue de 1',2 mgl 
mL para N, (lisado sin pases por ratón) y 2,4 

Figura 1. Representación esquemática del patrón 
isoenzimático de la GDH de la cepa Munantá de T cruz! 
antes y despúes de su pase por ratón, usando las cepas 
F. Chaparro. Tulahuen. MDlD R. MDlD 409 y MDlD R-27, Figura 3. Page-SDS de lisados de epimastigotes de la 
como referencia. 1: F. Chaparro; 2: Munantá antes de cepa Munantá de T cruz!, revelada con tinción de azul de 
pase por ratón; 3: Munantá despúes del primer pase por Coomassie. 1) Patrones de peso moiecular (Kd); 2) N,: 
ratón; 4: Munantá despúes del segundo pase por ratón; 5: lisado antes de pases por ratón. y 3) N,: iisado despúes 
Tulahúen; 6: MDiD #2; 7: MDlD 409, y 8: R-27. de dos pases por ratón. 
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Cuadro 1. Fracciones proteicas de la cepa rnunanta de 
T Cruzi obtenidas mediante PAGE-SDS, antes y después 
de dos pases por ratón. 

proteicas antes y después de dos pases conse- 
cutivos por ratón. 

Análisis posteriores demostraron que el 50% de 
las fracciones proteicas se conserva después 
de los pases por ratón y el 50% restante 
cambia, dentro del cual 33% de las fracciones 
proteicas desaparece después de los pases y 
17% aparece tras dos pases consecutivos por 
ratón. El análisis desarrollado sobre la distribu- 
ción del número de fracciones proteicas según 
el rango de peso molecular, demuestra que las 
diferencias significativas se presentan en el 
rango de 98-350 Kd, presentándose un doble 
número de fracciones antes de los pases que 
después. El mayor número de fracciones 
proteicas compartidas se encuentra distribuido 
en el rango de 30 a 43 Kd, mientras que el 
rango de 44 a 68 Kd presenta el menor número 
de fracciones proteicas conservadas. 

PM ( ~ d )  no N, 

Adicionalmente, se analizaron los cambios en la 
intensidad de las fracciones proteicas resueltas, 
observándose que los cambios en las intensida- 
des de las fracciones proteicas ocurren indepen- 
dientemente de su peso molecular; sin 
embargo, en el rango de 44 a 68 Kd se encon- 
traron la mayoría de las fracciones proteicas in- 
tensas que se conservaron, seguidas por el ran- 
go de 69 a 97 Kd. Por otro lado, 40% de las 
fracciones proteicas más intensas desaparecen 
tras los dos pases sucesivos en ratón, mientras 
que 12% de las fracciones proteicas intensas 
aparecen o se encuentran sólo tras los pases 
por ratón. 

En cuanto a las fracciones resueltas en gel y 
transferidas a papel de nitrocelulosa para el re- 
conocimiento inmunológico con sueros de pa- 
cientes chagásicos crónicos, se obtuvo un me- 
nor número de fracciones proteicas reconocidas 
según se presenta en el cuadro 2 . 

Los resultados de la prueba t de Student 
realizada, muestran diferencias estadística- 
mente significativas entre las fracciones 
proteicas reconocidas por los sueros 
chagásicos antes y después de los pases por 
ratón, para una p< 0,l.  

Los análisis realizados sobre el comporlamiento 
de las fracciones reconocidas, demuestran que 
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Tabla 2. Reconocimiento inmune de las fracciones 
proteicas de la cepa Munanta de T Cruzi obtenida antes 
y después de dos pases por ratón. 

PM (Kd) No W 

38 X 
39 X X 
50 X 

31% de las fracciones se conserva tras los 
pases por ratón, mientras 38% sólo es 
reconocida previo al pase y 31 % corresponde a 
nuevas fracciones reconocidas tras los pases 
por ratones. Independientemente de si el mayor 
número de fracciones proteicas fueron 
reconocidas antes o después de los pases por 
ratón, el mayor número de fracciones reconoci- 

de 85 y 52 Kd es mucho más débil en los 
tripomastigotes sanguíneos, mientras que la re- 
gión de alto peso molecular presenta un mayor 
grado de reconocimiento en los mismos. De 
manera similar, en este trabajo se encontró una 
falta de reconocimiento inmune de las bandas 
situadas entre 50 y 87 Kd en los lisados de 
epimastigotes del parásito N,, mientras que las 
localizadas en la región de alto peso molecular 
son ampliamente reconocidas. Estos resultados 
sugieren entonces que las diferencias encontra- 
das por Da Silva en el perfil antigénico de am- 
bos tipos de tripomastigotes podrían estar 
dadas por el pase de los tripomastigotes san- 
guíneos por ratón. 

O'Daly et al. (1 990), por su parte, han realizado 
estudios similares de variación en el ~ e r f i l  
antigénico de T: cruzi, al someter cul t ivk de 
parásitos a diferentes temperaturas (14), encon- 
trando diferencias entre los antígenos de 
superficie de parásitos cultivados a 30 % y a 
34%. Sugiriendo, entonces, cómo los cambios 
ambientales sufridos por los parásitos, sean és- 
tos pase por ratón o cambio de temperatura del 
medio de cultivo, afectan el perfil antigénico de 

das se ubicá en el ranao de 97 a 350 Kd. seaui- 10s mismos. 
. 

do por el rango de 6 7 a  97 Kd. Finalmente, se 
observó una correlación entre los resultados ob- 
tenidos por PAGE-SDS e immunoblot, 

Discusión 

Los resultados mostrados anteriormente revelan 
cómo el pase sucesivo de la cepa Munantá de 
T: cruz; por ratones adultos afecta significativa- 
mente no sólo el patrón de corrido electroforé- 
tico de sus proteínas, sino el reconocimiento de 
las mismas por un pool de sueros de pacientes 
chagásicos crónicos, sugiriendo entonces un 
cambio en el perfil antigénico que, a su vez, se 
acompaña de variaciones en el perfil isoenzimá- 
tico. 

Llamativamente, Da Silva et al. (1989) informan 
en su estudio que las principales diferencias en- 
contradas entre los tripomastigotes sanguíneos 
y los derivados de cultivo tisular, es que el reco- 
nocimiento inmune de sueros chagásicos cróni- 
cos de las bandas localizadas en las regiones 

Adicionalmente, estudios longitudinales realiza- 
dos por Hudson et al. (1988) muestran cómo 
tras 3,5 años, cinco de diecinueve pacientes 
cambian su perfil de reconocimiento de lisados 
de tripomastigotes derivados de cultivo tisular. 
Uno por pérdida de reconocimento de una banda 
de alta peso molecular y los otros por conver- 
sión de un perfil de inmunoprecipitación de 
seronegativos a seropositivos. Es decir que, tras 
su permanencia en el huésped, el parásito varía 
su perfil de reconocimiento antigénico. 

Por su parte, los zimodemas han sido 
extensamente estudiados. Es así como 
Carneiro et al. (1990) encontraron que, tras 18 
meses de mantenimiento en ratones C3H (con 
al menos 27 pases), cinco de las trece cepas 
estudiadas mostraron variaciones tanto en su 
perfil isoenzimático como de esquizodemas. 
Sugiriendo dicho resultado que la población de 
parásitos era inicialmente mixta y, durante su 
pase por el ratón, se seleccionaron preferente- 
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