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RESUMEN

En el norte peruano se ha registrado la presencia de 7rypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de
Chagas, en el vector, Panstrongylus chinar, y en animales sinantropicos; sin embargo, las poblaciones nativas aun no
han sido caracterizadas. En la presente investigacion se determinaron las caracteristicas del crecimiento y la
susceptibilidad a violeta de genciana in vitro de dos poblaciones de 7. cruzi obtenidas de P. chinar naturalmente
infectados en Zafia, Lambayeque-Perti, denominadas arbitrariamente Tz-1 y Tz-2. De cada poblacion se prepar6 una
suspension conteniendo 5x103 epimastigotes/mL, de la cual se inoculd 0.05 mL en tubos con el medio de cultivo
bifasico BHI. Un similar inoculo se afiadi6 a otros tubos conteniendo el mismo medio de cultivo a los que adicion6
violeta de genciana a las concentraciones de 0.0l1ug/mL, 0.lug/mL, 1.0ug/mL, 10.0ug/ mL y 100.0ug/mL. Se
encontr6 un crecimiento maximo de 995000 epimastigotes/mL y 912000 epimastigotes/mL para la poblacion Tz-1 y
Tz-2, respectivamente, al 16t de cultivo, asi como, susceptibilidad de ambas poblaciones a las concentraciones de
10.0ug/mL y 100.0ug/mL de violeta de genciana.
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ABSTRACT

In northern Peru has recorded the presence of 7rypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, in vector,
Panstrongylus chinai, and synanthropic animals; however, native populations have not yet been characterized. In the
present study the growth characteristics and susceptibility to gentian violet in vitro of two populations of T. cruzi
obtained from naturally infected P. chinai Zafia, Lambayeque, Peru, called arbitrarily determined Tz Tz-1 and-2. Of
each stock suspension containing 5x105 epimastigotes / mL, of which 0.05 mL was inoculated into tubes containing
the BHI culture medium prepared biphasic. A similar inoculum was added to another tube containing the same
culture medium to which added gentian violet 0.01ug/mL concentrations, 0.1ug/mL, 1.0ug/mL, 10.0ug / mL and
100.0ug/mL. 995000 maximum growth of epimastigotes / mL and 912000 epimastigotes / mL for Tz Tz-1 and-2
population, respectively, to the 16th of culture, as well as susceptibility to both populations 10.0ug/mL
concentrations was found and 100.0 ug / mL of crystal violet.
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INTRODUCCION

Producida por el protozoario hemofalgelado 7rypanosoma cruzi y reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una de las trece enfermedades tropicales mas descuidadas, la
enfermedad de Chagas ha sido un azote para la poblacion humana del continente americano,
principalmente en zonas rurales en donde habita el insecto vector, y sigue siendo debido a que por efectos
de la globalizacion y al aumento de viajes de inmigrantes desde centro y Sudamérica al resto del mundo,
la infeccion se ha difundido en USA, Canad4 y Europa 12345, En el Pert existen aproximadamente 192
mil infectados y el 12% de la poblacion de halla en riesgo de contraer la enfermedad, principalmente en
los departamentos del sur (Arequipa, Moquegua y Tacna) en donde el vector es Triatoma infestans y
secundariamente en algunos departamentos del norte (Cajamarca, Amazonas y Piura) en donde el vector
es Rhodnius ecuadoriensis 267

T. cruzi pertenece a una especie heterogénea consistente en un pool de cepas, stocks o aislamientos que
circulan entre mamiferos y los insectos vectores, esta heterogeneidad ha sido ampliamente estudiada
mediante métodos bioldgicos, bioquimicos y moleculares y puede explicar la variabilidad de las
manifestaciones clinicas y las variaciones geograficas en relacion a la morbilidad, reconociéndose en la
actualidad seis categorias de poblaciones denominadas: Tcl a TcVI89. Los métodos bioldgicos involucran
aspectos como la morfologia, infectividad, tropismo tisular, virulencia, composicién antigénica, velocidad
de metaciclogénesis, crecimiento de epimastigotes en medios de cultivo y la susceptibilidad a agentes
quimioterapéuticoss:10.11,

El crecimiento de los epimastigotas en medios de cultivo varia en relacion al tiempo, medio de cultivo y
numero de parasitos, por ejemplo, algunas cepas de Bolivia y de Brasil presentaron picos de crecimiento
de epimastigotes en medio de cultivo 3N entre los 9 y 11 dias 10.11) de Colombia de 30 dias en medio
AGAR-LIT-BHI 8 y poblaciones aisladas de Panstrongylus chinai de Chaman (La Libertad) a los 13 a 18
dias en medio 3N 2y en s6lo cinco dias cuando se utiliz6 BHI mezclada con un extracto de maca 13.

Debido a los pocos antitripanosmas disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas:
nifurtimox y benzmidazol, comparados con antiparasitarios para otras enfermedades!+!5, se ha investigado
la efectividad de algunos aceites esenciales extraidos de plantas 617,18 asi como sustancias quimicas como
el thienyl-2-nitropropeno !°, compuestos dicationicos aromaticos 20 y violeta de genciana?!-

Teniendo en cuenta la gran heterogeneidad que presenta el parasito en relacion a sus caracteristicas
bioldgicas, las mismas que pueden variar entre distintas poblaciones de 7. cruzi de diferentes areas
geograficas o dentro de una misma zona geografica, que la presencia del parasito ha sido registrada en el
valle de Zana (Lambayeque, Pert1) 22 pero que no ha sido objeto de estudios posteriores, el presente trabajo
estuvo orientado a determinar las caracteristicas de crecimiento y susceptibilidad a diferentes
concentraciones de violeta de genciana en medio de cultivo BHI, de dos poblaciones de 7. cruzi obtenidas
de Panstrongylus chinai de Zafia-Lambayeque, Peru.

MATERIAL Y METODOS

Poblaciones de Trypanosoma cruzi

Se usaron dos poblaciones nativas de 7. cruzi denominadas arbitrariamente Tz-1 y Tz-2, obtenidas de
distintos especimenes de Panstrongylus chinai, naturalmente infectados, capturados en el valle de Zafia,
departamento de Lambayeque, Pert (6.71°LS, 79.57°L0). Los triatominos fueron alimentados con sangre
de paloma y colocados en placas petri estériles donde defecaron y las heces fueron examinadas al
microscopio invertido en busca de formas flageladas, segiin procedimientos utilizados previamente 12.13,
Cultivo in vitro de epimastigotes de 7. cruziy preparacion del inoculo

Los epimastigotas se obtuvieron a partir de sangre de ratones infectados previamente con cada poblacién
de 7. cruzi (Tz-1 y Tz-2) extraida de forma estéril e inoculada, 0.1mL, en tubos con medio bifasico BHI,
conteniendo una fase solida de agar BHI suplementada con sangre de conejo y una fase liquida constituida
por caldo BHI, y conservados a 28+=1°C13,



A partir del segundo dia de inoculados, se extrajo en condiciones de esterilidad con ayuda de una jeringa
tuberculina 0.1mL de muestra de la fase liquida del medio para realizar un recuento en camara de
Neubauer a fin de determinar la fase logaritmica de crecimiento y a parir de ésta preparar un inoculo
conteniendo 5x105 epimastigotes/mL $12.13 para cada poblacion de 7. cruzi.

Determinacion de las caracteristicas del crecimiento de epimastigotes

Una vez obtenido el indculo estandarizado por cada poblacion, se inoculd 0.05 mL de este en tubos con
medio bifasico BHI (10 por cada poblacion). A partir del segundo dia hasta el dia 24 postinoculacion se
evaluo el crecimiento extrayendo 0.1mL de la fase liquida cada 48 horas, para hacer recuento en cdmara
de Neubauer, manteniéndolos a temperaturas de 28+1°C12.13,

Evaluacion de la Susceptibilidad de las poblaciones de 7. cruzi a violeta de genciana

Para esta evaluacion se emplearon concentraciones de 0.0lug/mL, 0.1lug/mL, 1.0ug/mL, 10.0ug/mL,
100.0ug/mL de esta. Para ello las distintas concentraciones se obtuvieron afiadiendo la violeta de genciana
en caldo BHI estéril, preparandose inicialmente la concentracion de 100.0ug/mL, y a partir de estas
diluciones sucesivas para la obtencion de las restantes concentraciones. Se afiadio 4mL de caldo BHI
conteniendo cada determinada concentracion en tubos con medio agar BHI suplementado con sangre de
conejo (5 tubos/concentracion/poblacion, respectivamente).

Una vez obtenido también un in6culo estandarizado de 5x105 epimastigotes/mL, se agregoé 0.05 MI de
este, en cada de los tubos con medio BHI conteniendo las distintas concentraciones de violeta de genciana.
Ademas se tuvieron 5 tubos con medio BHI bifasico conteniendo tinicamente 0.05mL del inoculo por cada
poblacion de 7. cruzi, los cuales fueron usados como controles. Al dia 16 de inoculacién y habiendo
alcanzado la fase de maximo crecimiento en los tubos controles; se extrajo en condiciones de esterilidad
0.1mL de todos los tubos inoculados (tanto experimentales como controles), para mediante recuento en
camara de Neubauer, determinar los siguientes valores®:

Numero final de parasitos
Ndmero inicial de parasitos

Indice de crecimiento (I.C.)=

Porcentaje de crecimiento (P.C.), s6lo cuando I.C. del grupo experimental es > 1.

P-C. - I.C. de grupo exp erimental 1%100
I.C.de grupo control

Porcentaje de reduccion del crecimiento (P.R.), s6lo cuando I.C. del grupo experimental es menor a 1.

PR —100— I.C.del grupo exp erimental % 100
I.C. del grupo control
RESULTADOS

Se encontré que la fase logaritmica de crecimiento se inici6 al 4% dia de inoculaciébn en ambas
poblaciones, alcanzando un nivel maximo de 995000 epimastigotes/mL y 912000 epimastigotes/mL, para
las poblaciones Tz-1 y Tz-2, respectivamente, a los 16 dias post inoculacién en medio BHI (Fig. 1).
Respecto de la susceptibilidad a la violeta de genciana, se encontré que ambas poblaciones presentaron
susceptibilidad a las concentraciones de 10.0ug/mL y 100.0ug/mL, en el 99.9 y 100.0%, respectivamente
(Tabla 1).

DISCUSION

Como se sabe, 7.cruzi metaboliza la glucosa y otros azucares mediante la via glicolitica en condiciones
aerobicas con excrecion de acidos organicos y que para ello requiere de minerales, proteinas y vitaminas
presentes en el medio para su crecimiento, sobreviviendo en forma de epimastigotes a temperatura de 24-
28°C, a pH 7.0+ 0.2 13.1722, Muchos de estos elementos se encuentran en el medio de cultivo utilizado lo



que permitié obtener un adecuado crecimiento de las formas epimastigotes de ambas poblaciones, Tz-1 y
Tz-2, con una concentracion maxima de 995000 epimast/mL y 912000 epimast/mL, respectivamente,
valores mayores a los alcanzados por Saldafia et al 13 quienes utilizaron el mismo medio y obtuvieron, en
promedio, 155000 epimast/mL. Sin embargo con el uso de otros medios de cultivo, como el medio LIT, se
han encontrado que cepas de distintos paises pueden alcanzar valores de crecimiento mayores: entre
2°000,000 y 28°000,000 epimast/mL 8.10.15,

Tabla 1. Susceptibilidad de epimastigotes derivadas de poblaciones Tz-1y Tz-2 de Trypanosoma cruzi aisladas de
Panstrongylus chinai de Zana, Lambayeque, Pert, a violeta de genciana.

Violeta de genciana Poblacion Tz-1 Poblacion Tz-2
(ug/Ml) % C %R % C %R
0.01 97.92 0 96.50 0
0.10 83.99 0 80.24 0
1.00 36.59 0 38.58 0
10.00 0 99.99 0 99.99
100.00 0 100.00 0 100.00

(%R)= porcentajes de reduccion y (%C)= porcentajes de crecimiento, respecto a los controles.
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Fig. 1. Crecimiento de epimastigotes de las poblaciones Tz-1y Tz-2 de Trypanosoma cruzi, procedentes de Zafia-
Lambayeque-Peru, en medio de cultivo BHI.

Todo ello permite afirmar que el tipo de medio empleado es la primera razén que permite explicar los
resultados obtenidos y la sangre empleada para suplementar el medio, la segunda, ya que se ha encontrado
que algunas cepas del parasito para su Optimo crecimiento necesitan hemoglobina humana o de otra
procedencia especifica 1525 Adicionalmente, como producto del metabolismo intermediario, el parasito



produce gran cantidad de algunos acidos organicos (acetato, succinato, L-alanina, acido lactico, etanol,
glicerol) que estarian acidificando el pH del medio, aspecto que variaria en cada poblacion debido a que
cada una de ellas produciria distintas sustancias y en cantidades distintas 1325

El metabolismo de los kinetoplastidos se caracteriza por un excepcional grado de flexibilidad, hecho que
les confiere a responder adecuadamente a los cambios nutricionales drasticos; para ello, los peroxisomas
crecen y se multiplican por fision nuclear y después de ello estos organelos maduros pierden su capacidad
de incorporar proteinas adicionales, de manera que para lograr ello el organismo prepara nuevos
glicosomas adaptados a una nueva situacion: organelos con un diferente set de enzimas cuya expresion es
inducida por las alteraciones de las condiciones de crecimiento. Similarmente la degradacion de estos
organelos es inducible y selectiva, asi los glicosomas viejos son eliminados removidos por astofagial”.18,
Implicando que estas poblaciones de 7. cruzi (Tz-1 y Tz-2) tendrian un comportamiento similar de
reemplazo de los glicosomas viejos y una buena adaptabilidad a los cambios en su medio, pero al
comparar con otras poblaciones de distintos paises®!5, estarian presentando una variedad genética en la
velocidad de reemplazo de glicosomas nuevos adaptados a las nuevas condiciones del medio 18.23.25.26,

Tan involucrados en el metabolismo como los glicosomas, se hallan los reservosomas, organelos
de reserva energética presente en el parasito y que almacena macromoléculas ingeridas, las cuales pueden
ser usadas en el proceso de transformacion 23:25, lo que implicaria que el tamafo de las reservosomas en la
poblacion Tz-2 sea relativamente menor a la poblaciéon Tz-1, haciendo que el nivel de crecimiento sea un
poco menor; asimismo, observandose aun presencia de formas sanguineas en su morfologia normal asi
como en proceso de conversion a epimastigotes, durante mas dias, en la poblacion Tz-2.

Finalmente, el otro organelo implicado también en el metabolismo es el acidocalcisoma, el cual es un
organelo acumulador de energia conteniendo una gran cantidad de Ppi inorganico en vista de la presencia
de una H*- ATPasa en la membrana del acido calsisoma, jugando un papel en la regulacion del pH
citoplasmatico y como centro de la osmoregulacion del parasito 23.25.26,

La resistencia de 7.cruzi a drogas quimioterapéuticas como nifurtimox, benznidazol ademas del violeta
de genciana varia de 0% a 100% y esto puede ser relacionado a la preferencia miotropica de cepas y
predominancia de formas sanguineas gruesas, dentro de las cuales las cepas sensibles son miotropicas
como reticulotrépicas mostrando predominancia de formas delgadas, ademas, algunos aspectos como la
variacion en la absorcion y metabolismo de la droga, el estado morfologico del parasito pueden ser
implicados 41415,

El crecimiento encontrado en las tres primeras concentraciones de violeta de genciana en porcentajes
distintos y reduccion en las dos de mayor concentracidon es similar a lo hallado en la cepa GM aislada en
Brazil que presentdé un maximo crecimiento también a los 16 dias de inoculacion y presencia de
crecimiento en las mismas concentraciones del colorante (0.01, 01 y 1.0 ug/mL), asi como a las cepas
RAL y MC obtenidas en Bolivia que, a pesar de tener su pico maximo de crecimiento en dias anteriores
(entre 9 'y 11 dias de inoculacién), muestran igualmente tendencia a mantener su crecimiento en
porcentajes variables, a las mismas concentraciones del colorante !0. Esto estaria relacionado con el tipo
de parasito presente en el huésped vertebrado experimental: el modelo raton, el cual cuando se infecta con
las poblaciones obtenidas en el ambiente natural muestra predominio de las formas gruesas de
tripomastigota sanguineo 1415

A manera de conclusion, en base a los hallazgos, se podria indicar que las poblaciones investigadas en el
presente trabajo alcanzan un Optimo crecimiento méaximo al 16° dia postinoculacidon, con una fase
logaritmica estable y bastante prolongada en medio bifasico BHI, que muestran susceptibilidad alta a las
concentraciones de 10.0 ug/mL y 100.0 ug/mL de violeta de genciana. Por lo tanto, se podria recomendar



el uso de este medio en trabajos in vitro con poblaciones nativas del parasito aisladas de diferentes zonas
del pais y el uso de las concentraciones encontradas efectivas de violeta de genciana unicamente en
bancos de sangre de hospitales o como controles en la evaluacion in vitro de la susceptibilidad de
poblaciones nativas de 7. cruzi aun no investigadas a agentes quimioterapéuticos conocidos o en fase de
prueba.
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