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INTRODUCCION

La fina estructura del Trypanosoma cruzi, Chagas 1909, en varios es-
tadios de desarrollo ha sido ampliamente investigada al microscopio elec-
tronico de transmision por diversos autores, entre los cuales podemos
citar: Meyer y Poster {4), Meyer y col (5), Meyer y Queiroga (6), Sa-
nabria  (10-11-12-13), Milder v Deane (8), Inoki y col (1), Seed y col
(14), Meyer y Souza (7); lo que ha permitido identificar en este parisito,
una unidad de membrana de unos 80 a 100 A° de espesor, cubierta por
una capa ‘‘peluda’’. Debajo de esta unidad de membrana se encuentra el
periplasto .con estriaciones longitudinales que corresponden a los mi-
crotabulos, y el citoplasma contiene: el nacleo rodeado de una membrana
{(con poros), posee nucleolo y acimulos de cromatina; mitocondrias,
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ribosoma, aparato de Golgi, vacuolas, reticulo endospldsmico rugoso,
cinetoplasto, cuerpo basal y el flagelo formado por 9O pares de fibras pe-
riféricas y un par central. El flagelo estd adherido al cuerpo del pardsito
por medio de la membrana ondulante.

Estudios realizados al microscopio electrénico de transmisién por Mil-
der v Deane (8), Sanabria (12), han logrado observar en las formas epi-
mastigotas del Trypanosoma cruzi y Trypanosoma conorbini un Citos-
toma, el cual se inicia como una prolongacién del bolsillo flagelar en forma
de embudo alargado, terminando en fondo de saco en el cuerpo del fla-
gelado. Asi mismo Preston (9), describe también un citostoma en las for-
mas de cultivp del Trypanosoma riae, el cual designd con el nombre de
complejo citostoma - citofaringe.

Sin embargo, la técnica de secciones ultrafinas limita informacion
detallada sobre la morfologia externa de la membrana,

Investigaciones realizadas por Seed y col (14) en cultivo de . T7y-
panosoma cruzi, examinados al microscopio electrénico de scanning o
barrido y al microscopio electrénico de transmisién, utilizaron las técnicas
Freeze etching y réplica de carbén. Con la técnica de Freeze etching obser-
varon formas epimastigotas de superficie irregular, con depresiones que
varfan en tamafio v profundidad. Por debajo de la membrana limitante en-
contraron estriaciones microtubulares, el citoplasma contiene organelos e
inclusiones de varios tipos tales como: el nicleo, cuya membrana nuclear
presenta poros prominentes y su cromatina no se distingue ; mitocondrias.
cinetoplasto v el flagelo, el cual se encuentra unido al cuerpo del parasito
por la membrana ondulante que se muestra estrecha. Porciones del paquete
flagelar forman varillas y tienen la apariencia de un collar de varillas. La
fractura de la unidad de membrana flagelar se observo mas lisa, debido a la
falta de 7 nM de particulas, en relacién a la fractura de la membrana ci-
toplasmatica que se vio rugosa por la presencia de dichas particulas.

La técnica de réplica de carbon utilizada en ese estudio revela la forma
trypomastigota y epimastigota con superficie irregular, especialmente la
epimastigota la cual muestra ademds numerosas depresiones pronunciadas
y algunas dreas elevadas en su superficie. Observaron ademds flagelo libre y
membrana ondulante mias extendida en la célula trypomastigota.

En secciones finas transversales de formas epimastigotas, observaron

la unidad de membrana protruidas por los microtibulos subpeliculares y de
este modo causan las estriaciones visibles. En el citoplasma se observé:
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miclco con poros nucleares, mitocondrias, cinetoplasto, cuerpo basal y
flagelo libre,

Las imagenes al microscopio electronico de scanning o de barrido,
muestran las formas trypomastigotas frecuentemente en forma de *‘C’’,
aplanadas con superficie irregular y el flagelo unido al cuerpo del parésito
por una ancha membrana ondulante: ademds se observo el cinetoplasto
como una protubcrancia prominente en la regién posterior, el cuerpo basal
mas pequefio antenior ai cinetoplasto v el nacleo en el tercio medio del
cuerpo.

En cuanto a la forma epimastigota se describe redondeada y no se
visualizan estructuras internas, la parte anterior delgada con flagelo libre
corto y la parte posterior més redonda. Se encontraron formas epimasti-
gotas en proceso de division binaria.

Kongtong e Inoki  (3) observaron al microscopio electrénico de
scanning, formas epimastigotas obtenidas de cultivo difdsico y trypomas-
tigotas de la sangre vy del fluido peritoneal de ratones infectados, asi como
también de cultivo de células HELA infectadas; estos autores clasificaron
las células epimastigotas en formas delgadas y anchas.

La forma delgada con extremo posterior fino, membrana ondulante
corta y flagelos libres, microtibulos subpeliculares, cinetoplasto poco
prominente y anterior al nicleo: la forma ancha se presentd corta con ex-
tremo posterior mds obtuso. También se describen formas en division.

En trypomastigota también distinguieron formas: delgadas y anchas,
éstas nltimas de unas 15 micras de longitud encurvadas, con un cineto-
plaste prominente cerca del extremo posterior, microtdbulos subpelicu-
lares, membrana ondulante en espiral a lo largo del cuerpo y un largo
flagelo libre.

Las formas delgadas presentaron caracteristicas similares a las formas

anchas, excepto en el tamafio (20 micras de longitud) v su cuerpo que es
mas delgado.

Todas estas técnicas aportan informacién adicional para evaluar la ul-
traestructura de la superficie del pardsito.

El presente trabajo tiene por objeto realizar un estudio al microscopio
electrénico de barrido de la morfologia superficial en formas epimastigotas

de Trvpanosoma cruzi en raedio de cultivo difasico.
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MATERIAL Y METODO

La cepa de Trvpanosoma cruzi utilizada en este estudio fue suminis-
trada por la Catedra de Parasitologia de la Facultad de Medicina de ia
Universidad Centro Occidental, Barquisimeto-Venezuela, aislada en medio
de cultivo ditasico N.N.N. (Novy, Neal y Nicole) de 45 dias de sembrado.

El sobrenadante del cultivo se centrifugé a 2.400 r.p.m., durante 15
minutos a 4°C. Fl sedimento obtenido se lavé tres veces con buffer fosfato
glucosalino, centrifugado a 2.000 r.p.m., durante 5 minutos a la misma
temperatura y fijado en una solucién de glutaraldehido al 4% en buffer
cacodilato 0.1 molar, pH 7.4 a 4°C durante 17 horas. Posteriormente se
centrifugé a 3.000 r.p.m., por 10 minutos a igual ternperatura, se des-
carté el sobrenadante, y gotas del sedimento resuspendido se montaron en
membranas Millipore tipe G.8., con poros de 0.22 micras de diametros,
las cuales se introdujeron en aparato para filtracién Millipore, donde se
lavaron varias veces con buffer cacodilato 0.1 molar, pH 7.4; deshidra-
tadas en concentraciones crecientes de etanol, secadas con el método de
secado de punto critico con CO2 liguido. Finalmente las membranas se
montaron en portaobjetos de cobre con pasta electroconductora, se cu-
brieron con un bafio metdlico de oro-paladium en maquina evaporadora de
alto vacio y se observaron al microscopio electrdnico Jeol 100B con
aditamento para microscopio electrénico de barrido E.M-ASID a 20 Kv.,
obteniéndose las micrografias electrnicas para su estudio.

RESULTADOS

Las imdgenes al microscopio electrénico de barrido del Trypancsoma
cruzi en medio de cultivo difasico. muestran un predominio de formas
epimastigotas, las cuales exhibieron un cuerpo fusiforme, eéxistiendo dos
tipos: uno delgado y otro mis ensanchado, encontrdndose predominio de
éstas ultimas. (Figs. 1 v 2). El tamafio de estas formas epimastigotas oscilé
entre 9-18 micras.

Las formas epimastigotas presentaron el extremo posterior afilado y el
extremo anterior redondeado, el cual se adelgaza en el sitio de emergencia
del flagelo libre. (Fig. 1). Este flagelo se observd relativamente largo y
presento una hendidura a lo largo de su eje longitudinal. (Figs. 1-3-8).

El flagelado presentd aspecto arrollado sobre su efe longitudinal, mos-
trando el relieve correspondiente de los microtabulos subpeliculares que
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Fig. 1. Epimastigota. Forma delgada (d) con cuerpo fusiforme. Extremo an-
terior (E.A.), con flagelo libre (F.L) donde se observa una hendidura a lo largo de su
eje longitudinal (H) Cinetoplasto poco prominente (Ci). Extremo posterior afilado
(E.P). x 3.750.
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corren paralelos. (Fig.2), adquiriendo la forma epimastigota un aspecto
helicoidal.

En la superficie de aspecto irregular se visualizaron una serie de
depresiones profundas, variande en forma y tamafio que semejan orificios.
{(Fig. 3), igualmente a mayor magnificacién en algunas formas se observd
una abertura ovalada de (0.2 a 0.3 micras, que presumiblemente correspon-
da al citostoma. (Fig. 4).

El cinetoplasto se aprecia como una estructura poco prominente si-
tuada cerca de la unidén cuerpo-flagelo libre. (Figs. 1-2-5). La membrana
ondulante se observé ocasionalmente, presentandose como una estructura
laminar corta y retraida sobre s1 misma. (Fig. 6).

Se observaron algunas formas parasitarias en proceso de divisién
binaria. (Figs. 7-89). Fl primer paso lo constituye la aparicién de un
nuevo flagelo libre desarrollado paralelamente al flagelo original, ambos se
arrollan en espiral. (Fig. 7). Posteriormente se inicia la divisién del cuerpo
celular a partir del extremo anterior, notdndose una separacion gradual de
los cuerpos celulares. (Figs. 7-8), hasta culminar en el extremo posterior
en dos células hijas. (Fig. 9). El flagelo de estas células hijas también mues-
tran la hendidara extendida a lo largo de su eje longitudinal. (Figs. 7-8).

DISCUSION

En la literatura a nuestro alcance, son pocas las investigaciones
realizadas al microscopio electronico de barrido sobre la naturaleza de la
superticie del Trypanosoma cruzi y de sus formas evolutivas.

No ha sido mostrada en forma clara la estructura externa de este
flagelado, probablemente  debido a las dificultades técnicas en el proce-
samiento de la muestra.

Kongtong e Inoki (2-3) y Seed y col (14) en sus cultivos mostraron
aue ol 99% aproximadamente de los parasitos correspondian a formas
Spimastigotas vosu transicion a trypomastigotas fue rara. También obser-

varon jormas epimastigotas anchas y delgadas, predominando éstas alti-
TS,

Kn nuestra experiencia en cultivo, se observd que hay predominio de

kas lormas epimastigotas e igualmente apreciamos diferencias en el grosor,
pero con ligero predominio en las formas anchas,
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Fig. 2. Epimastigota. Forma ensanchada (E), se observa arrollada sobre su eje
fongitudinal mostrando el relieve correspondiente de los microtibulos subpelicu-
Jares (M.S.). El cinetoplasto se aprecia poco prominente (Ci). Nétese los flagelos
tibres arrollados en espiral (F.L). x 6.250.
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Fig. 3. Epimastigota con superficie irregular, se observan en su superficie
depresiones profundas (D.P) y el doble flagelo libre (F.L), con una hendidura a lo
largo de su eje longitudinal. (H). x 5.000.



Fig. 4. Epimastigota. Se observa una depresion ovalada en el cuerpo celular que
probablemente corresponde al citostoma (C) x 12.500.
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Fig. 5. Epimastigota. Se abserva el cinetoplasto poco prominante (Ci). Flagelos
libres arrollados en espiral (F.L) x 6.250.
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Fig. 6. Epimastigota. Mostrando la membrana ondulante laminar, corta
(M.O). Se observa doble flagelo libre (F.L) x 6.250
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Figs. 7-8-9. Epimastigotas. En proceso de division binaria. En la Fig. 7 ndtese
la aparicién de un nuevo flagelo libre (F.1) y el inicio de la fisién del cuerpo celular
(D.B), 1a cual contina progresando en sentido anteroposterior (D.B) Fig. 8, hasta
culminar en el extremo posterior (T.D.B.) en dos células hijas (C.H.). Fig. 9Enla
Figs. 7-8 se observa una hendidura (H) a lo largo del eje longitudinal del flagelo
libre. Figs. 7-8 x 6.250 Fig. 9 x 3.750.
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Fig.79
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‘Fn nuestras observaciones se encontraron formas epimastigotas fu-
siformes con el extremo posterior afilado y el anterior redondeado, adel-
gazindose en el sitio de emergencia del flagelo libre. Similares observa-
ciones han hecho Kongtong e Inoki (3) y Seed y col (14) en sus estudios al
microscopio electrénico scanning.

El aspecto general de la célula epimastigota del Trypanosoma cruzi en
nuestro estudio, se encontré arrollada sobre su eje longitudinal, mostrando
el relieve de los microtubulos subpeliculares, los cuales presentaron una
disposicién  paralela con un arreglo helicoidal; esta disposicién de los
microtubulos también fue descrita por Kongtong e Inoki (3).

Con la técnica de fractura por congelacién (Freeze-etching) v en sec-
ciones finas (14), se han reportado también estriaciones microtubulares
paralelas localizadas en la superficie interna, de la membrana limitante de
la célula epimastigota que protruyen en la membrana y de este modo
causan las estriaciones visibles.

Investigaciones realizadas al microscopio electrénico de transmisién
por Meyer v Poster (4), Mever y col (5), Sanabria (12), Meyer v Souza
(7), han reportado en las formas evolutivas del Trypanosoma cruzi, mi-
crotibulos subpeliculares como estriaciones finas situadas por debajo de la
membrana celular.

Milder y Deane (8), en sus hallazgos en cultivo de formas epimas-
tigotas del Trypanosoma cruzi, describen microtiibulos subpeliculares por
debajo de la membrana celular y rodeando paralelamente todo el trayecto
del tubo citostomal, mientras que Inoki y col (1), encontraron micro-
tibulos conectando el flagelo y el cinetoplasto.

Un aspecto importante que pudimos notar fue, que la forma epimas-
tigota presenté una superficie irregular, con depresiones profundas que
varian en tamafio y profundidad las cuales semejan orificios. Estos hallaz-
gos también fueron descritos por Seed y col (14) al microscopio electrénico
de scanning y con las técnicas de réplica de carbon vy fractura por con-
gelacion.

En nuestra investigacién se observg en algunas imdgenes, una aber-
tura ovalada en el cuerpo del flagelado que nos hace suponer se trate de un
citostoma, ampliamente descrito al microscopio electrénico de transmisién
por Milder y Deane (8) y Sanabria (12), para las células epimastigotas del
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Trupanosoma cruzi. Asi también Preston (9), estudiando formas de cultivo
de Trypanosoma raiae, describe un citostoma a nivel del bolsillo flagelar y
que designa con el nombre de complejo citostoma-citofaringe.

En relacién al cinetoplasto, se observ6 situado cerca de la unién cuer-
po-flagelo libre, como una estructura poco prominente, lo cual es andlogo
a la descripcién de Kongtong e Inoki (3), para las formas epimastigotas del
Trypanosoma cruzi. Para Seed y col (14), su poca visualizacién se debe a la
forma redondeada de ese flagelado.

Notamos que la membrana ondulante se observd de forma laminar,
corta v poco visible en la mayoria de las micrografias, similar a lo repor-
tado por otros autores (3-14). En preparaciones para fractura por con-
gelacion v réplica de carbon (14), también se ha descrito la membrana on-
dulante como una estructura estrecha y corta para la forma epimastigota.

Se ha demostrado que con el microscopio de luz se aprecia la forma
epimastigota del Trypanosoma cruzi, con el cuerpo alargado, cinetoplasto
o blefaroplasto anterior al nucleo, membrana ondulante corta y flagelo
libre; pero no es posible observar otras caracteristicas morfolégicas, asf
como tampoco la separaci6n del corptsculo basal y el blefaroplasto.

Nosotros logramos observar la secuencia en el proceso de la divisién
binaria, la cual involucra el crecimiento de un nuevo flagelo libre, que
corre en la misma direccién del flagelo original, encontrandose en casi
todas las micrografias arrollados en espiral. Posteriormente sigue la fisidn
binaria anteroposterior del cuerpo celular, finalizando en dos células hijas.
Este proceso de division también fue sefialado en algunas de sus fases por
Kongtong e Inoki (3) v Seed y col (14) en sus investigaciones al micros-
copio electrénico de scanning,

En nuestro estudio observamos en el flagelo de estas células epimas-
tigotas la presencia de una hendidura extendida a lo largo de su eje lon-

gitudinal, no descrita por otros autores y cuya naturaleza no sabemos
precisar.

CONCLUSIONES

1.- El microscopio electrénico de barrido es de gran utilidad para
conseguir informacién acerca de la morfologia superficial de las formas
epimastigotas del Trypanosoma cruzi.
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2.- Fsta técnica le permite al investigador observar toda la superficie
del Trypanosoma cruzi.

3.- Bl microscopio electrénico de barrido permite observar la secuen-
cia del proceso de la divisién binaria de dicha forma evolutiva.

4.- Es recomendable la combinacién de varias técnicas de estudio,
para obtener una mayor informacién sobre la organizacién y estructuras de
las membranas celulares, asi como también de sus componentes celulares.

5.- Para una mejor comprensioén de la relacién huésped-pardsito de la
enfermedad de Chagas, se recomienda el estudio detallado de la membrana
externa de Trypanosoma cruzi,

6.- El microscopio electrénico de barrido tiene el inconveniente de que
necesita personal especializado para la utilizacién del mismo.

RESUMEN

Se describe la morfologia superficial de formas epimastigotas de Try-
panosoma cruzi, cultivado en medio difasico N.N.N. (Novy, Neal y
Nicole), utilizando el microscopio electrénico de barriado.

Se observaron formas epimastigotas con cuerpo fusiforme de 9- 18
micras de longitud, con el extremo posterior afilado y el extremo anterior
redondeado, adelgazandose en el sitio de emergencia del flagelo libre, el
cual presentd una hendidura a  lo largo de su eje longitudinal,

La superficie del cuerpo, de aspecto irregular presentd una serie de
depresiones profundas, asi como también una abertura ovalada de 0.2a 0.3
micras la cual probablemente se trate de un citostoma. Se encontraron for-
mas epimastigotas arrolladas sobre su eje longitudinal, mostrando el re-
lieve correspondiente de los microtibulos subpeliculares.

1

El cinetoplasto se observé poco prominente, la membrana ondula..ce

se aprecia como una estructura laminar y corta. En relacion al proceso de

divisién binaria, observamos la aparicién de un nuevo flagelo que se arrolla

en espiral con el ya existente; posteriormente se aprecia la fision binaria

anteroposterior del cuerpo celular de la forma epimastigota, dando origen a

dos células hijas. El flagelo de estas células hijas muestra una hendidura
‘extendida a lo largo de su eje longitudinal,
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