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RESUMEN

El potencial rédox (Eh) es una propiedad fisicoquimica que presentan los solutos capaces de intercambiar electro-
nes con un electrodo inerte. El potencial rédox influye en el crecimiento bacteriano en forma independiente del
oxigeno disuelto. Es escasa la informacion disponible en relacién a cultivos in vitro de protozoarios, en particular de
Trypanosoma cruzi. Para determinar el efecto del Eh sobre los parametros de cultivos, se empled la cepa Tulahuén
0, desarrollada en medio CIEN liquido en agitacion y se ensayaron valores de Eh entre 310 mV (testigo) y 110 mV en
11 réplicas diferentes y duplicadas. Se determinaron pH, velocidad especifica de desarrollo (u), Eh, rH, velocidad de
consumo de glucosa y rendimiento. Los resultados muestran que p varia en forma directa con el Eh. Se establece
una alta correlacion (r = 0,93; P < 0,01) entre rH [rH = (Eh(v) + 0,06 pH)/0,03] y 4, manteniendo constante la concen-
tracion de oxigeno disuelto. Los otros parametros del medio no mostraron variaciones significativas. Se concluye que
variaciones en el Eh del medio de cultivo afectan en forma significativa la pdel T. cruzi y que es una variable a tener
en cuenta cuando se ensayan sustancias con probable efectos tripanocidas.
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SUMMARY

Effect of redox potential on culture parameters of Trypanosoma cruzi developed in liquid stirred media. The
redox potential (Eh) is a physico-chemical property presented by solutes able to interchange electrons with an inert
electrode. The redox potential influences bacterial growth in an independent way from dissolved oxygen. The available
information about protozoaries in vitro grown is scarce, being Trypanosoma cruzi main example. T. cruzi Tulahuén 0
strain, developed in CIEN liquid stirred media, was used to determine the Eh effect on growth parameters. Eh values
between 310 mV (reference) and 110 mV were measured in 11 different samples and by duplicate. pH, m, Eh, rH,
consume glucose rate and efficiency were determined. Results show that specific rate of development (i) varies in a
direct way with Eh. A high correlation (r = 0.93; P < 0.01) between rH (rH = Eh(v) + 0.06 pH) and p was established,
even when dissolved oxygen concentration remained constant. Other parameters in the growing medium showed no
significant variations. It is concluded that changes on Eh in the medium significantly affect of T. cruzi's growth being
a variable to take into account when potential trypanocide substances are analyzed.

Key words: Trypanosoma cruzi, redox potential, protozoaries growths

Revista Argentina de Microbiologia (2005) 37: 165-168

El potencial rédox es una propiedad fisicoquimica que
presentan la soluciones acuosas donde se encuentran
presentes solutos capaces de intercambiar electrones con
un electrodo inerte. El potencial rédox es conocido por
influir en el desarrollo bacteriano (3). Este parametro ha
sido estudiado en forma intensiva en los Ultimos afios
para conocer la naturaleza de dos fenémenos intrigantes:
1) magnitudes positivas del Eh, como consecuencia del
oxigeno disuelto en el medio, inhiben el desarrollo de la
mayoria de las bacterias anaerobias, 2) valores positi-
vos similares del Eh, logrados por la adicion de otras
sustancias quimicas al medio, pueden no afectar el de-
sarrollo microbiano (3). También, diferentes efectos de
la concentracion de oxigeno y potencial rédox en el cre-
cimiento y supervivencia de Escherichia coli, sugieren

gue ésta es afectada por el potencial rédox en forma in-
dependiente, tanto de la naturaleza del oxidante emplea-
do, como de la concentracion del oxigeno disuelto en el
medio (9, 10). Para explicar los efectos del Eh se supone
gue alguna molécula rédox interactia en la cadena de
transferencia de electrones, alterando el transporte y la
fuerza protdn motriz (2). En otros microorganismos, al
mantener el cultivo en ciertos valores del potencial rédox,
se logra blogquear la transferencia de O, desde la fase
gas a la liquida (4). Los cambios inducidos en el poten-
cial rédox, en cultivos puros de S. typhimurium, hacen
que las células sean mas o menos sensibles al stress
térmico (12) y en cultivos mezclados con otros
microorganismos Gram-negativos, dichos cambios se en-
cuentran asociados a la inhibicion del crecimiento de S.
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typhimurium por los otros competidores gram-negativos
(13). En cultivos in vitro de protozoarios, es escasa la
informacion disponible en relacion a la influencia del
potencial rédox del medio de cultivo sobre el desarrollo.
El objetivo de este trabajo es detectar si variaciones en
el valor del potencial rédox al inicio de cultivos in vitro de
Trypanosoma cruzi influyen en los parametros del culti-
vo, en condiciones de valores constantes del oxigeno
disuelto en el medio.

El medio de cultivo utilizado fue medio CIEN liquido,
de composicion semidefinida (15). Se empleé la cepa
Tulahuén 0 de T. cruzi, mantenida en medio CIEN liqui-
do, por subcultivos sucesivos. La solucion de &cido
ascorbico se prepar6 en agua bidestilada, a la concen-
tracion de 750 mmoles/l y se esteriliz6 por filtracion a
través de membrana con un tamafio de poro de 0,2 pm.
Se reparti6 en tubos y se mantuvo congelada a —20 °C
hasta su uso. La solucion de glucosa se preparé en agua
bidestilada a la concentracion de 1,6 mmol/ml y se este-
rilizé por filtracion a través de membrana con un tamafio
de poro de 0,2 um. Las medidas del potencial rédox se
realizaron con un potenciometro de estado sélido con
electrodos de Pt y de calomel. Los electrodos se vincu-
laron mediante puente salino con solucion saturada de
KCl agarizada al 2% p/V. El resultado se expres6 en mV.
El rH, mediante la expresion: rH = (Eh(v) + 0,06 pH) /0,03
(11). El recuento celular se realizé en camara de
Neubauer, sobre muestras diluidas en soluciéon de NaCl
isotonica tamponada y formolada al 1% V/V. El oxigeno
disuelto se determin6é mediante un método electrométrico,
con electrodo de Pt recubierto con membrana de teflén,
empleando una solucion de KCl saturada y luego diluida
al %2 y un electrodo de referencia de calomel. El electro-
do fue calibrado en una operacion previa. Para la deter-
minacion de glucosa se utilizé un kit de diagnostico de
glucosa por el método enziméatico (Glicemia enzimética.
Wiener Lab. Rosario, Argentina) sobre una muestra de
medio de cultivo previamente centrifugado. Para las
medidas de pH se empleé un pHmetro, con electrodos
de vidrio y de Ag/AgCl. El medio de cultivo se prepar6 en
un solo batch, se repartieron 50 ml en cada frasco
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad y se esterilizé a 0,5
atm, 15 min. Luego se adicionaron 5% V/V de suero fetal
bovino y la cantidad de glucosa necesaria para una con-
centracion final de 33 mmol/l. El &cido ascorbico se adi-
ciono de 1,5 a 15 pmol/ml en una serie de 10 frascos
Erlenmeyers. A uno no se le adicioné el acido ascorbico,
obrando como testigo. Los frascos Erlenmeyers se ino-
cularon con epimastigotes de T. cruzi, provenientes de
un mismo pool, con una densidad final del orden de 10”
cél/ml. Se incubaron en agitador rotativo a 100 rpm, du-
rante 72 hs. a 28 °C. Se tomaron 5 ml de muestra cada
24 hs., a partir del tiempo cero hasta las 72 hs. Una parte
alicuota de la muestra se destin6 a recuento celular. La
otra parte se centrifugé a 2000 rpm durante 30 min. El
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sobrenadante se destiné a las otras determinaciones. El
ensayo se realiz6 por duplicado.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos.
El valor del rH desciende en relacion con la cantidad de
acido ascorbico agregado, con una pendiente de - 0,476
rH ml (1 mol &cido ascérbico)?* en el rango ensayado. La
velocidad especifica de desarrollo (u) del T. cruzi, deter-
minada entre tiempo cero y 72 hs. de cultivo, disminuye
a medida que el potencial rédox inicial se aleja de los
valores del cultivo testigo. Existe una correlacion alta entre
los valores del rH y los de la velocidad especifica de de-
sarrollo. El coeficiente de correlacion esr = 0,93, (P <
0,01). El rendimiento de células producidas por pumol de
glucosa consumida (y) decrece con la adicion de &cido
ascorbico con una pendiente de - 0,00515x107 cél prod
ml (1 mol gluc. cons. pmol ac ascorb)* y el coeficiente de
correlacion con el rtH es r = 0,385 (P > 0,05), pequefio
para acreditar una correlacién valida. La velocidad de
consumo de glucosa (p) por las células de T. cruzi no
cambia al variar los valores del rH. El valor medio de la
velocidad de consumo de glucosa, v = 0,664 pmol glu-
cosa cons.(107 cél 24 hs.)?, es similar al que se obtiene
para el testigo. Se podria estimar que los cambios en el
rH del medio no alteran el metabolismo de la glucosa en
el T. cruzi. Es oportuno aclarar que los cambios en los
parametros del cultivo considerados no se encuentran
asociados a la concentracion de oxigeno disuelto en el
medio, cuyo valor para el ensayo se mantuvo en C_, =
247,6 * 23 nmol O,/ ml. La velocidad especifica de de-
sarrollo disminuye de 0,210 hs.? a 0,145 hs.? con los 2
primeros agregados de acido ascarbico (rH 23,5y rH 24,3),
siguiendo una recta con pendiente —2,1x 102 hs.ml (u
mol &c. asc.)’. Se puede observar que para los agrega-
dos subsiguientes de acido ascorbico, los cambios de p
son menos marcados y siguen una recta con pendiente
- 8,3x10* hs* ml (umol &c. asc.)* (Fig. 1). La variacion en
los valores del rH del medio, en el rango estudiado, no
es deletérea para el T. cruzi, pero todo indica que tiene
efectos sobre la fisiologia celular al afectar la velocidad
especifica de desarrollo. Se concluye que los cambios
en el potencial rédox, al inicio del cultivo, afectan en par-
ticular a la velocidad especifica de desarrollo del T. cruzi
en las condiciones del experimento, no asi a los otros
parametros del cultivo. EI T. cruzi es el agente etiolégico
de la enfermedad de Chagas. Las drogas tripanocidas
en uso tienen efectos secundarios nocivos, agregado a
la resistencia del parasito a las mismas (17, 18). En la
actualidad, distintos productos vegetales estan siendo
analizados, in vitro e in vivo, por su potencial efecto
inhibidor de la multiplicacion celular de T. cruziy de otros
patégenos humanos (1, 7). Estimamos que los cambios
en el comportamiento del T. cruzi, al variar el potencial
rédox del medio de cultivo, pueden ser de utilidad al eva-
luar los efectos sobre los parametros del cultivo, in vitro,
cuando se ensayan extractos crudos de vegetales u otras
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Tabla 1. Resultados obtenidos de la velocidad especifica de desarrollo, pH, velocidad especifica de consumo de glucosa,
rendimiento, potencial rédox, y rH, al adicionar &cido ascorbico, al inicio, en una serie de 1,5 a 15 pmol/ml, al medio de
cultivo de T. cruzi, cepa Tulahuén O.

Los valores de la tabla corresponden al promedio de 2 ensayos realizados en forma simultanea.

Acido pH u E, rH v y
ascorbico _ mmol gluc.cons./10” 107Cél prod/umol
0 hs. 24 hs. cél 24 hs. glucosa cons.

pmol/ ml 0 hs. Célula prod. mV mV 0 hs.

/cél. 24 hs
0,0 7,20 0,210 310 250 24,73 0,66 0,318
15 7,25 0,185 280 235 23,73 0,64 0,286
3,0 7,25 0,143 300 240 24,50 1,04 0,137
4,5 7,20 0,172 290 230 24,06 0,50 0,334
6,0 7,25 0,147 230 170 22,16 0,59 0,249
7,5 7,25 0,142 160 80 19,83 0,62 0,197
9,0 7,20 0,148 150 75 19,40 0,59 0,251
10,5 7,20 0,140 170 100 20,06 0,60 0,233
12,0 7,15 0,158 140 70 18,96 0,69 0,229
13,5 7,15 0,140 110 55 17,96 0,68 0,206
15,0 7,10 0,136 101 50 17,58 0,69 0,197
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Figura 1. Variacion de la velocidad especifica de desarrollo y el rH al inicio del cultivo de
epimastigotes de T. cruzi en funcién de la cantidad de &cido ascérbico agregado al medio
de cultivo.

sustancias, en la busqueda de productos tripanocidas.
Por otra parte, en los tripanosomaéatidos, en forma similar
a otros organismos de metabolismo aerobio, los feno-
menos de oxirreduccion intracelular se relacionan con
una variada gama de procesos, como la detoxificacion
de hidroperéxidos (5, 16), la sintesis de ADN (6, 14), la
activacion de enzimas y de los factores de transcripcion

(8), etc. En consecuencia, seria de importancia evaluar
las modificaciones que podrian producirse en estos
metabolismos al modificarse el potencial rédox extrace-
lular.
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