UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
FACULTAD DE MICROBIOLOGIA

EXPRESION DE LAS GLICOPROTEINAS DE SUPERFICIE
GP82'Y GP90, INVOLUCRADAS EN LA INVASION CELULAR,
EN CEPAS COSTARRICENSES DE Trypanosoma cruzi

TRABAJO FINAL DE GRADUACION PARA OPTAR AL GRADO DE
LICENCIATURA EN MICROBIOLOGIA Y QUIMICA CLINICA

~ PRESENTADO POR
MARIA JOSE CARVAJAL CARVAJAL
CARNE A21159

COMITE ASESOR:
DR. OLGER CALDERON ARGUEDAS
DRA. SANDRA SILVA DE LA FUENTE
DR. MISAEL CHINCHILLA CARMONA

CIUDAD UNIVERSITARIA RODRIGO FACIO
SAN JOSE, COSTA RICA
2010



VICERRECTORIA DE DOCENCIA

FACULTAD DE MICROBIOLOGIA
CIUDAD UNIVERSITARIA RODRIGO FACIO

Acta de presentacién de Requisito Final de Graduacién

Sesion del Tribunal Examinador celebrada el jueves 06 de enero del
afio 2011 con el objeto de recibir el informe oral de la estudiante
MARIA JOSE CARVAJAL CARVAJAL, carné A21159, quien se acoge
al Reglamento de Trabajos Finales de Graduacién bajo la modalidad
de PRACTICA DE GRADUACION, para optar por el grado académico
de LICENCIADA EN MICROBIOLOGIA Y QUIMICA CLINICA y el
titulo profesional de DOCTORA EN MICROBIOLOGIA Y QUIMICA
CLINICA.

Estan presentes los siguientes miembros del tribunal:

Dra. Elizabeth Abrahams Sandi PRESIDENTA
Dr. Fernando Garcia Santamaria

Dr. Olger Calderén Arguedas

Dra. Maria Gabriela Solano Trejos

Dra. Sandra Silva de la Fuente

ARTICULO 1

La presidenta informa que el expediente de MARIA JOSE CARVAJAL
CARVAJAL, contiene todos los documentos de rigor, incluyendo el
recibo de pago de los derechos de graduacion. Declara que la
postulante cumplié con todos los demas requisitos del plan de estudios
correspondientes, y por lo tanto, se solicita que proceda a hacer la
exposicion.

ARTICULO 2

La postulante MARIA JOSE CARVAJAL CARVAJAL, hace la
exposicién oral de su trabajo de graduacién titulo “Expresion de las
glicoproteinas de superficie Gp82 y Gp90, involucradas en la invasién
celular, en cepas costarricenses de Trypanosoma cruzl’.




ARTICULO 3
Terminada la disertacién, los miembros del Tribunal Examinador

interrogan a la Postulante durante el tiempo reglamentario y, una vez
concluido el interrogatorio, el Tribunal se retira a deliberar.

ARTICULO 4 ()

El tribunal considera el trabajo final de graduacién satisfactorio y le
confiere la calificacion de: g?

ARTICULO 5

La presidenta del Tribunal comunica a la Postulante el resultado de la
deliberacién y la declara acreedora al grado de Licenciada en
Microbiologia y Quimica Clinica y al titulo profesional de Doctora en
Microbiologia y Quimica Clinica.

Se le indica la obligacion de presentarse al acto publico de
juramentacién al que sera oportunamente convocada. Se da lectura
al acta que firman los Miembros del Tribunal Examinador y a la

Postulante, a las THE horas.
é{%/ Q/Z’ZL&{/T Cr V)&V’l C(J\é o &
Dra. Elizabeth Abrahams Sandi Dra. Fernando Garcia Santamari
Presidenta 2 W_
Dr. Olger Calderén Arguedas DraWGﬂriela Solano Trejos
ot ke oo O
Dra. Sandra Silva de la Fuente Maria José Ca‘rvajal Ckarvajal

Postulante

(4) 4[ %;Lona& €XQmeJc»’ QO’):&)J{%O\ O)ue. el’llfqbago merece é&
t5+'ﬂcm l’).)f)\)rcha ,



DEDICATORIA

A Dios por darme fortaleza siempre,
A Pio por darme su amor y apoyo incondicional,
A mis padres, Vinicio y Rita, por su amory por creer siempre en mi.

A Pipo por siempre ser la luz de mi camino.




AGRADECIMIENTOS

A mis tutores por su dedicacion y valiosa ayuda, especialmente al Dr. Olger Calderén
quien conceptualizo el esquema fundamental del presente trabajo. y a la Dra. Sandra Silva
por todo su apoyo y carifio.

Agradezco al Dr. José Maria Gutiérrez, a la Dra. Alexandra Rucavado y a la Dra. Teresa
Escalante, del Instituto Clodomiro Picado por su desinteresada ayuda y el tiempo que
dedicaron a la confeccion de la columna de DEAE-Sepharosa, sin la cual no hubiera sido
posible llevar a cabo los ensayos posteriores. También expreso mi gratitud hacia la Dra.
Xinia Barrantes del Laboratorio de Andlisis Clinicos y Moleculares ya que su aporte fue
Jundamental durante la realizacion de los ensayos de PCR. Agradezco ademds al Dr. Luis
Alberto Morales del Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional por su valiosa ayuda en el andlisis histopatolégico.

También le doy las gracias al personal del Departamento de Parasitologia de la Facultad
de Microbiologia que generosamente contribuyeron de diversas maneras a la realizacion
del presente trabajo, entre ellos destacan la Dra. Elizabeth Abrahms, la Dra. Adriana
Troyo, el Sr. van Coronado y el Sv. Dennis Camareno.

Finalmente agradezco de manera muy especial al Dv. Rodrigo Zeledon por compartir
conmigo su extenso conocimiento y su pragmdaltica vision de la investigacion académica, y

por su generosa ayuda en la revision de este trabajo.



Vi

INDICE GENERAL

I INTRODUCCION ... I
A JUSTIFTCACION ..ottt 1
B. ANTECEDENTES ... e 4
TFYPANOSOMIA CHUZT ...ttt e, 4

Vias de TTanSIIISION .. ..ioeiiiii oottt 7
Aspectos clinicos de la enfermedad de Chagas .........ocoooiooiiiiiiieee 10

C. MARCO TEORICO........coooiiiiiiiiiiiieieisite e 12
IL HIPOTESES ....oooooiioiieiee e 15
IIE. OBJIETIVOS et ettt e 15
Objetivo General............o e, 15
Objetivos ESPecifiCos........oooooiiiiiiii e, 15
IV. METODOLOGIA ......cooii e 16
Cepas de Trypanosoma cruzi UHHZAAAS ...oo.ooiiiiiii et 16
Obtencidn de epimastigotos y tripomastigotos metaciclicoS.......ocveviiiiiiiiiiiciiiiieec e, 16
EXtraccion de ARN ...t teeeee et e et 18
PCR en Tiempo Real ..o e e 18
INTECCION €N RATOMES ..ocvoi i 20

V. RESULTADOS .ottt et e ea e e e ee e e ee e ees s 21
VI DISCUSTON ... 28

VIL BIBLIOGRAFI A < oo e 34



vii

INDICE DE ILUSTRACIONES

Figura 1. Curva de RT-PCR en tiempo real, ARn vs Namero de Ciclo, obtenida para las cuatro cepas de
Trypanosoma cruzi en estudio, en orden de Ct creciente. (A) Glicoproteina gp82 vy GAPDH,;
(B) Glicoproteina g2p90 y GAPDH. ... e 22
Figura 2. Razon de expresion de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90 respecto a la GAPDH en los
epimastigotos de 1as cepas de 7. crrzi €0 eSTUAIO. ....c.i ittt 23
Figura 3. Razoén de expresion de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90 respectoala GAPDH  en  los
tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vitro de las cepas de T cruzien estudio. ..., 24
Figura 4. Razén de la expresion normalizada de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90 de los
tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vitro respecto a los epimastigotos de las cepas de 7. cruzi en
ESTUAIO. ettt et 25
Figura 5. Hallazgos histopatolédgicos en raton C3H de 15 gr de peso infectado con la cepa TDIM/CR/2005/
Santo Domingo, via intraperitoneal. Se observa infiltrado mononuclear y un nido chagasico. Tincion con

Hematoxiling FOSING. ..o e et 27



vili

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Normalizacion de los valores de Ct de ARNm de las glicoprotecinas gp82 y gp90 de las cepas de 7.

w

CIUZT E11 BSEUAI0. oo e 2



ADNc
ADNk
ARNm
ARNr
Ct
DEAE
GAPDH
Gp82

Gp90

OAT
PCR
PGS 5:5
PGS 6:4
PS
RFLP
Rn
RT-PCR

ARn

INDICE DE ABREVIATURAS

Acido Desoxirribonucleico complementario.

Acido Desoxirribonucleico del cinetoplasto.

Acido Ribonucleico mensajero.

Acido Ribonucleico ribosomal.

Ciclo Umbral.

Dietilaminoetil.

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Glicoproteina 82.

Glicoproteina 90.

Inositol trifosfato.

Orina Artificial de Triatomino.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Tampén de Fosfatos con glucosa 1.0% p/v, pH 8.0, fuerza idnica 0.181.
Tampon de Fosfatos con glucosa 1.0% p/v, pH 8.0, fuerza iénica 0.217.
Tampon de Fosfatos pH 8.0, fuerza iénica 0.362.

Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccidn.
Notificador normalizado.

Reaccion en cadena de la polimerasa en Transcripcion reversa.

Notificador normalizado con linea basal corregida.



RESUMEN

Se han identificado varias glicoproteinas de superficie de Trypanosoma cruzi involucradas en la
adhesion e invasion celular. Dos glicoproteinas denominadas gp82 y gp90 han adquirido especial
atencién en los dltimos afios debido a que su expresidn modula la infeccién de T cruzi
especialmente a través de la mucosa gastrica. Ademas, se ha encontrado que la gp82 es altamente
immunogénica.

Se determind la expresion de la gp82 y gp90 en epimastigotos v tripomastigotos metaciclicos
obtenidos in vifro en cuatro cepas costarricenses de 7. cruzi mediante RT-PCR en tiempo real. En
los epimastigotos, los Cts para el gen constitutivo (GAPDH) fueron menores que los Cts de la gp82
y gp90. Esto indica que si hay expresion de dichas glicoproteinas, aunque es menor que la
expresion del gen constitutivo. En las formas metaciclicas la expresion de ambas glicoproteinas fue
mayor respecto a los epimastigotos, excepto para la cepa Santa Rita cuya expresion de la gp90 fue
menor respecto a los epimastigotos.

Tanto los epimastigotos como los tripomastigotos de las cepas costarricenses de 7. cruzi expresan
las glicoproteinas en estudio. Las diferencias observadas en la expresion de la gp82 y la gp90 entre
las cepas de T. cruzi reflejan un comportamiento no homogéneo de los patrones de expresion de

estas  glicoproteinas, confirmando la heterogeneidad de las cepas de 7. cruzi




I. INTRODUCCION

A. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana se distribuye en nuestro continente
desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina y Chile, encontrandose principalmente en
América Latina; sin embargo, en las Gltimas décadas se ha observado con mayor frecuencia
en los Estados Unidos, Canad4, Europa y algunos paises del Pacifico Occidental, lo que se
debe a la movilidad de la poblacion entre América Latina y el resto del mundo (Gascon,
Bern y Pinazo, 2010). Se estima que a nivel mundial existen entre 15 y 17 millones de
personas Infectadas y 90 a 100 millones de personas expucstas a la infeccion. Estudios
recientes indican que hay aproximadamente 200.000 nuevos casos y 21.000 muertes

asociadas con la enfermedad por afio (Coura y Borges-Pereira, 2010).

Esta enfermedad se encuentra dentro del grupo de enfermedades tropicales desatendidas,
las cuales se deben principalmente a agentes infecciosos que proliferan en entornos
empobrecidos, especialmente en el ambiente caluroso y himedo de los climas tropicales.
La enfermedad de Chagas se presenta en regiones donde coexiste con otras enfermedadcs
que son mas aparentes y menos silenciosas, razéon por la cual frecuentemente pasa
desapercibida como un problema de salud. Esta, mas que cualquier otra enfermedad

parasitaria, se relaciona con el pobre desarrollo economico y social. la vivienda inadecuada,




la migracion frecuente de personas, los frentes de colonizacion y la rapida urbanizacién
(Conteh et al, 2010).

Las manifestaciones y caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana varfan de una zona a otra, asi como su prevalencia. Segun las
caracteristicas epidemioldgicas se pueden distinguir cinco grupos de paises de acuerdo con
los ciclos de transmisién, la presencia de vectores y los programas de control de
transmision vectorial o transfusional. Nuestro pais se encuentra en el grupo I, junto con
Colombia y México. Dicho grupo se caracteriza por la presencia del ciclo domiciliar y
peridomiciliar, casos de cardiomiopatia chagasica crénica, ademéas de la existencia de
donadores infectados, y la carencia de programas de control o con programas de control
incipientes (Coura y Dias, 2009). En los afios 2001 y 2002, la prevalencia de anticuerpos
anti 7. cruzi en nifios escolares entre los siete y doce afos de edad se reporto entre 0,2 y
0,5% (Calvo et al, 2003). En el 2004 se realizd un estudio en los Bancos de Sangre de la
Caja Costarricense del Seguro Social, en el cual se obtuvo 0,6% de reactividad inicial y una
prevalencia de 0,08%, el porcentaje mas bajo del area Centroamericana (Torres ef al,
2004). En el 2006, un estudio realizado en nifios escolares entre los seis y doce aflos de
edad reportd una seroprevalencia de 0,1%, lo cual se atribuye a las mejores condiciones de
vida actuales que han disminuido la incidencia de la Enfermedad de Chagas en Costa Rica
(Chinchilla et al, 2006).

La enfermedad de Chagas es transmitida por varios mecanismos. La via de transmision
oral ha adquirido especial atencion en los ultimos afios ya que constituye una importante

forma de transmisién en ciertas regiones geograticas donde se han reportado




microepidemias y brotes de la enfermedad adquirida por la ingestion de alimentos
contaminados con parasitos, incluyendo el jugo de cafia y conservas (Alarcon de Noya et
al, 2010).

Se han identificado varias glicoproteinas de superficie de 7' cruzi involucradas en la
invasion celular. Recientemente dos de estas glicoproteinas, denominadas gp82 y gp90,
han adquirido especial importancia ya que se ha demostrado cémo su expresion modula la
invasion de 7. cruzi a la mucosa gastrica. Por otro lado, se ha demostrado la presencia de
transcritos de estas dos glicoproteinas en epimastigotos y tripomastigotos metaciclicos
durante la metaciclogénesis in vivo (Cordero ef al, 2008). Sin embago. poco se sabe de los
patrones de transcripcion de dichos genes en tripomastigotos metaciclicos obtenidos in
Vilro.

En Costa Rica los estudios moleculares sobre 7. cruzi son escasos. En el presente trabajo
se determind la expresion de la gp82 y gp90 mediante RT-PCR en tiempo real, en
epimastigotos y tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vitro de cepas costarricenses de
T. cruzi para evaluar los patrones de expresion de dichas glicoproteinas, y asi obtener una
vision mas completa de los factores que afectan el panorama global de la tripanosomiasis

en Costa Rica.




B. ANTECEDENTES
Trypanosoma cruzi

En 1907, mientras estaba trabajando en la profilaxis de la malaria en Lassance, Brasil, el
Dr. Carlos Chagas empez6 a observar un grupo de pacientes cuya enfermedad no
correspondia a ninguna de las etiologias conocidas en ese tiempo. Es entonces cuando
descubre el Trypanosoma cruzi en triatominos y en la sangre de un gato. Seguidamente,
lleva a cabo una serie de investigaciones en las cuales se describe la enfermedad, asi como
el parasito, los reservorios y vectores (Chagas, 1909).

Trypanosoma cruzi es un protozoario perteneciente al subreino Protozoa, filo
Sarcomastigophora,  subfilo  Mastigophora, orden  Kinetoplastida, suborden
Trypanosomatina, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, subgénero
Schizotrypanum. Una cepa de T. cruzi se define como un aislamiento del parasito obtenido
a partir de insectos vectores, mamiferos reservorios o seres humanos infectados de forma
natural. Esta suele estar compuesta por una poblacion de parasitos genéticamente
heterogénea (OMS, 2003).

T. cruzi posee tres formas morfologicas basicas: tripomastigoto, epimastigoto y amastigoto.
Estas se distinguen entre si por la posicion del cinetoplasto en relacién al nticleo y por la
presencia o ausencia de una membrana ondulante. El tripomastigoto posee el cinetoplasto
posterior al niicleo, en la porcion tltima del parasito, su flagelo sale del extremo posterior y
se dobla hacia delante, formando una membrana ondulante a lo largo de todo el parasito y

emerge en forma libre en su extremo anterior. El epimastigoto presenta el cinetoplasto en




la parte media, anterior al nucleo y el flagelo emerge de la parte media del parasito,
formando una membrana ondulante mas pequefia que la observada en los tripomastigotos.
El amastigoto es esférico de ubicacion intracelular, sin flagelo libre y el cinetoplasto se
observa como un cuerpo oscuro cerca del nucleo. Los tripanosomatidos poseen un
conjunto de microtubulos (polimeros lineares de o y B tubulina) subpeliculares que se
distribuyen en toda la membrana citoplasmica, excepto en el area donde emerge el flagelo
(saco flagelar). Estos se encuentran adosados a la membrana citoplasmica por el lado
interno conformando un citoesqueleto periférico de gran rigidez. El cinetoplasto es una
malla o red de ADN extranuclear localizada en un punto especitico de la mitocondria y
dependiendo de la especie de tripanosomatido. puede contener del 10 al 20% del ADN total
celular. El ADN del kinetoplasto esta estructurado por la concatenacion de dos tipos de
moléculas circulares de ADN: los minicirculos y los maxicirculos. Los primeros son
moléculas circulares de ADN con una longitud de 100 a 2 500 pares de bases (pb) y forman
la mayor parte de la estructura (5 000- 10 000 moléculas por célula). Estos codifican
instrucciones para ARN pequefios que participan en el procesamiento por edicion de ARN
mensajeros mitocondriales. I.os maxicirculos son moléculas mas grandes de ADN, con una
Jongitud de 30 000- 50 000 pb. Estos ultimos se encuentran en menor niimero que los
minicirculos (50 copias por célula) y representan el equivalente al ADN mitocondrial de
otros eucariontes, pues codifican instrucciones para ARNs codificadores de proteinas, ARN
ribosomales y de transferencia mitocondriales (Sousa, 1999).

La infeccién por 7. cruzi es transmitida por triatominos a méds de 100 diferentes especies de

animales mamiferos salvajes y domésticos. Los triatominos se alimentan de sangre durante



la noche y adquieren el parasito al picar a un animal infectado, ingiriendo asi los
tripomastigotos.  En el intestino del insecto los tripomastigotos se transforman en
cpimastigotos, los cuales constituyen el segundo estadio. Después de la reproduccion a
través de mitosis, los epimastigotos pasan a la ampolla rectal del vector donde se convierten
en tripomastigotos metaciclicos. Estos se cvactan a través de las heces y orina, pudiendo
infectar a un nuevo hospedador. Los tripomastigotos metaciclicos entran en el organismo a
través de excoriaciones de la piel (sitio de picada) o a través de las mucosas, invadiendo
inmediatamente las células hospederas. Dentro de las células, los tripomastigotos pierden
su flagelo y se redondean para formar amastigotos, los cuales se multiplican
intracelularmente por fision binaria.  Cuando los amastigotos llenan la célula, se
transforman en tripomastigotos, los cuales son liberados a los espacios intersticiales y al
torrente sanguineo. Iistos tiene la capacidad de infectar otras células, donde se transforman
de nuevo en amastigotos, repitiéndose indefinidamente el ciclo de infeccidén (Zeledon,
1996).

Los primeros estudios de las caracteristicas biologicas de las cepas de 7. cruzi con base en
la morfologia celular, virulencia, e histopatologia en animales permitieron la agrupacion de
dichas cepas en tres grupos o biodemes denominados I, II y III (Andrade. 1985).
Seguidamente estudios electroforéticos de isoenzimas de 7. cruzi revelaron una importante
variabilidad isoenzimatica entre los aislamientos e identificaron tres grupos importantes de
zimodemes: Z1, Z2, y Z3. Los zimodemes Z1 y Z3 predominan en el ciclo silvestre,

mientras que el Z2 estd relacionado con el ciclo doméstico (Miles et al, 1977).



El polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN del
cinetoplasto (ADNK) revelé que los aislamientos de 7. cruzi poscen caracteristicas
heterogéneas que determinan varios grupos denominados esquizodemes (Morel er al,
1980). El RFLP de gen de ARN ribosémico (ARNr) 18S permitio la clasificacion de 7.
cruzi en tres grupos denominados ribodemes 1, [1 y 111 (Clark y Pung, 1994). Por otra parte
los analisis de las secuencias génicas ¢ intergénicas del ARNr revelaron dimorfismo entre
las cepas de 7' cruzi; la amplificacion mediante PCR de una region del gen de ARNr 24Sa
produjo segmentos de 125 y 110 pares de bases que definian dos grupos principales de
cepas que se denominaron linajes. Se observd una asociacion del linaje 1 con el ciclo
doméstico, y del linaje 2 con el selvatico (Souto er al, 1996).
Con base en lo anterior, la nomenclatura de los dos grupos principales de 7. cruzi de
acuerdo con Guhl y Lazdins-Held, 2005 es:

o 7. cruzi 1, equivalente al Z1, linaje 2, unidad taxonémica discreta (DTU) 1, tipo 11l

o ribodeme I1/111.

e T cruzill, equivalente a Z2, linaje 1, DTU 2, tipo II o ribodeme 1.

Vias de Transmision

Numéricamente la transmision por vectores es la mas importante ya que es responsable de
mas del 80% de los casos. La principal especie de vector domiciliado en Costa Rica es
Triatoma dimidiata. Colonias peridomiciliares de 7. dimidiata encontradas en el pueblo de

San Rafael de Heredia confirman la tendencia del insecto de infestar areas urbanas cuando




las condiciones lo permiten. Los marsupiales, comunes en areas urbanizadas, se convierten
en animales sinantropicos, uniendo el ciclo doméstico y silvestre de 7. cruzi, con el T.
dimidiata como vector en ambos casos (Zeledon er al, 2005). Panstrongylus geniculatus es
la segunda especie selvatica mas frecuente en nuestro pais, encontrandose principalmente
en la provincia de Puntarenas y se asocia comunmente a armadillos, roedores y marsupiales
(Zeledon ef al, 2001). T dispar es la tercera especie selvatica mas comun en nuestro pais,
generalmente encontrada a mayores altitudes (Chinchilla er al, 2009), seguida por
Panstrongylus rufotuberculatus, la cual se encuentra en regiones con altitudes inferiores a
los 800 metros sobre el nivel del mar (Calderon-Arguedas ef al. 2004).

La transmision congénita de la entermedad de Chagas ocurre en mujeres embarazadas
infectadas, cuando una lesion en la placenta tavorece la penetracion de 7. cruzi hasta los
vellos del corion, donde los amastigotos se multiplican probablemente en las células de
Hofbaver e invaden la circulacion fetal, con consecuencias como aborto, muerte
intrauterina, nifios prematuros y enfermedad de Chagas aguda. La enfermedad de Chagas
congénita se caracteriza por fiebre, ictericia, anemia, crecimiento de bazo e higado y
lesiones cutaneas. También puede transmitirse por el canal de parto durante el nacimiento.
El riesgo de transmision congénita varia segun la cepa del parasito, la parasitenia de la
madre, la existencia de lestones en la placenta y la region geografica (Coura, 2007).

Los movimientos migratorios de las zonas rurales a las zonas urbanas que ocurrieron en
América Latina a partir de los afios sesenta, cambiaron las caracteristicas epidemiologicas
tradicionales de la transmision de 7' cruzi, cobrando importancia la tramision sanguinea de

T cruzi. El riesgo de transmision sanguinea depende de varios factores epidmiolégicos, asi



como del grado de parasitemia del donante, el nmimero y volumen de las tranfusiones
recibidas, el tiempo transcurrido entre la toma de sangre y la transfusion, y el estado
inmunolégico del receptor, entre otros. Actualmente, en la mayoria de los paises de
América Latina los bancos de sangre aplican pruebas a los donantes para prevenir dicha
transmision de 7. cruzi (Dias y Schofield, 1999).

Existen casos de receptores de 6rganos de donantes con enfermedad de Chagas cronica que
han sufrido enfermedad aguda y en cuya sangre se ha aislado en parasito. Esto ha ocurrido
en transplantes de corazon, médula dsea, pancreas y rifidn, siendo mas frecuente en el
ultimo caso (OMS, 2003).

Los avances en el control de poblaciones de triatominos domésticos en América del Sur,
particularmente en Brasil, han contribuido a la reduccién de dicha via de transmision (Dias
et al, 2008). En este escenario, y con el control de la transmision sanguinea, la infeccion
por via oral se ha convertido en un mecanismo importante y persistente de transmision,
como se ha visto en microepidemias y brotes de enfermedad de Chagas aguda en varios
paises (Coura, 2006). La infeccién via oral de 7. cruzi puede ocurrir por ingestion de leche
materna de madres chagasicas, carne cruda de animales intectados, alimentos contaminados
con triatominos o sus heces y alimentos impregnados con secreciones de las glandulas
anales de didélfidos (Pereira et al, 2009).

El primer brote de enfermedad de Chagas transmitida via oral publicado ocurrio en Rio
Grande do Sul, Brasil, en 1965, donde se reportaron 17 personas enfermas, de las cuales
murieron 6, después de comer en el Colegio de Agricultura de la localidad (Silva er al,

1968). Entre 1982 y el 2001 se han reportado 28 microepidemias de enfermedad de Chagas
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transmitida via oral en Brasil, con un total de 149 personas infectadas. En una de estas
microepidemias en Amapa especificamente, la transmision se atribuyé a la ingestion de
Jugo de agai contaminado con las heces de triatominos (Coura ef al, 2002). En el 2005 se
report6 un brote asociado al consumo de jugo de cafia contaminado, debido la presencia de
triatominos en los alrededores del quiosko donde se vendia dicho jugo (Pereira ef al, 2009).
En el 2006 se reportaron 94 nuevos casos de enfermedad de Chagas aguda por transmision
oral y en el 2007, un promedio de 10 nuevos casos por mes, lo que representa un
incremento anual de 2,2 nuevos casos adquiridos via oral por mes (Benchimol-Barbosa,
2010).

En Costa Rica se ha reportado la tripanosomiasis canina adquirida via oral en diferentes
lugares del pais, incluyendo el Valle Central. Los vectores infectados vuelan a las casas
atraidos por la luz y los perros los muerden. La infeccion via oral ha demostrado ser mas

efectiva que la transmision vectorial en perros de diversas razas (Montenegro e/ al, 2002).

Aspectos clinicos de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas posee tres fases clinicas: la fase aguda, la fase indeterminada y la
fase cronica. La mayoria de casos de enfermedad de Chagas aguda se detecta antes de los
15 afios; sin embargo, ésta puede producirse en cualquier edad. La fase aguda inicia
cuando 7 cruzi entra al organismo y provoca una reaccion cutdnea local en el punto de
entrada, denominada chagoma. Cuando la puerta de entrada ha sido la conjuntiva, ocurre

un edema no doloroso en los parpados y los tejidos aledafios, ademds de adenitis



preauricular, que caracteristicamente es unilateral conocido como el signo de Romafia. Los
sintomas se presentan de 1 a 2 semanas después de adquirir la infeccidn y se resuelven en 4
a 8 semanas. Estos pueden incluir fiebre, anorexia, diarrea, inflamacién de los ganglios,
hepatomegalia, esplenomegalia y miocarditis. En pacientes inmunosuprimidos dicha fase
puede ser fulminante, con dafo cardiaco y del sistema nervioso central severo (OMS,
2003).

La forma indeterminada ocuire en el 60 a 70% de los pacientes, la mayoria entre los 20 y
50 afios de edad. Dicha fase inicia de 8 a 10 semanas después de la infecciéon y usualmente
dura de 10 a 30 afios e incluso toda la vida. La parasitemia disminuye hasta niveles
indetectables, y hay presencia de anticuerpos IgG contra 7. cruzi. La infeccion puede ser
rapidamente activada durante una enfermedad severa o en condiciones de inmunosupresion
severa (Umezawa et al, 2001).

La fase crénica se presenta en aproximadamente un 30% de los casos, generalmente de 10 a
30 afios después de la infeccion inicial. Los problemas cardiacos son los mas serios y se
manifiestan principalmente como dafio al tejido muscular y parasimpatico del corazon y
trastornos en la conduccion de la sefial eléctrica del corazon, lo que produce insuficiencia
cardiaca y tromboembolias. La afectacién gastrointestinal consiste en la dilatacion del
esofago (megaesdfago) y del colon (megacolon), debido al dafio local al sistema neuronal

autonomo (Punukollu er al, 2007).



C.MARCO TEORICO

Las diferentes formas de 7. cruzi expresan varias moléculas en su superficie que interactian
con componentes del hospedero para invadir las células. En 1983 Nogueira describi6 el
efecto antifagocitico de la glicoproteina de superficie gp90 presente en tripomastigotos
sanguineos, utilizando macrofagos como la célula hospedera. Esta glicoproteina posee una
actividad glicosidasa, por lo que ejerce un efecto antifagocitico al remover residuos de
azlicar necesarios para la internalizacion del pardasito, constituyendo un mecanismo de
evasion a la internalizacion por celulas tagociticas (Nogueira, 1983).

Para que se dé la internalizacion del parasito es necesaria la movilizacion intracelular de
Ca®, tanto en el parasito como en la célula. En los tripomastigotos metaciclicos, la gp90
produce una repuesta de Ca*" de muy baja intensidad, que no favorece su internalizacion
(Ruiz et al, 1998). Por lo tanto, la gp90 modula de manera negativa la infeccion, ya que
actiia como un inhibidor de la invasién celular (Malaga y Yoshida, 2001).

En 1986 se caracterizo, mediante anticuerpos monoclonales, una glicoproteina de superficie
de 82 kDa presente en tripomastigotos metaciclicos de cuatro cepas de 7. cruzi (CL, G, Yy
Tulahuen). La glicoproteina gp82, junto con la gp35/50 son las principales glicoproteinas
de superticie de los tripomastigotos metaciclicos. Se ha demostrado que son altamente
immunogénicas ya que ratones immunizados con tripomastigotos metaciclicos inactivados
con calor producen anticuerpos que reconocen estos antigenos y lisan los tripomastigotos

metaciclicos (Teixiera y Yoshida, 1986).



La gp82 promueve la invasién celular ya que desencadena una cascada bidireccional de
sefiales, llevando a la movilizacién de Ca®" tanto dentro del parasito como en la célula
hospedera (Ruiz ef al, 1998). Durante esta cascada de sefales, en el parasito se activa la
tirosin kinasa y la fosforilacion de la pl75, asi como la fosfolipasa C que lleva a la
generacion de inositol trifosfato (IP;). Esto promueve la liberacion de Ca®" a partir del
almacén intracelular sensible a IP; (Manque er @/, 2000). En la célula hospedera, el
fosfoinositol 3-kinasa y la protein kinasa C estan involucradas en la cascada de sefiales que
culmina con la movilizacion interna de Ca’" y la consecuente desorganizacion del
citoesqueleto de actina. lo que facilita la internalizacion del parasito (Cortez et al. 2006).
Tanto la gp82 como la gp90 estan codificadas por una familia de genes parte de la
superfamilia de las transialidasas/gp85 (gp85, Tc85. TSA-1, Tt34cl, SA8S), las cuales
estan presentes en multiples copias, distribuidas en varios cromosomas en €l genoma. Esta
familia de genes puede dividirse segiin los patrones de hibridizacion obtenidos con sondas
derivadas de diferentes regiones de los genes de gp82 y gp90 (Carmo ef al, 1999). El
analisis de la secuencia de la gp90 revelaron un porcentaje de identidad de aminoacidos de
40 a 60% con la familia de las transialidasas/gp85. Por otro lado, la gp82 presentd un
porcentaje de identidad a nivel de aminoacidos de 40 a 56% con la familia de las
transialidasas/gp85 (Franco er al, 1993; Araya et al, 1994).

Un estudio realizado con cepas de Pert y Guatemala reveld tres grupos de genes gp82: A,
B y C, mediante el analisis de multiples clones de ADN a partir de PCR. Se observo un

porcentaje de homologia de 95 a 97% dentro de cada grupo y de 67-79% entre los grupos.



Es importante destacar que aunque la secuencia del sitio de unién varié entre los grupos, no
hubo ninguna diferencia a nivel funcional (Songthamwat et al, 2007).

Con el desarrollo de un ADNc para la gp90 de la cepa G, aislada de una zarigiieya en la
Amazonia, se determino mediante transferencia de Northern Blot que dicho ADNc hibrida
con un ARNm de 3 kb presente en las formas metaciclicas, mientras que la hibridacién con
el ARNm de los epimastigotos fue débil, y para los amastigotos fue negativa (Franco er al,
1993). Por otro lado, el desarrollo de un ADNc para la gp82 reveld que éste hibrida con un
ARNm de 2.2 kb presente en tripomastigotos metaciclicos; no se detectd ninguna sefial de
hibridaciéon en amastigotos, epimastigotos y tripomastigotos de cultivos (Araya ef al, 1994).
Estos andlisis de transferencia de Northern y Western Blot demostraron que la gp82 y gp90
son preferencialmente transcritas y expresadas en el estadio de tripomastigotos
metaciclicos. Estudios posteriores sobre la transcripcion de dichos genes mediante PCR
mostraron la presencia de transcritos de estas dos glicoproteinas en epimastigotos y
tripomastigotos metaciclicos durante la metaciclogénesis in vivo (Cordero ef al, 2008). Sin
embago, poco se sabe de los patrones de transcripcion de dichos genes en tripomastigotos
metaciclicos obtenidos mediante la induccion de la metaciclogénesis in vitro.

Al determinar la expresion de la gp82 vy gp90 en epimastigotos y tripomastigotos
metaciclicos obtenidos in vitro de cepas costarricenses de 7. cruzi se pretende estudiar los
patrones de transcripcion de dichas glicoproteinas y evaluar la heterogeneidad de las cepas

costarricenses de T° cruzi.



1I.  HIPOTESIS

Las cepas costarricenses de Trypanosoma cruzi expresan los genes gp82 y gp90 in

vitro que modulan la capacidad de invasion celular.

n. OBJETIVOS

Objetivo General
- Evaluar la expresion de las glicoproteinas gp82 y ¢p90 de Trypanosoma cruzi
vinculadas con la invasion celular en cepas costarricenses del parasito mediante RT-

PCR en tiempo real.

Objetivos Especificos

- Estimar la expresion de los transcriptos para las glicoproteinas de superficie gp82 y
gp90 en tripomastigotos metaciclicos inducidos “in vitro™ de las cepas en estudio.

- Estimar la expresion de los transcriptos para la gp82 y la gp90 en epimastigotos de
cultivos de las cepas en estudio.

- Evaluar las caracteristicas de patogenicidad de las cepas en estudio. mediante un
modelo in vivo, y relacionarlas con la expresion de las glicoproteinas gp82 y gp90.

- Valorar la expresion de las glicoproteinas ¢gp82 y gp90 como un criterio de

heterogeneidad en 7. cruzi.



Iv. METODOLOGIA

Cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas

Se utilizaron cuatro cepas costarricenses de 7rypanosoma cruzi facilitadas por la Dra. Idalia
Valerio del Laboratorio de Investigacion de la Universidad de Ciencias Médicas “Andrés
Vessalio Guzman” (UCIMED): TDIM/CR/2002/Santa Rita, aislada de Triatoma dimidiata
de Santa Rita de Nandayure, Guanacaste; TRUF/CR/2004/Manuel Antonio, aislada de
Panstrongylus — rufotuberculatus  del Parque = Nacional = Manuel  Antonio;
TDIM/CR/2005/Santo Domingo. aislada de 7. dimidiata de Santo Domingo de Heredia; y
TDIM/CR/2007/Desamparados. aislada de 7. dimidiata de San Ratael Abajo de
Desamparados. Las cepas se mantuvieron mediante pasajes en agar sangre 40% inclinado

con Infusion de Cerebro Corazoén al 3.7% (Tanuri er al, 1985).

Obtencion de epimastigotos y tripomastigotos metaciclicos

Para la obtencién de epimastigotos, se mantuvieron cultivos de cada cepa en la fase de
crecimiento logaritmica, segun la metodologia descrita por Camargo (1964) modificada.
Brevemente, se transfirio el volumen de parasitos para obtener una concentracion final de 1
x 10° parasitos/mL en nuevos tubos de agar, a partir de un cultivo de 7 dias. Se realizaron
pasajes de 1.0 mL a un medio nuevo cada 48 horas durante § dias. Se realizé una tincion
de Giemsa en cada pasaje para determinar el porcentaje de epimastigotos. Se utilizaron

para realizar la extraccion de ARNm los cultivos con un 100% de epimastigotos.




Los tripomastigotos metaciclicos se obtuvieron por induccion de la metaciclogénesis in
vilro segun la metodologia descrita por Contreras y colaboradores (Contreras ef al, 1985)
con algunas modificaciones. Se inocularon 1 x 10® epimastigotos procedentes de la fase de
crecimiento logaritmico. previamente centrifugados a 8 500 gravedades por 25 minutos a
10°C, en 5.0 mL de orina artificial de triatomino (OAT) (NaCl 190 mM, KCl 17 mM,
CaCl; 2 mM, MgCl 2 mM. solucion amortiguadora de fosfatos 8 mM, pH 6.0) en botellas
de cultivo celular de 25 cmr”. Estas se incubaron a 28°C por 2 horas. Seguidamente, se
concentraron los parasitos mediante centrifugacion en tubos conicos a 8 500 gravedades por
25 minutos 4°C. v se resuspendieron en 3.0 mL de OAT suplementado con L-prolina 10
mM, en botellas de cultivo celular de 25 cm. Las botellas se incubaron a 28°C por 96
horas. Una vez concluido el periodo de incubacion. se procedio a centrifugar el contenido
de las botellas en tubos conicos a 8 500 gravedades por 30 minutos a 10°C.

Los tripomastigotos metaciclicos se purificaron mediante una cromatografia de intercambio
de iones en una columna de DEAE-Sepharosa, empacada en una jeringa de 10 mL sobre
una capa de lana de vidrio y papel filtro, utilizando un tampon de fosfatos (pH 8.0, fuerza
tonica 0.362) con glucosa a una concentracion de 0.5% (p/v) (PGS 5:5), segun la
metodologia descrita por Sousa (1983) modificada. La columna se equilibrd con pasajes de
15.0 mL de PS y 15.0 mL de PGS 5:5. El botdn de parésitos se resuspendié en 1.0 mL de
PGS 5:5 y se colocd en la columna. Seguidamente se pasaron por ésta 15.0 mL de PGS 5:5
y 15.0 mL de PGS 6:4. El eluido se recolecto en alicuotas de 5.0 mL y se centrifugo a

8 500 gravedades por 30 minutos a 10°C. Se verifico la pureza del eluido mediante una



tincion de Giemsa del botén generado a partir de dicho eluido. y se determino la
concentracion de parasitos mediante un conteo en una cdmara de Neubauer. Debido a que
los tripomastigotos metaciclicos tienen una carga negativa similar a la de los
tripomastigotos sanguineos. y los epimastigotos presentan una carga negativa menor. al
pasar la mezcla por la columna de DEAE Sepharosa cargada negativamente, los
tripomastigotos se eluyen mientras que los epimastigotos se mantienen unidos a la columna
(Alvarenga y Brener, 1979). Los tripomastigotos metaciclicos se conservaron a 10°C para

la posterior extraccion de ARNm.

Extraccion de ARN

Se realizé la extraccion de ARN total a partir de 1 x 107 epimastigotos y tripomastigotos
metaciclicos respectivamente mediante el kit Maxwell®16 Cell LEV Total RNA
Purification Kit (# AS 1225, Promega, USA) segin las instrucciones del fabricante, en el
equipo Maxwell®16 System (Promega). Se determino la concentracion estimada de ARN

mediante el Nucleic dotMetric Assay (Gbiosciences, USA).

PCR en Tiempo Real

El RT-PCR se basa en la aplicaciéon de dos actividades enzimaticas separadas: primero la
generacion de una molécula de ADN complementaria al ARN blanco (ADNc), mediante
una ADN polimerasa ARN dependiente; y la posterior amplificacion del ADNc, mediante
una ADN polimerasa ADN dependiente. El PCR en tiempo real es un método cuantitativo

que monitorea una sefial fluorescente emitida durante la reaccién de amplificacion de una



secuencia blanco. Esta emision es un indicador de la produccién del amplicén en cada
ciclo del PCR y es detectada por el termociclador que la cuantifica en cada ciclo de
amplificacién (Bustin, 2004).

La sintesis de ADNc se realizo mediante el kit RevertAid™ H Minus First Strand ¢cDNA
Synthesis Kit (K#1631, Fermentas, Canada) utilizando 4 ul. de ARN de cada muestra, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para el RT-PCR en tiempo real se tomaron 2 L
del ADNec, 200 nM de iniciadores y 20uL. de SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, USA). El ADNc para la gp82 se amplifico con los iniciadores F82qRT 5'-
TGC CTC CTT CTC CGC TTCT'3 y R82¢gRT 5'-CGC TGG CCG AAT TGG A-37, segun
las secuencias de oligonucledtidos del gen gp82 (nimero de acceso de GenBank 1.14824.1,
Araya et al., 1994). El ADNc de la gp90 se amplificd con los iniciadores ABI9F 5-TCA
TGC GGT CGA TCT ATT TTT G-3"y ABI9R 5-AAT GCT TCC CTC GTA GTC TCT
TGA-3’, segun las secuencias de oligonucledtidos del gen gp90 (nmimero de acceso de
GenBank AF426132.1). Se utiliz6 como gen constitutivo la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), cuyo ADNc se amplific6 con los siguientes iniciadores: ABIGF
5-AGCGCGCGTCTAAGACTTACA-3" y ABIGR 5-TGGAGCTGCGGTTGTCATT-3".
Las reacciones se llevaron a cabo en un ABI Prism 7500 (Applied Biosystems) y se
analizaron con el software ABI Prism 7500 SDS version 2.0 utilizando el protocolo
estandar.

El umbral se define como el punto donde el sistema detecta un cambio en la fluorescencia

10 veces mayor que la media de la desviacion estandar del ruido de fondo. EI Ct
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(Threshold cycle) es el nimero de ciclos que se requieren para que la sefial fluorescente
supere dicho umbral. Se realizo una cuantificacion relativa comparando los niveles de
expresion de los genes gp82 y gp90 respecto al gen costitutivo, mediante la razén de
expresion respecto al GAPDH (Babu, 2004).

AANC . . .
A que permite analizar cambios en la

Los resultados se analizaron mediante el método 2
expresion de los genes respecto a otro. Para corregir las variaciones entre las muestras se
analiza un gen constitutivo junto con las muestras, que sirve como referencia interna contra

el cual se normalizan los demés valores para poder comparar los datos y determinar la

expresion relativa respecto a un gen (Livak y Schmittgen, 2001).

Infeccion en Ratones

Con el fin de valorar las caracteristicas de patogenicidad, para cada cepa se inocularon por
via intraperitoneal 3 ratones C3H machos de 15 g de peso, con 1 x 107 tripomastigotos
metaciclicos obtenidos a partir de la diferenciacion in vifro. Dichos ratones fueron
sangrados de la cola trisemanalmente por un periodo de 30 dias, con el fin de observar el
comportamiento de la parasitemia y relacionar estos aspectos con las expresion de las

glicoproteinas gp82 y gp90.

R
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V. RESULTADOS

Al realizar pasajes de cultivos cada 48 horas se mantuvo la fase de crecimiento logaritmico
de los epimastigotos y no se observé un incremento de las formas metaciclicas. En el tercer
pasaje se observaron alrededor de un 5% de tripomastigotos metaciclicos para la cepa Santa
Rita, un 2% para las cepas Manuel Antonio y Santo Domingo, y un 1% para la cepa
Desamparados. En el cuarto pasaje no se observaron tripomastigotos metaciclicos en
ninguna de las cepas, por lo que se escogieron dichos cultivos para realizar la extraccion de
ARNm.

Para la induccion de la metaciclogénesis, el porcentaje de tripomastigotos metaciclicos
obtenidos a las 96 horas fue variable para cada cepa. La cepa Santa Rita y Desamparados
presentaron los menores porcentajes, alrededor de 30%, mientras que las cepas Manuel
Antonio y Santo Domingo presentaron porcentajes de 45%. Al pasar la mezcla de
epimastigotos y tripomastigotos metaciclicos por la columna de DEAE-Sepharosa, se logré
una mejor separacion de los tripomastigotos utilizando el PGS 5:5.

Se Jogré extraer el ARN de 1 x 107 epimastigotos y tripomastigotos metaciclicos, en
concentraciones estimadas de 0.007 pg/pl. Por otro lado, las concentraciones estimadas de
ADNc fueron de 0.125 pg/pul. Los valores de Ct obtenidos en el PCR tiempo real para las
glicoproteinas gp82, gp90 y GAPDH se muestran en la figura 1 y el cuadro 1. Cuanto
menor sea el numero de ciclos necesarios para llegar a un nivel de fluorescencia por encima
del umbral de deteccion, mayor es la cantidad inicial de copias del gen en estudio. De

manera que el Ct es inversamente proporcional a la cantidad de ARNm en la muestra.
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Figura 1. Curva de RT-PCR en tiempo real, ARn vs Namero de Ciclo, obtenida para las cuatro cepas de
Trypanosoma cruzi en estudio. SR: cepa Santa Rita; M: cepa Manuel Antonio; SD: cepa Santo
Domingo; D: cepa Desamparados: Epi: epimastigotos: Trip: tripomastigotos metaciclicos.
(A) Glicoproteina gp82 y GAPDH, en orden de Ct creciente; (B) Glicoproteina gp90 y GAPDH, en

orden de Ct creciente.
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En los epimastigotos de las cuatro cepas la razon de expresion de las glicoproteinas gp82 y
gp90 respecto a la GAPDH fue menor a 1.00. La cepa Santa Rita presenté una razon de
expresion de la gp82 respecto al gen constitutivo de 0.93, siendo la mayor respecto a las
demas cepas. Mientras que para la gp90, la cepa Manuel Antonio presentd la mayor razoén
de expresion respecto al GADPH, siendo de 0.99. En todos los casos, la razon de expresion

de la gp90 fue mayor que la razén de la gp82 (Figura 2).
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Figura 2. Razén de expresion de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90 respecto

a la GAPDH en los epimastigotos de las cepas de 7. cruzi en estudio.

Para los tripomastigotos de las cuatro cepas en estudio la expresién de la gp82 respecto al
gen constitutivo fue mayor a 1.00, siendo mayor en la cepa Santo Domingo (1.04). La
razén de expresion de la gp90 para la cepa Santa Rita fue de 0.90, mientras que en las

demés cepas fue mayor a 1.00. La cepa Manuel Antonio presentd la mayor razon de



expresion de la g90 respecto al gen constitutivo. En general, la razén de expresion de

ambas glicoproteinas respecto al gen constitutivo fue mayor en los tripomastigotos

metaciclicos que en los epimastigotos (Figura 3).
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Figura 3. Razon de expresion de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90 respecto a la

GAPDH en los tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vitro de las cepas de T. cruzi en

estudio.

Mediante el método 2™t (LivaK y Schmittgen, 2001) se comparo la expresion de ambas

glicoproteinas en las dos formas del parasito, posterior a la normalizacion de los valores de

Ct con el gen constitutivo (GADPH). En el cuadro 1 se muestra la normalizacion de los

valores de Ct de acuerdo con el método. La expresion normalizada de gp82 (2

MACE 089)

y gp90 (IAACt gp90) de los tripomastigotos respecto a los epimastigotos se muestran en la

Figura 4.
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Cuadro 1. Normalizacion de los valores de Ct de ARNm de las glicoproteinas gp82 'y gp90 de las cepas de T

cruzi en estudio.
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TDZIS(;;(/' R/ Epimasticotos 3620 3341 3225 3.95 116 0.00 0.00
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Figura 4. Razon de la expresion normalizada de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90
de los tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vitro respecto a los epimastigotos de las

cepas de T. cruzi en estudio.
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Los tripomastigotos metaciclicos de las cuatro cepas en estudio expresan ambas
glicoproteinas en mayor cantidad que los epimastigotos (Figura 4). Los tripomastigotos de
la cepa Santa Rita expresan 56.10 veces mas la ¢p82 que los epimastigotos. mientras que la
expresion de la gp90 es similar. En los tripomastigotos de la cepa Manuel Antonio la
expresion de la gp82 y gp 90 es 7.73 y 91.14 veces mayor, respectivamente. que en los
epimastigotos. Los tripomastigotos de la cepa Santo Domingo expresan 35.75 veces mas la
gp82 que los epimastigotos. mientras que la expresion de la gp90 es 44.63 veces mayor.
Finalmente, en los tripomastigotos de la cepa Desamparados la expresion de la gp82 es
25.99 veces mayor que en los epimastigotos, y la de la gp90, es 233.94 veces mayor

La infeccion de las cepas de 7. cruzi en ratones no permitié observar parasitos en sangre. A
los 15 dias, los ratones correspondientes a las cepas Santo Domingo y Desamparados
murieron, por lo que se les procedio a extraer el corazon, el cual fue conservado en
formalina al 10% vy examinado por cl Dr. Luis Alberto Morales del Laboratorio de
Patologia, Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. En el miocardio
de ratones de la cepa Santo Domingo se observo un leve infiltrado mononuclear
perivascular y entre las fibras del miocardio, y escasos nidos chagasicos (Figura 5). En los
corazones de los ratones de la cepa Desamparados también se observd un leve infiltrado
mononuclear entre las fibras del miocardio, con escasos nidos chagasicos.

Para la cepa Manuel Antonio se observé una mortalidad de 2 de los 3 ratones, mientras que
para la cepa Santa Rita s6lo murié uno de los ratones. Debido a que los ratones de estas

altimas dos cepas que fallecieron lo hicieron durante el fin de semana, el estado de



descomposicion en el momento en que se verifico la muerte de los animales no permitié la

obtencién de material adecuado para el analisis histopatoldgico.

Figura 5. Hallazgos histopatologicos en raton C3H de 15 ¢ de peso infectado con la cepa
TDIM/CR2005 Santo Domingo. via intraperitoneal. Se observa infiltrado mononuclear

y un nido chagasico. Tincién con Hematoxilina Eosina.
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VI.  DISCUSION

En la interaccion de 7. cruzi con la célula se distinguen tres ctapas: la adhesion a la célula y
el reconocimiento, la sefalizacion y la invasion. En el estudio de dicha interaccion se
deben considerar la cepa en estudio, la forma del parasito y el tipo de célula hospedera, por
lo que los mecanismos involucrados son complejos. Dentro de las moléculas de superficie
involucradas en la adhesion y que ademas intervienen en la sefalizacion, estan las
glicoproteinas gp82 y gp90 (Souza, Carvalho y Santos, 2010), que fueron sujeto de estudio
en esta investigacion.

En los epimastigotos. los Cts para el gen constitutivo fueron menores que los Cts de la gp82
y gp90. Esto indica que s hay expresion de ambas glicoproteinas, aunque es menor que la
expresion del gen constitutivo. La razon de expresion de la gp90 siempre fue mayor que la
razon de expresion de la gp82, esto concuerda con la incapacidad de infeccion activa
observada en los epimastigotos, ya que la gp90 inhibe la entrada del parasito a la célula. Al
expresar poca gp82 la movilizacion intracelular de calcio no seria suficiente para que se dé
la infeccion de la célula. Sin embargo, se ha propuesto que en los epimastigotos los
transcritos de dichos genes no son traducidos o que dichas glicoproteinas son destruidas, ya
que no fue posible detectarlas por medio de anticuerpos (Cordero et al, 2008). En un
estudio realizado los tripomastigotos metaciclicos mostraron mecanismos que estabilizan el
ARNm de la gp82, mientras que los epimastigotos poseecn mecanismos que lo
desestabilizan. Dichos mecanimos pueden estar mediados por elementos presentes en la

region 3°-UTR de los transcriptos. En dicho estudio se demostro ademas la movilizacion
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del ARNm de la gp82 a los polisomas y su traduccién tnicamente en los tripomastigotos
metaciclicos (Gentil ef al, 2009).

En el presente estudio. los tripomastigotos metaciclicos mostraron una razén de expresion
de la gp82 respecto a la GAPDH mayor a 1. es decir, dicha glicoproteina se expresa mas
que el gen constitutivo. La expresiéon de la gp90 fue mayor a 1 para la mayoria de las
cepas, excepto para la cepa Santa Rita que fue menor a 1. Estos resultados concuerdan con
la capacidad de los tripomastigotos metaciclicos de invadir la célula y producir infeccion.
Sin embargo. en el proceso de adhesion a la célula también intervienen otras moléculas de
superficie como las mucinas (Di Noia. Sanchez v Frasch, 1995), la penetrina (Ortega-Barria
y Pereira, 1991) y la Tc85/gp85 (Colli. 2008). De igual manera, son importantes otras
moléculas que ademés de estar involucradas en la adhesion intervienen en la sefializacion,
como la gp83 (Villalta ef a/, 2001), la gp35/50 (Mortara et al, 1992), la cruzipaina (Souto-
Padron ef al, 1990; Scharfstein ef a/, 2000) y la oligopeptidasa B (Caler, 1998). De manera
que la capacidad de invasion celular y por lo tanto, de producir infeccion no dependen
unicamente de la expresion de las dos glicoproteinas estudiadas.

Al comparar la expresién de ambas glicoproteina entre las dos formas del parésito, ésta fue
mayor en los tripomastigotos metaciclicos que los epimastigotos, lo cual concuerda con la
mayor capacidad infectante de los tripomastigotos metaciclicos respecto a los
epimastigotos (Souza, Carvalho y Santos, 2010). Se observaron diferencias en los patrones
de expresién de estas formas en relacidn a los epimastigotos para las cuatro cepas. En los

tripomastigotos metaciclicos de la cepa Santa Rita la expresion de la gp82 fue la més alta,



respecto a los epimatigotos. y la expresion de la gp90 es baja. Esto sugiere que la
expresion de ambas glicoproteinas favorecerian la invasion celular.

En los tripomastigotos metaciclicos de la cepa Manuel Antonio, la diferencia de expresion
de la gp82 respecto a los epimastigotos fue menor (7.73), mientras que la diferencia de
expresion de la gp90 es considerable, siendo mayor en los primeros. Esto llevaria a pensar
que dicha cepa tendria una menor capacidad de invadir la célula, sin embargo es necesario
realizar modelos de infeccion in vivo para valorar su capacidad de producir infeccion.

En los tripomastigotos metaciclicos de la cepa Santo Domingo, la razén de expresiéon de
gp82 respecto a los epimastigotos fue la segunda mas alta. Esto explicaria la mayor
capacidad de producir infeccion en ratones que mostré esta cepa. respecto a las demds
cepas estudiadas. De manera que. la mavor expresion de la glicoproteina gp82 en los
tripomastigotos metaciclicos de esta cepa podria explicar lo observado en los modelos de
infeccién con ratones in vivo.

Para la cepa Desamparados. la expresion de la gp82 en los tripomastigotos metaciclicos ¢s
25 veces mayor que en los epimastigotos, siendo aun mayor la expresion de la gp90. Esta
cepa también produjo la muerte de los ratones infectados a pesar de la alta expresion de la
gp90, lo que sugiere que otros mecanismos de infeccion podrian verse vinculados.

Los resultados obtenidos con el RT-PCR en tiempo real confirman la heterogeneidad clonal
observada en las cepas de 7. cruzi (Tibayrenc y Ayala, 1987). Las diferencias observadas
en la expresion la gp82 y la gp90 reflejan un comportamiento no homogénco de los
patrones de expresion de las glicoproteinas, asi como de su capacidad de invasién a la

celula, siendo la expresion de transcritos de ambas glicoproteinas diferentes para cada cepa.



La expresion de la gp82 y gp90 en las cepas costarricenses de 7. cruzi podria favorecer su
transmision por via oral, ya que se ha demostrado que estas glicoproteinas modulan la
capacidad de infeccion a la mucosa gastrica. lLas cepas de 7. cruzi que expresan la gp82
pueden invadir la mucosa gastrica eficientemente, mientras que las cepas deficientes en
gp82 invaden la mucosa gastrica mediante la gp30 (Yoshida, 2009). No obstante, debido a
que la gp30 tiene baja atinidad por la mucina gastrica, se produce una menor parasitemia ya
que s6lo unos cuantos parasitos logran invadir eficientemente las células. A diferencia de
la gp82 y gp30. la gp90 posee isoformas susceptibles a la digestion péptica en el estémago.
De manera que. una cepa que exprese gp90 resistente a la pepsina va a presentar una menor
infectividad a la mucosa gastrica: mientras que si la gp90 es susceptible a la digestion
péptica a pH acido, la cepa puede ser altamente intectante luego de que se expone al
contenido gastrico (Yoshida, 2009). En este contexto de la transmision por via oral, la cepa
Santa Rita seria la mejor facultada para invadir la mucosa gastrica, debido a la alta
expresion de gp82 y baja expresion de gp90. La cepa Manuel Antonio por otro lado, seria
la menos falcultada para producir infeccion de la mucosa gastrica. Sin embargo, para
obtener un panorama mas completo de la transmision oral de estas cepas, queda aun por
estudiar la susceptibilidad a la pepsina gastrica de las isoformas de gp90 expresadas y
estudiar su capacidad de infeccion por via oral en modelos in vivo.

La capacidad de infeceion de los tripomastigotos sanguincos, tripomastigotos de cultivo 'y
de insecto de cepas costarricenses de 7. cruzi a través de 6 rutas diferentes ha sido
estudiada mediante un modelo animal murino, en el cual se infectaron ratones con

tripomastigotos de tres diferentes fuentes a través de piel intacta, piel escarificada, via oral,



32

via anal, ocular y subcutanea. En dicho estudio las formas sanguineas fueron las menos
infectantes, mientras que las formas en el insecto presentaron la mayor capacidad de
infeccion (Zeledon et al. 1977). A partir de dicho estudio y con el desarrollo de nuevos
métodos como el PCR en tiempo real. es importante estudiar la expresion de la gp82 y gp90
en los tripomastigotos metaciclicos de triatominos para determinar diferencias en los
patrones de expresion respecto a los tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vitro. En el
estudio realizado por Cordero v colaboradores (2008) se analiz6 la expresion de la gp82 y
gp90 mediante RT-PCR de metaciclicos obtenidos de las heces de triatomino. Sin
embargo. no se realizd ninguna separacion de Jos epimastigotos y tripomastigotos
metaciclicos presentes en ¢l recto del vector. de manera que no se puede asegurar que el
ARNm expresado sea exclusivamente de las formas metaciclicas. En vista de que los
epimastigotos también expresan ARNm de estas dos glicoproteinas, es necesario realizar la
separacion de las formas para obtener datos mas certeros sobre la expresion de estas
glicoproteinas en los tripomastigotos metaciclicos presentes en el vector. Por otro lado, el
estudio de la expresion de dichas glicoproteinas en los tripomastigotos sanguineos ayudaria
a aclarar el panorama de la transmisién a humanos y animales a través de la ingesta de
carne de animales infectados.

En la actualidad se est4 estudianto el desarrollo de una vacuna contra 7. cruzi utilizando un
anticuerpo contra la gp82. La opsonizacion de las formas metaciclicas con el anticuerpo
redujo su capacidad infectante, y la vacunacién intranasal con un anticuerpo recombinante
contra la gp82 indujo una respuesta immune protectora en la infeccion a través de mucosas

en un modelo murino (Eickhoft ef al, 2010).



El protocolo de PCR en tiempo real, utilizado en la presente investigacion, es un método
especifico, preciso y altamente sensible debido a que puede detectar un bajo numero de
copias del ADNc del respectivo ARNm. Seria importante realizar, paralelo a los estudios
con RT-PCR. ensayos que detecten las glicoproteinas estudiadas ya traducidas en la
superficie de los epimastigotos y tripomastigotos metaciclicos.

A partir del presente trabajo se puede concluir que tanto los epimastigotos como los
tripomastigotos metaciclicos obtenidos in vifro de las cepas costarricenses de 7. cruzi
expresan ARNm de las glicoproteinas en estudio. Dicha expresion podria estar regulada
por mecanismos post-transcripcionales y post traduccionales en estudio (Gentil ef al,
2009). Sin embargo. para tener un panorama mas claro de cémo la expresion de las
glicoproteinas gp82 y gp90 afecta la capacidad de invasion celular se deben llevar a cabo
estudios con modelos de ratones in vivo asi como ensayos con anticuerpos especificos para

dichas glicoproteinas.
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