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RESUMEN 

Se han identificado varias glicoproteínas de superficie de T1ypcmosoma cruzi involucradas en la 

adhesión e invasión celular. Dos glicoproteínas denominadas gp82 y gp90 han adquirido especial 

atención en los últimos años debido a que su expresión modula la infección de T cruzi, 

especialmente a través de la mucosa gástrica. Además, se ha encontrado que la gp82 es altamente 

immunogénica. 

Se determinó la expresión de la gp82 y gp90 en epimastigotos y tripomastigotos metacíclicos 

obtenidos in vitro en cuatro cepas costarricenses de T 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 sí hay expresión de dichas glicoproteínas, aunque es menor que la 

expresión del gen constitutivo. En las formas metacíclicas la expresión de ambas glicoproteínas fue 

mayor respecto a los epimastigotos, excepto para la cepa Santa Rita cuya expresión de la gp90 fue 

menor respecto a los epimastigotos. 

Tanto los epimastigotos como los tripomastigotos de las cepas costarricenses de T. cruzi expresan 

las glicoproteínas en estudio. Las diferencias observadas en la expresión de la gp82 y la gp90 entre 

las cepas de T cruzi reflejan un compo1iamiento no homogéneo de los patrones de expresión de 

estas glicoproteínas, confirmando la heterogeneidad de las cepas de T. cruz,. 



l. INTRODUCCIÓN 

A. JUSTIFICACIÓN 

La enfennedad de Chagas o tripanosomiasis americana se distribuye en nuestro continente 

desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina y Chile, encontrándose principalmente en 

América Latina; sin embargo, en las últimas décadas se ha observado con mayor frecuencia 

en los Estados Unidos, Canadá, Europa y algunos países del Pacífico Occidental, lo que se 

debe a la movilidad de la población entre América Latina y el resto del mundo (Gascon, 

Bern y Pinazo, 201 O). Se estima que a nivel mundial existen entre 15 y 17 millones de 

personas infectadas y 90 a 100 millones de personas expuestas a la infección. Estudios 

recientes indican que hay aproximadamente 200.000 nuevos casos y 21.000 mueries 

asociadas con la enfermedad por año (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 húmedo de los climas tropicales. 

La enfermedad de Chagas se presenta en regiones donde coexiste con otras enfennedadcs 

que son más aparentes y menos silenciosas, razón por la cual frecuentemente pasa 

desapercibida como un problema de salud. Ésta, más que cualquier otra enfermedad 

parasitaria, se relaciona con el pobre desarrollo económico y social, la vivienda inadecuada, 
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la migración frecuente de personas, los frentes de colonización y la rápida urbanización 

(Conteh et al, 201 O). 

Las manifestaciones y características epidemiológicas de la enfermedad de Chagas o 

tripanosomiasis americana varían de una zona a otra, así como su prevalencia. Según las 

características epidemiológicas se pueden distinguir cinco grupos de países de acuerdo con 

los ciclos de transmisión. la presencia de vectores y los programas de control de 

transmisión vectorial o transfüsional. Nuestro país se encuentra en el grupo II, junto con 

Colombia y México. Dicho grupo se caracteriza por la presencia del ciclo domiciliar y 

peridomiciliar, casos de cardiomiopatía chagásica crónica, además 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 años 2001 y 2002, la prevalencia de anticuerpos 

anti T. cruzi en niños escolares entre los siete y doce años de edad se reportó entre 0,2 y 

0,5% (Calvo et al, 2003). En el 2004 se realizó 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 más bajo del área Centroamericana (Torres et al, 

2004). En el 2006, un estudio realizado en niños escolares entre los seis y doce años de 

edad reportó una seroprevalencia de O, 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 el al, 2006). 

La enfermedad de Chagas es transmitida por varios mecanismos. La vía de transmisión 

oral ha adquirido especial atención en los últimos años ya que constituye una importante 

forma de transmisión en ciertas regiones geográficas donde se han reportado 
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microepidemias y brotes de la enfermedad adquirida por la ingestión de alimentos 

contaminados con parásitos, incluyendo el jugo de caña y conservas (Alarcón de Noya et 

al, 201 O). 

Se han identificado vanas glicoproteínas de superficie de T cruzi involucradas en la 

invasión celular. Recientemente dos de estas glicoproteínas, denominadas gp82 y gp90, 

han adquirido especial importancia ya que se ha demostrado cómo su expresión modula la 

invasión de T. cruzi a la mucosa gástrica. Por otro lado, se ha demostrado la presencia de 

transcritos de estas dos glicoproteínas en epimastigotos y tripomastigotos metacíclicos 

durante la metaciclogénesis in rim (Cordero et al. 2008). Sin embago. poco se sabe de los 

patrones de transcripción de dichos genes en tripomastigotos metacíclicos obtenidos in 

vitro. 

En Costa Rica los estudios moleculares sobre T. cruzi son escasos. En el presente trabajo 

se determinó la expresión de la gp82 y gp90 mediante RT-PCR en tiempo real, en 

epimastigotos y tripomastigotos metacíclicos obtenidos in vitro de cepas costarricenses de 

T. cruzi para evaluar los patrones de expresión de dichas glicoproteínas, y así obtener una 

visión más completa de los factores que afectan el panorama global de la tripanosomiasis 

en Costa Rica. 
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B. ANTECEDENTES 

Trypanosoma cruzi 

En 1907, mientras estaba trabajando en la profilaxis de la malaria en Lassance, Brasil, el 

Dr. Carlos Chagas empezó a observar un grupo de pacientes cuya enfermedad no 

correspondía a ninguna de las etiologías 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, así como 

el parásito, los reservorios y vectores (Chagas, 1909). 

Trypanosoma cruzz 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 parásito obtenido 

a partir de insectos vectores, mamíferos reservorios o seres humanos infectados de forma 

natural. Ésta suele estar compuesta por una población de parásitos genéticamente 

heterogénea (OMS, 2003). 

T cruzi posee tres formas morfológicas básicas: tripomastigoto, epimastigoto y amastigoto. 

Éstas se distinguen entre sí por la posición del einetoplasto en relación al núcleo y por la 

presencia o ausencia de una membrana ondulante. El tripomastigoto posee el cinetoplasto 

posterior al núcleo, en la porción última del parásito, su flagelo sale del extremo posterior y 

se dobla hacia delante, formando una membrana ondulante a lo largo de todo el parásito y 

emerge en forma libre en su extremo anterior. El epimastigoto presenta el cinetoplasto en 
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la parte media, anterior al núcleo y el flagelo emerge de la parte media del parásito, 

formando una membrana ondulante más pequeña que la observada en los tripomastigotos. 

El amastigoto es esférico de ubicación intracelular, sin flagelo libre y el cinetoplasto se 

observa como un cuerpo oscuro cerca del núcleo. Los tripanosomátidos poseen un 

conjunto de microtúbulos (polímeros lineares de a y ~ tubulina) subpeliculares que se 

distribuyen en toda la membrana citoplásmica, excepto en el área donde emerge el flagelo 

(saco flagelar). Éstos se encuentran adosados a la membrana citoplásmica 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 específico de la mitocondria y 

dependiendo de la especie de tripanosomátido. puede contener del 1 O al 20% del ADN total 

celular. El ADN del kinetoplasto está estructurado por la concatenación de dos tipos de 

moléculas circulares de ADN: los minicírculos y los maxicírculos. 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- 1 O 000 moléculas por célula). Éstos codifican 

instrucciones para ARN pequeños que participan en el procesamiento por edición de ARN 

mensajeros mitocondriales. Los maxicírculos son moléculas más grandes de ADN, con una 

longitud de 30 000- 50 000 pb. Éstos últimos se encuentran en menor número que los 

minicírculos (50 copias por célula) y representan el equivalente al ADN mitocondrial de 

otros eucariontes, pues codifican instrucciones para ARNs codificadores de proteínas, ARN 

ribosomales y de transferencia mitocondriales (Sousa, 1999). 

La infección por T cruzi es transmitida por tri ato minos a más de 100 diferentes especies de 

animales mamíferos salvajes y domésticos. Los triatorninos se alimentan de sangre durante 
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la noche y adquieren el parásito al picar a un animal infectado, ingiriendo así los 

tripomastigotos. En el intestino del insecto los tripomastigotos se transforman en 

epimastigotos, los cuales constituyen el segundo estadio. Después de la reproducción a 

través de mitosis, los epimastigotos pasan a la ampolla rectal del vector donde se convierten 

en tripomastigotos rnetacíclicos. Éstos se evacúan a través de las heces y orina, pudiendo 

infectar a un nuevo hospedador. Los tripomastigotos metacíclicos 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 fisión binaria. Cuando los amastigotos llenan la célula, se 

transfonnan en tripomastigotos, los cuales son liberados a los espacios intersticiales y al 

torrente sanguíneo. Éstos tiene la capacidad de infectar otras células, donde se transforman 

de nuevo en amastigotos, repitiéndose indefinidamente el ciclo de infección (Zeledón, 

1996). 

Los primeros estudios de las características biológicas de las cepas de T cruzi con base en 

la morfología celular, virulencia, e histopatología en animales permitieron la agrupación de 

dichas cepas en tres grupos o biodemes denominados I, IJ y III (Anclrade. 1985). 

Seguidamente estudios electroforéticos de isoenzimas de T cruzi revelaron una importante 

variabilidad isoenzimática entre los aislamientos e identificaron tres grupos impo1iantes de 

zimodemes: ZL Z2, y Z3. Los zimodemes Zl y Z3 predominan en el ciclo silvestre, 

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



El polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) del ADN del 

cinetoplasto (ADNk) reveló que los aislamientos de T. cruzi poseen características 

heterogéneas que determinan varios grupos denominados esquizodemes (More! et al, 

1980). El RFLP de gen de ARN ribosómico (ARNr) l 8S permitió la clasificación de T. 

cruzi en tres grupos denominados ribodemcs I, II y III (Clark y Pung, 1994). Por otra parte 

los análisis de las secuencias génicas e intergénicas del ARNr revelaron dimorfismo entre 

las cepas de T cruzi; la amplificación mediante PCR de una región del gen de ARNr 24Sa 

produjo segmentos de 125 y 11 O pares de bases que definían dos grupos principales de 

cepas que se denominaron linajes. Se observó una asociación del linaje 1 con el ciclo 

doméstico, y del linaje 2 con el selvático (Souto et al, 1996). 

Con base en lo anterior, la nomenclatura de los dos grupos principales de T. cruzz de 

acuerdo con Guhl y Lazdins-Held, 2005 es: 

• T cruzi I, equivalente al Zl, linaje 2, unidad taxonómica discreta (DTU) 1, tipo III 

o ribodeme II/III. 

• T. cruzi II, equivalente a Z2, linaje 1, DTU 2, tipo II o ribodeme l. 

Vías de Transmisión 

Numéricamente la transmisión por vectores es la más importante ya que es responsable de 

más del 80% de los casos. La principal especie de vector domiciliado en Costa Rica es 

Triatoma dimidia/a. Colonias peridomiciliares de T. dimidia/u encontradas en el pueblo de 

San Rafael de Hcredia confirman la tendencia del insecto de infestar áreas urbanas cuando 
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las condiciones lo penniten. Los marsupiales, comunes en áreas urbanizadas, se convierten 

en animales sinantrópicos, uniendo el ciclo doméstico y silvestre de T cruzi, con el T 

dimidiara como vector en ambos casos (Zeledón et al, 2005). Panstrongylus geniculatus es 

la segunda especie selvática más frecuente en nuestro país, encontrándose principalmente 

en la provincia de Puntarcnas y se asocia comúnmente a armadillos, roedores y marsupiales 

(Zeledón et al, 2001 ). T dfapar es la tercera especie selvática más común en nuestro país, 

generalmente encontrada a mayores altitudes (Chinchilla et al, 2009), seguida por 

Panstrongylus rufotubercu/atus, la cual se encuentra en regiones con altitudes inferiores a 

los 800 metros sobre el nivel del mar (Calderón-Arguedas et o!. 2004 ). 

La transmisión congénita de la enfermedad de Chagas ocurre en mujeres embarazadas 

infectadas, cuando una lesión en la placenta favorece la penetración de T cnci hasta los 

vellos del corión, donde los amastigotos se multiplican probablemente en las células de 

Hoibauer e invaden la circulación fetal, con consecuencias como aborto, muerte 

intrauterina, niños prematuros y enfermedad de Chagas aguda. La enfermedad de Chagas 

congénita se caracteriza por fiebre, ictericia, anemia, crecimiento de bazo e hígado y 

lesiones cutáneas. También puede transmitirse por el canal de parto durante el nacimiento. 

El riesgo de transmisión congénita varía según la cepa del parásito, la parasitemia de la 

madre, la existencia de lesiones en la placenta y la región geográfica (Coura, 2007). 

Los movimientos migratorios de las zonas rurales a las zonas urbanas que ocurrieron en 

América Latina a partir de los años sesenta, cambiaron las características epidemiológicas 

tradicionales de la transmisión de T cruzi, cobrando importancia la tramisión sanguínea de 

T cruzi. El riesgo de transmisión sanguínea depende de varios factores epidmiológicos, así 



9 

como del grado de parasitemia del donante, el número y volumen de las tranfusiones 

recibidas, el tiempo transcurrido entre la toma de sangre y la transfusión, y el estado 

inmunológico del receptor, entre otros. Actualmente, en la mayoría de los países de 

América Latina los bancos de sangre aplican pruebas a los donantes para prevenir dicha 

transmisión de T. cruzi (Dias y Schofield, 1999). 

Existen casos de receptores de órganos de donantes con enfermedad de Chagas crónica que 

han sufrido enfermedad aguda y en cuya sangre se ha aislado en parásito. Esto ha ocurrido 

en transplantes de corazón, médula ósea, páncreas y riñón, siendo más frecuente en el 

último caso (OMS, 2003). 

Los avances en el control de poblaciones de tríatominos domésticos en América del Sur, 

particulam1ente en Brasil, han contribuido a la reducción de dicha vía de transmisión (Dias 

et al, 2008). En este escenario, y con el control de la transmisión sanguínea, la infección 

por vía oral se ha conve1iido en un mecanismo importante y persistente de transmisión, 

como se ha visto en microepidemias y brotes de enfermedad de Chagas aguda en varios 

países (Coura, 2006). La infección vía oral de T cruzi puede ocurrir por ingestión de leche 

materna de madres chagásicas, carne cruda de animales infectados, alimentos contaminados 

con triatominos o sus heces y alimentos impregnados con secreciones de las glándulas 

anales de didélfidos (Pereira et al, 2009). 

El primer brote de enfermedad de Chagas transmitida vía oral publicado ocurrió 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 et al, 

1968). Entre 1982 y el 2001 se han reportado 28 microepidemias de enfermedad de Chagas 
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transmitida vía oral en Brasil, con un total de 149 personas infectadas. En una de estas 

microepidemias en Amapa específicamente, la transmisión se atribuyó a la ingestión de 

jugo de ac;ai contaminado con las heces de triatominos (Coma et al, 2002). En el 2005 se 

reportó un brote asociado al consumo de jugo de caña contaminado, debido la presencia de 

triatominos en los alrededores del quiosko donde se vendía dicho jugo (Pereira et al, 2009). 

En el 2006 se reportaron 94 nuevos casos de enfermedad de Chagas aguda por transmisión 

oral y en el 2007, un promedio de 1 O nuevos casos por mes, lo que representa un 

incremento anual de 2,2 nuevos casos adquiridos vía oral por mes (Benchimol-Barbosa, 

2010). 

En Costa Rica se ha reportado la tripanosomiasis canina adquirida vía oral en diferentes 

lugares del país, incluyendo el Valle Central. Los vectores infectados vuelan a las casas 

atraídos por la luz y los perros los muerden. La infección vía oral ha demostrado ser más 

efectiva que la transmisión vectorial en perros de diversas razas (Montenegro et al, 2002). 

Aspectos clínicos de la enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas posee tres fases clínicas: la fase aguda, la fase indeterminada y la 

fase crónica. La mayoría de casos de enfermedad de Chagas aguda se detecta antes de los 

15 años; sin embargo, ésta puede producirse en cualquier edad. La fase aguda inicia 

cuando T cruzi entra al organismo y provoca una reacción cutánea local en el punto de 

entrada, denominada chagoma. Cuando la puerta de entrada ha sido la conjuntiva, ocurre 

un edema no doloroso en los párpados y los tejidos aledaños, además de adenitis 
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preauricular, que característicamente es unilateral conocido como el signo de Romaña. Los 

síntomas se presentan de 1 a 2 semanas después de adquirir la infección y se resuelven en 4 

a 8 semanas. Éstos pueden incluir fiebre, anorexia, diarrea, inflamación de los ganglios, 

hepatomegalia, esplenomegalia y miocarditis. En pacientes inmunosuprimidos dicha fase 

puede ser fulminante, con daño cardiaco y del sistema nervioso central severo (OMS, 

2003). 

La forma indeterminada ocrnTe en el 60 a 70% de los pacientes, la mayoría entre los 20 y 

50 años de edad. Dicha fase inicia de 8 a 1 O semanas después de la infección y usualmente 

dura de 1 O a 30 años e incluso toda la vida. La parasitemia disminuye hasta niveles 

indetectables, y hay presencia de anticuerpos IgG contra T. cruzi. La infección puede ser 

rápidamente activada durante una enfermedad severa o en condiciones de inmunosupresión 

severa (Umezawa et al, 2001 ). 

La fase crónica se presenta en aproximadamente un 30% de los casos, generalmente de I O a 

30 años después de la infección inicial. Los problemas cardiacos son los más serios y se 

manifiestan principalmente como daño al tejido muscular y parasimpático del corazón y 

trastornos en la conducción de la señal eléctrica del corazón, lo que produce insuficiencia 

cardiaca y tromboembolias. La afectación gastrointestinal consiste en la dilatación del 

esófago (megaesófago) y del colon (megacolon), debido al daño local al sistema neuronal 

autónomo (Punukollu et al, 2007). 
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C. MARCO TEÓRICO 

Las diferentes formas de T. cruzi expresan varias moléculas en su superficie que interactúan 

con componentes del hospedero para invadir las células. En 1983 Nogueira describió el 

efecto antifagocítico de la glicoproteína de superficie gp90 presente en tripomastigotos 

sanguíneos, utilizando macrófagos como la célula hospedera. Esta glicoproteína posee una 

actividad glicosidasa, por lo que ejerce un efecto antifagocítico al remover residuos de 

azúcar necesarios para la internalización del parásito, constituyendo un mecanismo de 

evasión a la internalización por celulas fagocíticas (Nogueira, 1983). 

Para que se dé la intemalización del parásito es necesaria la movilización intracelular de 

ca2+, tanto en el parásito como en la célula. En los tripomastigotos metacíclicos, la gp90 

produce una repuesta de Ca2
+ de muy baja intensidad, que no favorece su intemalización 

(Ruiz et al, 1998). Por lo tanto, la gp90 modula de manera negativa la infección, ya que 

actúa como un inhibidor de la invasión celular (Málaga y Y oshida, 2001 ). 

En 1986 se caracterizó, mediante anticuerpos monoclonales, una glicoproteína de superficie 

de 82 kDa presente en tripomastigotos metacíclicos de cuatro cepas de T. cruzi (CL, G, Y y 

Tu!ahuen). La glicoproteína gp82, junto con la gp35/50 son las principales glicoproteínas 

de superficie de los tripomastigotos metacíclicos. Se ha demostrado que son altamente 

immunogénicas ya que ratones immunizados con tripomastigotos metacíclicos inactivados 

con calor producen anticuerpos que reconocen estos antígenos y lisan los tripomastigotos 

metacíclicos (Teixiera y Yoshida, 1986). 
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La gp82 promueve la invasión celular ya que desencadena una cascada bidireccional de 

señales, llevando a la movilización de Ca2
+ tanto dentro del parásito como en la célula 

hospedera (Ruiz et al, 1998). Durante esta cascada de señales, en el parásito se activa la 

tirosin kinasa y la fosforilación de la pl 75, así como la fosfolipasa C que lleva a la 

generación de inositol trifosfato (IP3). Esto promueve la liberación de Ca2
+ a partir del 

almacén intracelular sensible a IP3 (Manque et al. 2000). En la célula hospedera, el 

fosfoinositol 3-kinasa y la protein kinasa C están involucradas en la cascada de señales que 

culmina con la movilización interna de Ca2
+ y la consecuente desorganización del 

citoesqueleto de actina, lo que facilita la internalización del parásito (Cortez et al, 2006). 

Tanto la gp82 como la gp90 están codificadas por una familia de genes pat1e de la 

superfamilia de las transialidasas/gp85 (gp85, Tc85, TSA-L Tt34c 1, SA85), las cuales 

están presentes en múltiples copias, distribuidas en varios cromosomas en el genoma. Esta 

familia de genes puede dividirse según los patrones de hibridización obtenidos con sondas 

derivadas de diferentes regiones de los genes de gp82 y gp90 (Carmo et al, 1999). El 

análisis de la secuencia de la gp90 revelaron un porcentaje de identidad de aminoácidos de 

40 a 60% con la familia de las transialidasas/gp85. Por otro lado, la gp82 presentó un 

porcentaje de identidad a nivel de aminoácidos de 40 a 56% con la familia de las 

transialidasas/gp85 (Franco et al, 1993; Araya et al, 1994). 

Un estudio realizado con cepas de Perú y Guatemala reveló tres grupos de genes gp82: A, 

B y C, mediante el análisis de múltiples clones de ADN a partir de PCR. Se observó un 

porcentaje de homología de 95 a 97% dentro de cada grupo y de 67-79% entre los grupos. 
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Es importante destacar que aunque la secuencia del sitio de unión varió 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 zarigüeya en la 

Amazonia, se detenninó mediante transferencia de Northern Blot que dicho ADNc híbrida 

con un ARNrn de 3 kb presente en las formas metacíclicas, mientras que la hibridación con 

el ARNrn de los epirnastigotos fue débil, y para los amastigotos fue negativa (Franco et al, 

1993). Por otro lado, el desarrollo de un ADNc para la gp82 reveló que éste híbrida con un 

ARNrn de 2.2 kb presente en tripomastigotos rnetacíclicos; no se detectó ninguna señal de 

hibridación en amastigotos, epimastigotos y tripomastigotos de cultivos (Araya et al, 1994). 

Estos análisis de transferencia de Northem y Western Blot demostraron que la gp82 y gp90 

son preferencialmente transcritas y expresadas en el estadío de tripomastigotos 

metacíc!icos. Estudios posteriores sobre la transcripción de dichos genes mediante PCR 

mostraron la presencia de transcritos de estas dos glicoproteínas en cpirnastigotos y 

tripomastigotos metacíclicos durante la metaciclogénesis in vivo (Cordero et al, 2008). Sin 

embago, poco se sabe de los patrones de transcripción de dichos genes en tripomastigotos 

metacíclicos obtenidos mediante la inducción de la metaciclogénesis in vitro. 

Al determinar la expresión de la gp82 y gp90 en epimastigotos y tripomastigotos 

metacíclicos obtenidos in vitro de cepas costarricenses de T cruzi se pretende estudiar los 

patrones de transcripción de dichas glicoproteínas y evaluar la heterogeneidad de las cepas 

costarricenses de T cruzi. 
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11. HIPÓTESIS 

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

vi/ro que modulan la capacidad de invasión celular. 

111. ÜBJETIVOS 

Objetivo General 

Evaluar la expresión de las glicoproteínas gp82 y gp90 de Trypanosoma cruzi 

vinculadas con la invasión celular en cepas costarricenses del parásito mediante RT­

PCR en tiempo real. 

Objetivos Específicos 

Estimar la expresión de los transcriptos para las glicoproteínas de superficie gp82 y 

gp90 en tripomastigotos metacíclicos inducidos "in vitro" de las cepas en estudio. 

Estimar la expresión de los transcriptos para la gp82 y la gp90 en epimastigotos de 

cultivos de las cepas en estudio. 

Evaluar las características de patogenicidad de las cepas en estudio, mediante un 

modelo in vivo, y relacionarlas con la expresión de las glicoproteínas gp82 y gp90. 

Valorar la expresión de las glicoproteínas gp82 y gp90 como un criterio de 

heterogeneidad en T. cruzi. 
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IV. METODOLOGÍA 

Cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas 

Se utilizaron cuatro cepas costarricenses de Trypanosoma cruzi facilitadas por la Dra. Idalia 

Valerio del Laboratorio de Investigación de la Universidad de Ciencias Médicas "Andrés 

Vessalio Guzmán" (UCIMED): TDIM/CR/2002/Santa Rita, aislada de Triatoma dimidiata 

de Santa Rita de Nandayure, Guanacaste; TRUF/CR/2004/Manuel Antonio, aislada de 

Panstrongylus n!fotuberculatus del Parque Nacional Manuel Antonio; 

TDIM/CR/2005/Santo Domingo, aislada de T. dimidiara de Santo Domingo de Heredia; y 

TDIM/CR/2007/Desamparados, aislada de T. climidiata de San Rafael Abajo de 

Desamparados. Las cepas se mantuvieron mediante pasajes en agar sangre 40% inclinado 

con Infusión de Cerebro Corazón al 3. 7% (Tanuri et al, 1985 ). 

Obtención de epimastigotos y tripomastigotos metacíclicos 

Para la obtención de epimastigotos, se mantuvieron cultivos de cada cepa en la fase de 

crecimiento logarítmica, según la metodología descrita por Camargo (1964) modificada. 

Brevemente, se transfirió el volumen de parásitos para obtener una concentración final de 1 

x 106 parásitos/mL en nuevos tubos de agar, a partir de un cultivo de 7 días. Se realizaron 

pasajes de 1.0 mL a un medio nuevo cada 48 horas durante 8 días. Se realizó una tinción 

de Giemsa en cada pasaje para determinar el porcentaje de epimastigotos. Se utilizaron 

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



Los tripomastigotos metacíclicos se obtuvieron por inducción de la metaciclogénesis in 

vitro según la metodología descrita por Contreras y colaboradores (Contreras et al, 1985) 

con algunas modificaciones. Se inocularon 1 x 108 epimastigotos procedentes de la fase de 

crecimiento logarítmico. previamente centrifugados a 8 500 gravedades por 25 minutos a 

1 0ºC, en 5.0 mL de orina artificial de triatomino (OAT) (NaCI 190 mM, KCI 17 mM, 

CaCb 2 mM, MgCI:, 2 mJ\L solución amortiguadora de fosfatos 8 mM, pH 6.0) en botellas 

de cultivo celular de 25 crw'. Éstas se incubaron a 28ºC por 2 horas. Seguidamente, se 

concentraron los parásitos mediante centrifugación en tubos cónicos a 8 500 gravedades por 

25 minutos 4ºC. y se resuspendieron en 5.0 mL de OA T suplementado con L-prolina 1 O 

mM, en botellas de culti\o celular de 25 cm:-_ las botellas se incubaron a 28ºC por 96 

horas. Una vez concluido el período de incubación, se procedió a centrifugar el contenido 

de las botellas en tubos cónicos a 8 500 gravedades por 30 minutos a 1 0ºC. 

Los tripomastigotos metacíclicos se purificaron mediante una cromatografía de intercambio 

de iones en una columna de DEAE-Sepharosa, empacada en una jeringa de 1 O mL sobre 

una capa de lana de vidrio y papel filtro, utilizando un tampón de fosfatos (pH 8.0, fuerza 

iónica 0.362) con glucosa a una concentración de 0.5% (p/v) (POS 5:5), según la 

metodología descrita por Sousa (1983) modificada. La columna se equilibró con pasajes de 

15.0 mL de PS y 15.0 mL de POS 5:5. El botón de parásitos se resuspendió en 1.0 mL de 

POS 5:5 y se colocó en la columna. Seguidamente se pasaron por ésta 15.0 mL de POS 5:5 

y 15.0 rnL de POS 6:4. El eluído se recolectó en alícuotas de 5.0 mL y se centrifugó a 

8 500 gravedades por 30 minutos a 1 0ºC. Se verificó la pureza del eluído mediante una 
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tinción de Giemsa del botón generado a partir de dicho eluído, y se detenninó la 

concentración de parásitos mediante un conteo en una cámara de Neubauer. Debido a que 

los tripomastigotos metacíclicos tienen una carga negativa similar a la de los 

tripomastigotos sanguíneos. y los epimastigotos presentan una carga negativa menor. al 

pasar la mezcla por la columna de DEAE Sepharosa cargada negati\ amente, los 

tripomastigotos se eluyen mientras que los epimastigotos se mantienen unidos a la columna 

(Alvarenga y Brener, 1979). Los tripomastigotos metacíclicos se conservaron a 1 OºC para 

la posterior extracción de ARNm. 

Extracción de ARN 

Se realizó la extracción de ARN total a partir de 1 x 1 O 7 epimastigotos y tripornastigotos 

metacíclicos respectivamente mediante el kit Maxwell® 16 Cell LEY Total RNA 

Purification Kit (# AS 1225, Promega, USA) según las instrucciones del fabricante, en el 

equipo Maxwell®l 6 System (Promega). Se determinó la concentración estimada de ARN 

mediante el Nucleic dotMetric Assay (Gbiosciences, USA). 

PCR en Tiempo Real 

El RT-PCR se basa en la aplicación de dos actividades enzimáticas separadas: primero la 

generación de una molécula de ADN complementaria al ARN blanco (ADNc), mediante 

una ADN polimerasa ARN dependiente; y la posterior amplificación del ADNc, mediante 

una ADN polimerasa ADN dependiente. El PCR en tiempo real es un método cuantitativo 

que monitorea una señal fluorescente emitida durante la reacción de amplificación de una 
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secuencia blanco. Esta emisión es un indicador de la producción del amplicón en cada 

ciclo del PCR y es detectada por el terrnociclador que la cuantifica en cada ciclo de 

amplificación (Bustin, 2004). 

La síntesis de ADNc se realizó mediante el kit RevertAid™ J--I Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit (K# 1631, F ennentas, Canada) utilizando 4 ~LL de ARN de cada muestra, de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para el RT-PCR en tiempo real se tomaron 2 µL 

del ADNc, 200 nM de iniciadores y 20µL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, USA). El ADNc para la gp82 se amplificó con los iniciadores F82qRT 5 ' -

TGC CTC CTT CTC CGC TTCT'3 y R82qRT 5'-CGC TGG CCG AAT TGG A-3', según 

las secuencias de oligonucleótidos del gen gp82 (número de acceso de GenBank L14824.1, 

Araya el al., 1994). El ADNc de la gp90 se amplificó 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 ', según las secuencias de oligonucleótidos del gen gp90 (número de acceso de 

GenBank AF426132.1). Se utilizó como gen constitutivo la gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDJ--I), cuyo ADNc se amplificó 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 versión 2.0 utilizando el protocolo 

estándar. 

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

l O veces mayor que la media de la desviación estándar del ruido de fondo. El Ct 



(Threshold cycle) es el número de ciclos que se requieren para que la señal fluorescente 

supere dicho umbral. Se realizó una cuantificación relativa comparando los niveles de 

expresión de los genes gp82 y gp90 respecto al gen costitutivo, mediante la razón de 

expresión respecto al GAPDH (Babu, 2004). 

Los resultados se analizaron mediante el método r'"L\Ct que permite analizar cambios en la 

expresión 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 demás valores para poder comparar los datos y determinar la 

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

Infección en Ratones 

Con el fin de valorar las características de patogenicidad, para cada cepa se inocularon por 

vía intraperitoneal 3 ratones C3H machos de 15 g de peso, con l x 107 tripomastigotos 

metacíclicos obtenidos a partir de la diferenciación in vitro. Dichos ratones fueron 

sangrados de la cola trisemanalmente por un período de 30 días, con el fin de observar el 

comportamiento de la parasitcmia y relacionar estos aspectos con las expresión de las 

glicoproteínas gp82 y gp90. 
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V. RESULTADOS 

Al realizar pasajes de cultivos cada 48 horas se mantuvo la fase de crecimiento logarítmico 

de los epimastigotos y no se observó un incremento de las formas metacíclicas. En el tercer 

pasaje se observaron alrededor de un 5% de tripomastigotos metacíclicos 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 metacíclicos en 

ninguna de las cepas, por lo que se escogieron dichos cultivos para realizar la extracción de 

ARNm. 

Para la inducción de la metaciclogénesis, el porcentaje de tripomastigotos metacíclicos 

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 metacíclicos por la columna de DEAE-Sepharosa, se logró 

una mejor separación de los tripomastigotos utilizando el PGS 5:5. 

Se logró extraer el ARN de 1 x 107 epimastigotos y tripomastigotos metacíclicos, en 

concentraciones estimadas de 0.007 ~Lgl~LL. Por otro lado, las concentraciones estimadas de 

ADNc fueron de 0.125 ~Lgl~LL. Los valores de Ct obtenidos en el PCR tiempo real para las 

glicoproteínas gp82, gp90 y GAPDH se muestran en la figura 1 y el cuadro 1. Cuanto 

menor sea el número de ciclos necesarios para llegar a un nivel de fluorescencia por encima 

del umbral de detección, 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 l. Curva de RT-PCR en tiempo real. ~Rn vs Número 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 metacíclicos. 

(A) Glicoproteína gp82 y GAPDH, en orden de Ct creciente; (B) Glicoproteína gp90 y GAPDH. en 

orden de Ct creciente. 
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En los epimastigotos de las cuatro cepas la razón de expresión de las glicoproteínas gp82 y 

gp90 respecto a la GAPDH fue menor a 1.00. La cepa Santa Rita presentó una razón de 

expresión de la gp82 respecto al gen constitutivo de 0.93, siendo la mayor respecto a las 

demás cepas. Mientras que para la gp90, la cepa Manuel Antonio presentó la mayor razón 

de expresión respecto al GADPH, siendo de 0.99. En todos los casos, la razón de expresión 

de la gp90 fue mayor que la razón de la gp82 (Figura 2). 

1.: 

1.: ----- --------

1.1 
,,... 

1 0.98 
:.. · o.<)3 0.92 

0.97 
,Q.89 

~ ()_<¡ 
;,; 
,: 0.l-

" 0.7 .:. 
e:.. 

() (, ,,. .. ,._ 

~ 0.5 
,._ 

n_..¡ ,: 

= 0.3 

o.: 
0.1 

TDI\JCR.:1lC TRLFCR.:n4 TDJ:'-.1 CR .:Ot'.5 TD:.\l CR .:o,¡-::-

S1111a Ri1;i \f:11rn.·I .\nhrnin S:11111, Dnrninrn íks:nipar id,l, 

Figura 2. Razón de expresión de ARNm de las glicoproteinas gp82 y gp90 respecto 

a la GAPDH en los epimastigotos de las cepas de T cru::i en estudio. 

Para los tripomastigotos de las cuatro cepas en estudio la expresión de la gp82 respecto al 

gen constitutivo fue mayor a 1.00, siendo mayor en la cepa Santo Domingo ( 1.04). La 

razón de expresión de la gp90 para la cepa Santa Rita fue de O. 90, mientras que en las 

demás cepas fue mayor a 1.00. La cepa Manuel Antonio presentó la mayor razón de 
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expresión de la g90 respecto al gen constitutivo. En general, la razón de expresión de 

ambas glicoproteínas respecto al gen constitutivo fue mayor en los tripomastigotos 

metacíclicos que en los epimastigotos (Figura 3). 
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Figura 3. Razón de expresión de ARNm de las glicoproteínas gp82 y gp90 respecto a la 

GAPDH en los tripomastigotos metacíclicos obtenidos in vitro de las cepas de T. cru::i en 

estudio. 

Mediante el método 2-MCt (LivaK y Schmittgen, 2001) se comparó la expresión de ambas 

glicoproteínas en las dos formas del parásito, posterior a la normalización de los valores de 

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

valores de Ct de acuerdo con el método. La expresión normalizada de gp82 (2-Mct gp82) 

y gp90 (T"'6 ct gp90) de los tripomastigotos respecto a los epimastigotos se muestran en la 

Figura 4. 



Cuadro I. No1malización de los valores de Ct de ARNm de las glicoproteínas gp82 y gp90 de 

cru::i en estudio. 

CLP!\ 

TDnl/CR/ 2002/ 
Santa Rita 

TRl:F/CR/ 
200-t/l\lanuel 

Antonio 

TDIM/CR/ 
2005/Santo 
Domingo 

TDL\1/CR/ 
2007/ 

Desamparados 

"­--

Lp1mastig:L't'-1:::, 

Trip0ma:-tigL1Ws 

Lpirnast1~0tl':::, 

T ripomast1g'-1 t0:::s 

Epimastíg:01'-':::, 

Tripnm3.:;t1gr1t¡1 :,:. 

Fp1111astig,:,t1"s 

r npL)rnasr: ~L'tL"'s 

·ª 2.51) -"----

-.. 
~ 1.50 
c.,: 
~ :.. 

100 

Ct Ct 
gp82 gp90 

3165 30.09 

3-1 11) 37.n 

.3.3.-19 3109 

31.36 25.-10 

3ül6 32.18 

-~5.J6 33. 16 

.36 2(1 _;3 _¡ 1 

.~()_(!5 ](¡_()9 

.l.Ct"',s2= .l.Ct"''ºº= ~.l.Ct~1)s2cpi!, 

Ct Ct,,,s,- Ct,,,.o- = AC:t,,,s,. 
G.\PDH CtGAPDH CfG,\PDH _i('.t~'J)R2q1is 

29.-16 2.19 0.63 0.00 

3-1.00 -3.62 3.72 -5.81 

30. 7-1 2.75 035 0.00 

31.56 -0.20 -6.16 -2.95 

30.27 3.79 1.91 0.00 

36. 73 -137 -3.57 -:U6 

32.25 3.95 1.16 0.00 

.<6.81) -0.75 -6.71 --1.70 

■ gp90 gp82 

233.9-1-

25.99 

l"D :~1 CR 2002 TRL" f CR 2004 fDl'.1.1 CR 2005 TDl~t CR 2007 

Santa Rita :'\lanuel ArtoniL, Santo Domingo Desan,para<los 

las cepas de 

Ll..1 (.~lg-¡190cpi!t 

= ,iCt0,, .... 

~('tgp911q1is 

0.00 

3 09 

O 00 

-6.51 

O 00 

-5.48 

000 

-7.87 

Figura 4. Razón de la expresión normalizada de ARNm de las glicoproteínas gp82 y gp90 

de los tripomastigotos metacíclicos obtenidos in vitro respecto a los epimastigotos de las 

cepas de T. cru::i en estudio. 
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Los tripomastigotos metacíclicos de las cuatro cepas en estudio expresan ambas 

glicoproteínas en mayor cantidad que los epimastigotos (Figura 4). Los tripomastigotos de 

la cepa Santa Rita expresan 56.1 O Yeces más la gp82 que los epimastigotos. mientras que la 

expresión de la gp90 es similar. En los tripomastigotos de la cepa Manuel Antonio la 

expresión 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 más la 

gp82 que los epimastigotos, mientras que la expresión de la gp90 es 44.63 veces mayor. 

Finalmente, en los tripomastigotos de la cepa Desamparados la expresión de la gp82 es 

25.99 veces mayor que en los epimastigotos, y la de la gp90, es 233.94 veces mayor 

La infección de las cepas de T. cruzi en ratones no permitió observar parásitos en sangre. A 

los 15 días, los ratones correspondientes a las cepas Santo Domingo y Desamparados 

muneron, por lo que se les procedió a extraer el corazón, el cual fue conservado en 

formalina al 10% y examinado por el Dr. Luis Alberto Morales del Laboratorio de 

Patología, Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. En el miocardio 

de ratones de la cepa Santo Domingo se observó un leve infiltrado mononuclear 

perivascular y entre las fibras del miocardio, y escasos nidos chagásicos (Figura 5). En los 

corazones de los ratones de la cepa Desamparados también se observó un leve infiltrado 

mononuclear entre las fibras del miocardio, con escasos nidos chagásicos. 

Para la cepa Manuel Antonio se observó una mortalidad de 2 de los 3 ratones, mientras que 

para la cepa Santa Rita sólo murió uno de los ratones. Debido a que los ratones de estas 

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



descomposición en el momento en que se verificó la muerte de los animales no permitió la 

obtención de material adecuado para el análisis histopatológico. 

f " 
. 
f 

Figura 5. Hallazgos histopatológicos en ratón C3H de 15 g de peso infectado con la cepa 

TDIM CR 2005 Santo Domingo.\ ía intraperitoneal. Se observa infiltrado mononuclear 

y un nido chagásico. Tinción con Hematoxilina Eosina. 
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VI. DISCUSIÓN 

En la interacción de T. cnci con la célula se distinguen tres etapas: la adhesión a la célula y 

el reconocimiento, la señalización y la invasión. En el estudio de dicha interacción se 

deben considerar la cepa en estudio, la forma del parásito y el tipo de célula hospedera, por 

lo que los mecanismos involucrados son complejos. Dentro de las moléculas de superficie 

involucradas en la adhesión y que además intervienen en la señalización, están las 

glicoproteínas gp82 y gp90 (Souza, Carvalho y Santos, 201 O), que fueron sujeto de estudio 

en esta investigación. 

En los epimastigotos, los Cts para el gen constitutivo fueron menores que los Cts de la gp82 

y gp90. Esto indica que sí hay expresión de ambas glicoproteínas, aunque es menor que la 

expresión del gen constitutivo. La razón de expresión de la gp90 siempre fue mayor que la 

razón de expresión de la gp82, esto concuerda con la incapacidad de infección activa 

observada en los epimastigotos, ya que la gp90 inhibe la entrada del parásito a la célula. Al 

expresar poca gp82 la movilización intracelular de calcio no sería suficiente para que se dé 

la infección de la célula. Sin embargo, se ha propuesto que en los epimastigotos los 

transcritos de dichos genes no son traducidos o que dichas glicoproteínas son destruídas, ya 

que no fue posible detectarlas por medio de anticuerpos (Cordero et al, 2008). En un 

estudio realizado los tripomastigotos metacíclicos mostraron mecanismos que estabilizan el 

ARNm de la gp82, mientras que los epimastigotos poseen mecanismos que lo 

desestabilizan. Dichos mecanimos pueden estar mediados por elementos presentes en la 

región 3 · -UTR de los transcriptos. En dicho estudio se demostró además la movilización 
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del ARNm de la gp82 a los polisomas y su traducción únicamente en los tripomastigotos 

metacíclicos (Gentil et al, 2009). 

En el presente estudio. los tripomastigotos metacíclicos mostraron una razón de expresión 

de la gp82 respecto a la GAPDH mayor a 1. es decir, dicha glicoproteína se expresa más 

que el gen constitutivo. La expresión de la gp90 fue mayor a 1 para la mayoría de las 

cepas, excepto para la cepa Santa Rita que fue menor a 1. Estos resultados concuerdan con 

la capacidad de los tripomastigotos metacíclicos de invadir la célula y producir infección. 

Sin embargo, en el proceso de adhesión a la célula también intervienen otras moléculas de 

superficie como las mucinas (Di );oia. Sánchez y Frasch, 1995), la penetrina (Ortega-Ba1Tia 

y Pereira, 1991) y la Tc85/gp85 ( Colli, 2008 ). De igual manera, son importantes otras 

moléculas que además de estar involucradas en la adhesión intervienen en la señalización, 

como la gp83 (Villalta et al. 2001 ), la gp35/50 (Mortara et al, 1992), la cruzipaína (Souto­

Padrón et al, 1990; Scharfstein et al, 2000) y la oligopeptidasa B (Caler, 1998). De manera 

que la capacidad de invasión celular y por lo tanto, de producir infección no dependen 

únicamente de la expresión de las dos glicoproteínas estudiadas. 

Al comparar la expresión de ambas glicoproteína entre las dos formas del parásito, ésta fue 

mayor en los tripomastigotos metacíclicos que los epimastigotos, lo cual concuerda con la 

mayor capacidad infectante de los tripomastigotos metacíclicos respecto a los 

epimastigotos (Souza, Carvalho y Santos, 201 O). Se observaron diferencias en los patrones 

de expresión de estas formas en relación a los epimastigotos para las cuatro cepas. En los 

tripomastigotos metacíclicos de la cepa Santa Rita la expresión de la gp82 fue la más alta, 
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respecto a los epimatigotos. y la expresión de la gp90 es baja. Esto sugiere que la 

expresión de ambas glicoproteínas favorecerían la invasión celular. 

En los tripomastigotos metacíclicos de la cepa Manuel Antonio, la diferencia de expresión 

de la gp82 respecto a los epimastigotos fue menor (7.73), mientras que la diferencia de 

expresión de la gp90 es considerable, siendo mayor en los primeros. Esto llevaría a pensar 

que dicha cepa tendría una menor capacidad de invadir la célula, sin embargo es necesario 

realizar modelos de infección in rirn para valorar su capacidad de producir infección. 

En los tripomastigotos metacíclicos de la cepa Santo Domingo, la razón de expresión de 

gp82 respecto a los epimastigotos fue la segunda más alta. Esto explicaría la mayor 

capacidad de producir infección en ratones que mostró esta cepa. respecto a las demás 

cepas estudiadas. De manera que. la mayor expresión de la glicoproteína gp82 en los 

tripomastigotos metacíclicos de esta cepa podría explicar lo observado en los modelos de 

infección con ratones in vivo. 

Para la cepa Desamparados. la expresión de la gp82 en los tripomastigotos metacíclicos es 

25 veces mayor que en los epimastigotos, siendo aún mayor la expresión de la gp90. Esta 

cepa también produjo la muerte de los ratones infectados a pesar de la alta expresión de la 

gp90, lo que sugiere que otros mecanismos de infección podrían verse vinculados. 

Los resultados obtenidos con el RT-PCR en tiempo real confirman la heterogeneidad clonal 

observada en las cepas de T cruzi (Tibayrenc y Ayaia, 1987). Las diferencias observadas 

en la expresión la gp82 y la gp90 reflejan un comportamiento no homogéneo de los 

patrones de expresión de las glicoproteínas, así como de su capacidad de invasión a la 

celúla, siendo la expresión de transcritos de ambas glicoproteínas diferentes para cada cepa. 
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La expresión de la gp82 y gp90 en las cepas costarricenses de T cruzi podría favorecer su 

transmisión por vía oral, ya que se ha demostrado que estas glicoproteínas modulan la 

capacidad de infección a la mucosa gástrica. Las cepas de T. cruzi que expresan la gp82 

pueden invadir la mucosa gástrica eficientemente, mientras que las cepas deficientes en 

gp82 invaden la mucosa gástrica mediante la gp30 (Yoshida, 2009). No obstante, debido a 

que la gp30 tiene baja afinidad por la mucina gástrica, se produce una menor parasitemia ya 

que sólo unos cuantos parásitos logran invadir eficientemente las células. A diferencia de 

la gp82 y gp30. la gp90 posee isoformas susceptibles a la digestión péptica en el estómago. 

De manera que. una cepa que exprese gp90 resistente a la pepsina va a presentar una menor 

infectividad a la mucosa gástrica: mientras que si la gp90 es susceptible a la digestión 

péptica a pH ácido, la cepa puede ser altamente infectante luego de que se expone al 

contenido gástrico (Yoshida, 2009). En este contexto de la transmisión por vía oral, la cepa 

Santa Rita sería la mejor facultada para invadir la mucosa gástrica, debido a la alta 

expresión de gp82 y baja expresión de gp90. La cepa Manuel Antonio por otro lado, sería 

la menos falcultada para producir infección de la mucosa gástrica. Sin embargo, para 

obtener un panorama más completo de la transmisión oral de estas cepas, queda aún por 

estudiar la susceptibilidad a la pepsina gástrica de las isoforrnas de gp90 expresadas y 

estudiar su capacidad de infección por vía oral en modelos in vivo. 

La capacidad de infección de los tripomastigotos sanguíneos, tripomastigotos de cultivo y 

de insecto de cepas costarricenses de T 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, vía oral, 
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vía anal, ocular y subcutánea. En dicho estudio las formas sanguíneas fueron las menos 

infectantes, mientras que las formas en el insecto presentaron la mayor capacidad de 

infección (Zeledón 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 expresión de la gp82 y gp90 

en los tripomastigotos metacíclicos de triatominos para determinar diferencias en los 

patrones de expresión respecto a los tripomastigotos metacíclicos obtenidos in vitro. En el 

estudio realizado por Cordero y colaboradores (2008) se analizó la expresión de la gp82 y 

gp90 mediante RT-PCR de metacíclicos obtenidos de las heces de triatomino. Sin 

embargo, no se realizó ninguna separación de los epimastigotos y tripomastigotos 

metacíclicos presentes en el recto del Yector. de manera que no se puede asegurar que el 

ARNm expresado sea exclusi\·amente de las formas metacíclicas. En \·ista de que los 

epimastigotos también expresan ARNm de estas dos glicoproteínas, es necesario realizar la 

separación de las formas para obtener datos más certeros sobre la expresión ele estas 

glicoproteínas en los tripomastigotos metacíclicos presentes en el vector. Por otro lado, el 

estudio de la expresión de dichas glicoproteínas en los tripomastigotos sanguíneos ayudaría 

a aclarar el panorama de la transmisión a humanos y animales a través de la ingesta de 

carne de animales infectados. 

En la actualidad se está estudianto el desarrollo de una vacuna contra T. cruzi utilizando un 

anticuerpo contra la gp82. La opsonización de las formas metacíclicas con el anticuerpo 

redujo su capacidad infectante, y la vacunación intranasal con un anticuerpo recombinante 

contra la gp82 indujo una respuesta immune protectora en la infección a través ele mucosas 

en un modelo murino (Eickhoff et al, 201 O). 
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El protocolo de PCR en tiempo real, utilizado en la presente investigación, es un método 

específico, preciso y altamente sensible debido a que puede detectar un bajo número de 

copias del ADNc del respectivo ARNm. Sería impo1iante realizar, paralelo a los estudios 

con RT-PCR. ensayos que detecten las glicoproteínas estudiadas ya traducidas en la 

superficie de los epimastigotos y tripomastigotos metacíclicos. 

A partir del presente trabajo se puede concluir que tanto los epimastigotos como los 

tri pomastigotos metacíclicos obtenidos in vitro de las cepas costarricenses de T. cruzi 

expresan ARNm de las glicoproteínas en estudio. Dicha expresión podría estar regulada 

por mecanismos post-transcripcionales y post traduccionales en estudio (Gentil et al, 

2009). Sin embargo, para tener un panorama más claro de cómo la expresión de las 

glicoproteínas gp82 y gp90 afecta la capacidad de invasión celular se deben llevar a cabo 

estudios con modelos de ratones in vivo así como ensayos con anticuerpos específicos para 

dichas glicoproteínas. 
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