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Abreviaturas

L.I.T. — Liver Infusion Triptose (medio de cultivo)

M. pallidipennis — Meccus pallidipennis (triatomino)

Morelos — Aislado obtenido de Meccus pallidipennis proveniente del Estado de Morelos
Mor/Tb — Aislado obtenido del cruce del aislado Morelos con Triatoma barberi

Querétaro - Aislado obtenido de Triatoma barberi proveniente del Estado de Querétaro
Qro/Mp - Aislado obtenido del cruce del aislado Querétaro con Meccus pallidipennis
RIPA - Radio-Immunoprecipitation Assay (amortiguador de lisis celular)

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico)

T. barberi - Triatoma barberi (triatomino)
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1. RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito flagelado Trypanosoma
cruzi, esta enfermedad es endémica de Latinoamérica. Se estima que a nivel
mundial existen aproximadamente 10 millones de personas infectadas y mas de
25 millones estan en riesgo de adquirir la infeccién. (OMS, 2013). Las cepas de T.
cruzi muestran variabilidad biolégica y molecular, debido probablemente a factores
ambientales y de sus hospederos. Actualmente se busca determinar el papel que
desempena el vector en la patogenicidad, virulencia, tropismo de los aislados, asi
como en la evolucidbn de la infeccidn-enfermedad. En este contexto, las
glicoproteinas son candidatos atractivos ya que median procesos clave en la
interaccién parasito-vector-mamifero tales como reconocimiento, adhesién vy
evasion de la respuesta inmune. En el presente trabajo se cultivaron 4 aislados de
T. cruzi: Q, Q/Mp, Mor y Mor/Tb hasta llegar a su fase exponencial, se realizd
extraccion proteica y cuantificacion de proteinas para la electroforesis con la cual
se determinaron los perfiles proteicos. Se realizd6 western- blot con afinidad a las
lectinas ConA, WGA, MAA, PNA y UEA-1 para la identificacion de componentes
glicoproteicos. La inmunohistoquimica se llevé acabo con la fijacion de
epimastigotes de T. cruzi en las laminillas seguida de la incubacién con las
lectinas-FITCI para verificar la presencia de glicoproteinas por observacion de la

reaccion en microscopia de fluorescencia.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito flagelado Trypanosoma
cruzi. Esta enfermedad es endémica de Latinoamérica, la OMS estima que entre
6 y 7 millones de personas estan infectadas por T. cruzi en los 21 paises de
América Latina (Figura 1) y 13 % de la poblacién esta en riesgo de adquirir la
enfermedad teniendo en cuenta la distribucion geografica de los insectos vectores
y los multiples reservorios involucrados en los diversos ciclos de transmision
(OMS, 2013). Aun cuando Argentina, Brasil y México presenta gran numero de

infectados, en Bolivia el problema con la enfermedad es mayor (OMS, 2007).

o] (3
o
o
0 &
‘;O
\
Numero de casos estimados Estatus de Transmision vectorial W
® <1000 [ Paises sin transmision vectorial O /JL
n ® 1000-99 999 [T Paises con transmisién vectorial accidental /
@ 100 000-999 999 B Paises con transmision vectorial activa
>=1 000 000 ’
O g@\, World Health
[ Sin casos oficiales \

=<

Organization

£

Figura 1: Distribucién de la enfermedad de Chagas.

(Recuperado de http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx)



2.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario parasito que pertenece a la clase
Kinetoplastida y al orden Trypanosomatida, durante su ciclo de vida se presentan

diferentes estadios morfolégicos Figura 2.

Direccion del movimiento
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Epimastigote
Tripomastigote
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Elia Torres Gutiérrez
Lab. de Biologia de Parasitos
FACMED, UNAM

Figura 2. Estadios morfologicos de T. cruzi.

(Elia Torres Gutiérrez. Lab. Biologia de Parasitos. Fac. Medicina, UNAM)



Amastigote. Mide 2 a 4 ym, es redondo u oval presenta cinetoplasto en la parte
anterior al nucleo, sin flagelo, se multiplican por fisiéon binaria y forman nidos, se
encuentran en las células del huésped y/o cultivos celulares (Rassi, Rassi and
Marin-Neto, 2010).

Figura 3. Amastigotes en tejido cardiaco. Tincion de hematoxilina y eosina. Recuperado de

https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.htmi

Epimastigote. Mide 18 -20 uym, tiene forma fusiforme, presenta un flagelo que esta
localizado entre el nucleo y la parte anterior, va a todo lo largo formando una
membrana ondulante corta y el cinetoplasto se encuentra cercano a la parte
anterior del nucleo que esta localizado en el centro; presenta division binaria
longitudinal. Se encuentra en el intestino del vector y en cultivos (Guzman-Marin et
al., 1999; Garcia et al., 2010).

Figura 4. Epimastigote de T. cruzi (flecha) en heces de triatomico (40x).
Lab. Biologia de Parasitos. Fac. Medicina, UNAM.



Tripomastigote metaciclico. Mide de 18 a 21 ym de largo, tiene forma alargada en
forma de “C” 6 “S”, presenta un flagelo que corre hacia la parte anterior en una
membrana ondulante, un nucleo central y un cinetoplasto grande localizado en su

extremo posterior (Guzman-Marin et al., 1999).

Figura 5. Tripomastigote metaciclico de T. cruzi
Lab.Biologia de Parasitos Facultad Medicina, UNAM

Tripomastigote sanguineo. Mide de 18 a 21 uym de largo, su forma es similar al
tripomastigote metaciclico con un nucleo central y un cinetoplasto en su extremo
posterior. No es replicativo, se encuentra en la sangre de humanos o ratones

infectados experimentalmente (Carrada-Bravo, 2004).

Figura 6. Tripomastigote sanguineo Tincion de Giemsa.

Recuperado de http://www. cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/


http://www/

2.2 Vectores

En el mundo se han identificado mas de 130 especies de insectos vectores que
pertenecen al orden Hemiptera, Familia Reduvidae y subfamilia Triatominae
(Tabla 1). En la republica mexicana se ha reportado 32 especies, de las cuales 13
son de importancia epidemioldgica, por su distribucion geografica, localizacion
doméstica e infeccidn natural con T. cruzi. Los vectores con mayor indice de
infeccion se encuentran sobre todo en la parte centro y sur del pais (Salazar-
Schettino et al., 2010).

Genero Especies

Triatoma 19 *T. dimidiata, *T. barberi, *T. mexicana, *T. rubida T. Bolivari, T.
brailovskyi, *T. gerstaeckeri, T. gomeznunezi, T. hegneri, T. incrassata,
T.indictiva, T. infestans, T. lecticularia, T. lenti, T. mexicana, T. neotomae,
T. nitida, T. peninsularis

Meccus 6 *M. Pallidipennis, *M longipennis, *M.phyllosomus, *M. picturatus ,*M.
mazzottii, M. bassolsae

Pastrongilus 2 | *P. rufotuberculatus P. geniculatus

Belminus B.costaricencis
Dipetalogaster | *D. Maxima
Eratyrus E. cuspidatus

Paratriatoma P. hirsuta

Rhodnius *R.prolixus

Tabla 1. Tabla de los transmisores de T. cruzi en México.(*) Especies de importancia
epidemiologica (GALVAO, 2001).




Triatoma barberi y Meccus pallidipennis presentan caracteristicas biologicas y

distribucion geografica (Tabla 2).

Triatoma barberi Meccus pllidipennis
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Tabla 2. Variables biologicas de dos especies de triatominos (Modificado de Salazar-Schettino et
al., 2010).



2.3 Ciclo biolégico

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, se observan diferentes formas de
desarrollo en los insectos vectores y los mamiferos (Figura 7). El ciclo inicia
cuando el triatomino se alimenta de la sangre de un mamifero infectado e ingiere
tripomastigotes. En el insecto pasan al intestino medio anterior e intestino medio
posterior, donde se transforman en epimastigotes y se replican por fision binaria,
se adhieren a la cuticula rectal y se diferencian en tripomastigotes metaciclicos,
los cuales son la forma infectante y se eliminan junto con las heces y orina del
triatomino (Garcia et al., 2007). La forma infectante penetra al huésped, donde los
tripomastigotes metaciclicos invaden células nucleadas, transformandose en
amastigotes para replicarse por fision binaria. Los amastigotes posteriormente se
transforman en tripomastigotes sanguineos y lisan la célula huésped para circular
por el torrente sanguineo e infectar nuevas células (Garcia et al., 2010; Bern,
2011).

Ciclo de vida de Tripanosoma cruzi
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Figura 7. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi, en mamiferos y vectores. Modificado de (Bern,
2011).



2.4 Enfermedad de Chagas

Le enfermedad de Chagas es una infeccion cronica, sistémica y parasitaria
causada por el protozoario Tripanosoma cruzi se divide en fase aguda y fase
cronica. El periodo de incubacion es de 14 dias aproximadamente y la duracion de
la fase aguda oscila entre 4 semanas y hasta 4 meses. Clinicamente se reportan
sintomas leves e inespecificos que se asemejan a un cuadro gripal. El unico
sintoma especifico y observable en esta fase es un edema inflamatorio que se
presenta en el sitio de entrada del parasito en el huésped, si entra en la zona del
ojo se desarrolla una hinchazoén periorbital unilateral conocido como signo de
Romana (Figura 8); si el parasito entra por cualquier zona del cuerpo se produce
una induracion, conocida como chagoma de inoculacion (Figura 9) (Garcia et al.,
2010; Bern, 2015)

Figura 8. Signo de Romafa Figura 9. Chagoma de inoculacion.
Modificado de (Rassi, Rassi and Marin-Neto,
2010)

2.5 Fase croénica asintomatica y sintomatica

La fase crénica asintomatica puede durar entre 5 y 20 afos o mas; es
clinicamente silenciosa y con baja parasitemia, por lo que los métodos de eleccién
para el diagnostico son serolégicos. Entre el 30 y 40 % de los infectados
desarrolla la fase crénica sintomatica en la cual se pueden presentar lesiones
cardiacas, digestivas (esofago y colon) y del sistema nervioso periférico (Rassi,
Rassi and Marin-Neto, 2010).



Figura 10. Corte de un corazén afectado por la enfermedad de Chagas. Se observa

adelgazamiento de las paredes y de punta. Recuperado de www.creces.cl

2.6 Diagnéstico

El diagnostico de la enfermedad de Chagas en la fase aguda se basa en la
identificacion de T. cruzi mediante el examen directo en fresco, frotis y gota gruesa
(Salazar-Schettino et al.,1999). El diagndstico en la fase cronica sin y con
patologia aparente se realiza con pruebas serologicas para la deteccion de
anticuerpos anti-T. cruzi. La OMS sefiala que para la confirmacion se debe
demostrar reactividad en dos pruebas serologicas de diferente principio, las
técnicas recomendadas son ELISA indirecta (inmunoensayo enzimatico), IFI
(inmunofluorescencia indirecta), HAI (hemaglutinacion indirecta) y en caso de
existir discordancia se utiliza una cuarta técnica como el Western-blot (World
Health Organization, 2005).

2.7 Tratamiento

Respecto al tratamiento farmacologico de esta enfermedad solo hay dos
medicamentos disponibles, el Benznidazol producido actualmente por el
laboratorio LAFEPE (Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco) en
Brasil, el cual tiene una acciéon antiprotozoaria aumentando la produccion de
intermediarios que modifican macromoléculas determinando dafio a nivel de ADN
conduciendo a la destruccién de los parasitos intracelulares y Nifurtimox por Bayer que
involucra un metabolito reductivo que lleva a la formacién de radicales altamente
toxicos. (Gonzalez M, 2014).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Glicobiologia

El estudio de la interaccién carbohidrato —proteina, ha originado la creacion de
nuevas disciplinas, como la glicobiologia ciencia que se encarga del estudio de la
estructura y funcién de los carbohidratos. Una herramienta importante son las
lectinas. El término lectina se aplica a proteinas o glicoproteinas de origen no
inmune que reconocen de manera especifica carbohidratos de la superficie celular
0 en suspension, aglutinan células, precipitan glicoconjugados, pero no poseen
actividad enzimatica; las lectinas poseen por los menos dos sitios de
reconocimiento a carbohidrato, de ahi su capacidad para aglutinar células, se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Las lectinas aisladas de
diversas fuentes vegetales reconocen las porciones glicanicas especificamente
(Tabla 3) en diferentes sustratos proteicos y organismos, por lo que han
demostrado ser herramientas utiles en la investigacion biomédica, en donde se les
utiliza para la tipificacion de grupos sanguineos y bacterianos, entre otras funcione
(Hernandez et al., 2005).

Monosacarido Organismo de donde Lectina
proviene la lectina.
a-D-manosa, a-D-glucosa Canavalia ensiformis Con A
Lens culinaris LCA
B-galactosa Racinus communis. RCA
N-acetil —a-D-galactosamina Glycine max SBA
Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus ALL
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgare. WGA
a-D-fucosa Lotus tetragonolobus. LTA
Ulex europeus. UEA
a-N-acetilneuraminico LPA
Limulus polyphemus.

Tabla 3. Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su clasificacion segun su

especificad hacia monosacaridos (Hernandez et al., 2005)
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3.2 Glicobiologia de T. cruzi

La glicosilacion proteica es el proceso de adicion serial de carbohidratos a una
proteina (Voet, D.; Voet, JG.; Pratt, 2007) Existen varios tipos de glicoproteinas,
de las cuales dos son las mas abundantes: las N-Glicoproteinas y las O-
Glicoproteinas. En las N-Glicoproteinas, el carbohidrato (N-acetilglucosamina) se
une al grupo amino de la cadena lateral del aminoacido asparagina o glutamina de
la proteina. En las O-Glicoproteinas el lugar de unién del carbohidrato (N-
acetilgalactosamina), es el grupo hidroxilo de las cadenas laterales de los

aminoacidos serina y treonina de la proteina (Murray et al., 2001).

Los principales glicocoproteinas de T.cruzi incluyen N- glicanos y O-Glicanos, las
cuales contienen una gran cantidad de residuos de Manosa y N-acetilglucosamina
tales como las Transiaidasas y Cistein proteasas por otra parte los O-Glicanos en
T. cruzi, a diferencia de otros organismos incluyen N-acetilglucosamina, en vez de
N-acetilgalactosamina y la presencia de residuos Galactopiranosa vy

Galactofuranosa (Turnock and Ferguson, 2007).

Muchas de estas estructuras son antigénicas, mientras que otros son factores de
virulencia necesarios para la invasiéon de la células huésped o evasién del sistema
inmune (Atella et al., 2005). En la Tabla 4, se describen las principales

glicoproteinas de T. cruzi.

Atwood vy colaboradores reportaron el primer estudio a gran escala de
glicoproteoma de tripomastigotes de T. cruzi, empleando cromatografia de afinidad
a lectinas (Concanavalina A) y espectrometria de masas revelando 36 sitios de N-
glicosilacion en 35 glicopéptidos, que se asignaron a 29 isoformas de
glicoproteinas correspondientes a organelos y fraccion soluble. Se han identificado
42 glicoproteinas, de las cuales 11 (26%) fueron asociadas a citoesqueleto y
membrana, 6 (14%) trasmembranles, 13 (31%) fueron asociadas dentro de

organelo y 7 (17%) a componentes del ribosoma (Atwood et al., 2006).
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Glicoproteina

Principales caracteristicas

Carbohidratos

Trans-sialidasas

Son proteinas unidas a dominios
glicofosfatidil inositol(GPI) presentes
en la superficie de T.cruzi cuya
funcion principal es transferir acido
sialico de los sialoglicongujados en
el huésped a la 3-galactosa terminal
de mucinas altamente O-glicosiladas
en el parasito, ya que este es
incapaz de sintetizarlo de novo.
Proporciona proteccion ante el
sistema inmune.

N-acetil —a-D-glucosamina

a-D-manosa

Mucinas

Las mucinas poseen azucares o-
glicosilados que representan hasta
un 60% del peso total de la
glicoproteina, se anclan a |la
cubierta lipidica externa de Ila
membrana plasmatica mediante
uniones glicofosfatidilinositol (GPI).
Proveen al parasito de proteccion
contra el vector o mecanismos
defensivos del hospedero vy
asegurar el anclaje en células y
tejidos especificos

a-D-manosa,
N-acetilglucosamina
NeuAc, residuos de
galactopiranosa o

galactofuranosa

MASP

Los miembros de esta familia se
caracterizan por poseer dos
dominios N-y -C terminal altamente
conservado, asi como un péptido
sefal y un sitio de unién a GPI.

a-D-manosa, N-

acetilglucosamina

Gp 63

La familia de superficie
metalproteasas gp63 ha sido
implicada en la virulencia, infeccién
de las células del hospedero y en la
liberacién de las proteinas de
superficie del parasito

N-acetil —a-D-glucosamina
D-manosa , D galactosa

Gp 82

Se expresa preferencialmente en la
fase tripomastigote = metaciclico,
induce una disrupcién dependiente
de Ca 2* de los microfilamentos de
actina proceso necesario para la
entrada del parasito en la célula. Es
capaz de unirse a las mucinas
gastricas.

N-acetil —a-D-glucosamina
D-manosa, D galactosa

Tabla 4. Caracteristicas de las principales glicoproteinas de T. cruzi en epimastigotes. (Buscaglia et
al., 2006; Yoshida, 2006)

En un analisis comparativo de las glicoproteinas y de los sitios especificos de O y

N glicosilacidon en epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi en donde se muestra

un aumento en la glicosilacion global en la etapa tripomastigote, con mayor

cantidad de proteinas gp85 / trans-sialidasa (gp85 / TS), proteinas de superficie

13



asociadas a mucinas (MASP), mucinas y proteinas de la familia GP63 que
presentan manosas y glicanos complejos. También se demostrd que las enzimas
relacionadas con el metabolismo de la galactosa se encuentran con mayor

abundancia en el tripomastigote (Alves et al., 2017).

3.3 Diversidad intraespecifica de T. cruzi

La biologia, bioquimica y diversidad genética de las cepas de T. cruzi han sido
reconocidas durante mucho tiempo junto con su complejo epidemiologico, Estos
grupos recibieron diferentes designaciones incluyendo Zimodemos (Miles et al.,
1977, 1978), esquizodemos, biodemos, linajes y mas recientemente unidades
discretas de tipificacion o DTUs, que se definen como ““conjunto de poblaciones
genéticamente relacionadas entre si y que son identificables por marcadores
genéticos, moleculares o inmunologicos comunes™'. Un analisis genotipico revelo
dos DTU: | y ll(Tibayrenc, 1998) . Posteriormente, el DTU Il se dividi6 en: lla, llb,
lic, Ild y lle (Brisse, Barnabé and Tibayrenc, 2000; Brisse, Verhoef and Tibayrenc,
2001). La clasificaciéon actual de las cepas de T.cruzi (Zingales et al., 2009, 2012)

es como se muestra en la (Tabla 5)

Designacion (DTU) Abreviaciéon Equivalencia a los grupos anteriores de T.cruzi.

T.cruzi | Tcl T.cruzil yDTU I

T.cruzi ll Tcll T.cruzill y DTU llb

T.cruzi lll Tclll Z3/Z| ASAT Z3-A, DTU llc y T.cruzi lll
T.cruzi IV TclV Z3,Z3-By DTUIll a

T.cruzi V TcV Bolivian Z2, rDNA 1/2,clona 39 y DTUIId
T.cruzi VI TceVi Paraguayan Z2 ,Zimodemo B y DTUlle

Tabla 5. Equivalencias en la nomenclatura de los grupos taxonémicos de T. cruzi (Zingales et al.,
2009)

Las cepas causantes de casos humanos, han sido reportadas principalmente
como: el grupo Tcll en el Cono Sur y Tcl en Colombia, Venezuela y América
Central(Ramirez et al., 2012).

En México, la gran mayoria de las cepas de T. cruzi que han sido analizadas
genéticamente pertenecen al grupo Tcl. Entre estas, algunas cepas aisladas en el

Laboratorio de Biologia de Parasitos que provienen de los transmisores Triatoma
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barberi 'y Meccus pallidipennis son de interés para el presente estudio (Bosseno
et al., 2002; Zumaya-Estrada et al., 2012).

3.4 Diversidad en los asilados mexicanos de T cruzi

T. cruzi estd conformado por una poblacibn muy heterogénea con un
comportamiento clonal que da origen a diversas cepas, las cuales manifiestan
diferencias en su comportamiento durante la infeccion experimental como en el
numero de parasitos en sangre (parasitemia), tropismo a diferentes tejidos,
virulencia y antigenicidad, lo que se manifestara en la evolucion de la infeccion

(infeccidn-enfermedad-muerte).

La virulencia es una de las caracteristicas observadas en el modelo murino,
mediante la determinacion de las parasitemias y tropismos. Tay y colaboradores
estudiaron 11 cepas, aisladas de transmisores y humanos, en las cuales
reportaron diversos patrones de parasitemia, cardiotripismo y miotropismo (Tay et
al., 1981). En otro estudio, de 5 aislados de T.cruzi inoculados en un modelo
murino, tres poseian baja capacidad para matar al animal en la fase aguda entre
25-30% vy los otros dos mataban entre 80 y 90% de los ratones (Espinoza et al.,
1998) Otras caracteristica en que se ha encontrado variabilidad en funcion de la
cepa es la susceptibilidad a lisis por complemento y la resistencia contra
benznidazol in vitro de aislados de T. cruzi (Montedn et al., 2009). La
metaciclogenesis de las cepas es variable dependiendo del vector, de tal forma
que Triatoma barberi puede generar hasta 76% de tripomastigotes metaciclicos,
Triatoma pallidipennis 15% y Triatoma dimidiata 26% (Salazar Schettino, de Haro
Arteaga and Cabrera Bravo, 2005). Hasta la fecha se desconocen las causas
especificas de esta variabilidad en el comportamiento. Se han atribuido a: factores

ambientales, interaccion con el vector e inmunidad del hospedero.

Debido a esta heterogeneidad del parasito es de gran importancia estudiar el
comportamiento de los aislados para determinar sus caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas y moleculares que nos permitan proponer alternativas para el control

y vigilancia de la enfermedad.
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En un trabajo previo realizado en el Laboratorio de Biologia de Parasitos se
establecio el comportamiento bioldégico de 4 aislados provenientes de dos
especies de triatominos naturalmente infectados: Querétaro obtenido de Triatoma
barberi (Qro) y Morelos obtenido de Meccus pallidipennis (Mor) y dos provenientes
de cruces experimentales: Querétaro pasada por M. pallidipennis (Qro/Mp) y
Morelos pasada por Triatoma barberi (Mor/Tb). Como se resume en la Tabla 6, el
aumento en la parasitemia y mortalidad de los ratones infectados con Mor/Tb,
respecto a Mor; por otra parte los ratones infectados con Qro/Mp mantuvieron
valores de parasitemia y sobrevivencia media similar a Qro (Mendoza-Rodriguez,
2015). Estos hallazgos permitieron evidenciar que la interaccidén de los parasitos
con el triatomino vector juega un papel importante en el comportamiento de las
cepas, sin embargo, aun se desconocen los factores de la interaccion parasito-
insecto vector. En este contexto, las glicoproteinas son candidatos atractivos para
su estudio debido a su abundancia en el parasito y a su conocido papel en

interacciones celulares.

Aislado Periodo Mortalidad Sobrevivencia Parasitemia Parasitemia Observaciones
Prepatente ** media (dia)***  Madxima**** Maxima HEKEKK
(dia)* Promedio*****

Morelos 18 30% (D-59) 82 7.7x10° 1.08 x10° Poca afectacion
en los cuartos
traseros

Mor/Th 17 60% (D-59) 32 17x10° 3.9x10° Poca afectacién
en los cuartos
traseros,
aumento de
tamano en
higado y bazo

Querétaro 3 100% (D-17) 16 44x106 29.8 x106 Pelo erizado,
paralisis de
cuartos traseros

Qro/Mp 3 100% (D-29) 15 49x10° 31 x10° Pelo erizado,
paralisis de
cuartos traseros

*Periodo prepatente: dia donde se observaron por primera vez los parasitos en sangre después de la inoculacion.
**Mortalidad: Dia en que se presenté el 100% de muertes o sacrificio. ***Sobrevivencia media: dia al cual se
produce el 50% de mortalidad en los ratones. ****Parasitemia maxima: la mayor parasitemia de un ratén infectado
por ese aislado. *****Parasitemia maxima promedio: parasitos por mililitro (promedio de 10 ratones) en el dia con
mayor parasitemia. ******Qbservaciones: se realizaron al comparar los infectados con el ratdn testigo.

Informacion obtenida de Mendoza Rodriguez, 2015.

Tabla 6. Caracteristicas biologicas de 4 aislados de T. cruzi.
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4. JUSTIFICACION

Las cepas de T. cruzi muestran variabilidad biolégica y molecular, debido a
factores ambientales y de sus hospederos. En México, las infecciones asociadas
al vector T. barberi se relacionan con la presencia de cuadros clinicos con
miocardiopatia y megacolon (Salazar-Schettino PM, Tay J, Ontiveros A, Jiménez
J, Haro | de, Bucio MI, 1983; Salazar-Schettino PM, Tay J, Bucio MI, Haro | de,
Anzures ME, 1984). En un estudio previo, se evidencio cambios en el
comportamiento bioldégico de los aislados en raton al realizar cruces
experimentales en diferentes especies de triatominos. Actualmente se busca
determinar el papel que desempefia el vector en la patogenicidad, virulencia,
tropismo de los aislados, asi como en la evolucion de la infeccidn-enfermedad. En
este contexto, las glicoproteinas son candidatos atractivos ya que median
procesos clave en la interaccidn parasito-vector-mamifero tales como

reconocimiento, adhesion y evasion de la respuesta inmune.
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5. HIPOTESIS

Las glicoproteinas forman parte de la estructura celular de T.cruzi y participan en
la interaccidon insecto—vector, por lo que es posible observar variaciones en la

expresion de los diferentes aislados.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Comparar el perfil glicoproteico en 4 aislados de T cruzi.

6.2 Objetivos Particulares
Determinar la concentracién proteica de cuatro aislados de T cruzi.
Determinar el perfil proteico de cuatro aislados de T. cruzi mediante Electroforesis.

Determinar el perfil glicoproteico de 4 aislados por afinidad a lectinas, mediante
Western-blot.

Identificar glicoproteinas por afinidad a lectinas, mediante inmunohistoquimica.
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7. METODOLOGIA

7.1 Diseno experimental

Cultivo de los 4
aislados de T. cruzi

Q, Q/Mp, Mor y Mor/Th

Crecimiento
exponencial

Extraccion proteica

Fijacion en
laminillas

I
Cuantificacion ‘
de proteinas _ Citoquimica de
i lectinas

WGA y PNA

Electroforesis

Western blot |

con lectinas: . .
Microscopia de

WGA, PNA, UEA, Con A fluorescencia

vy MAA

Analisis de
resultados

Figura 11. Diagrama de flujo de la metodologia empleada.
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7.2 Aislados de Trypanosoma cruzi
Los aislados estudiados fueron obtenidos de las deyecciones de Meccus
pallidipennis y Triatoma barberi infectados con T. cruzi y los productos de la

infeccion experimental entre estas especies (Tabla 7).

Identificacion del aislado Especie del Aislados estudiados
triatomino

Morelos Meccus pallidipennis  Obtenido originalmente de

(ITRI/12/MX/Morelos) Meccus pallidipennis  del
Estado de Morelos

Mor/Tb Triatoma barberi Producto de la infeccion de

(ITRI/14/MX/Mor/Tb) Triatoma barberi con el
aislado proveniente de
Meccus pallidipennis
(Morelos)

Querétaro Triatoma barberi Obtenido originalmente de

(ITRI/13/MX/Querétaro) Triatoma barberi del Estado

de Querétaro

Qro/Mp (ITRI/14/MX/Qro/Mp)  Meccus pallidipennis | Producto de la infeccion de
Meccus pallidipennis con el
aislado proveniente de
Triatoma barberi (Querétaro)

Tabla 7. Identificacion y procedencia de aislados de T. cruzi.

7.3  Obtencion del extracto proteico con buffer de lisis para RIPA (ensayo
de radio inmuno precipitacién). Se crecieron los 4 aislados parasitarios en medio
LIT (Liver Infusion Tryptose) y se cosecharon los epimastigotes al final de la fase
estacionaria. Los parasitos se concentraron por centrifugacion y se lavaron en 5
ocasiones con PBS pH 7.2 para ser lisados con buffer de lisis para RIPA, Tris HCI
10mM, NaCl 150 m, EDTA 1 mM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio 0.5%,
SDS 0.1% e inhibidores de proteasas. Se centrifugd a 20 000 rpm por 10 min que

constituye el extracto proteico, se almacen6 en tubos de 1 ml a -20°C.

7.4 Cuantificaciéon de proteinas. Se realiz6 por el método de acido bicinconinico,

empleando el kit comercial BCA Protein Assay Kit de Pierce (23225) con una
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curva patrén de albumina sérica bovina en diferentes diluciones con PBS pH 7.2
con un rango de 0 a 2000 ug/mL. La curva patréon y las muestras problema
(extractos proteicos) se colocaron por triplicado en una microplaca de poliestireno
de 96 pozos, se agregaron 200 ul por pozo de la mezcla de reactivos del kit, se
incubd durante 30 minutos y se realizé la lectura a 562nm en un espectrofotometro
para microplacas Epoch de Biotek. Las concentraciones finales se obtuvieron al

aplicar a los valores obtenidos la ecuacion de la recta.

7.5 Separacion de componentes proteicos y determinacion de pesos
moleculares por electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE). La
electroforesis de los extractos se realizd en condiciones reductoras por
electroforesis en geles de poliacrilamida, en presencia de dodecil-sulfato de sodio
(SDS-12.5%) (Laemmli, 1970). Los geles separadores se prepararon con
acrilamida/bis acrilamida al 12.5%. Se colocaron 20ug de proteina en cada pozo.
La electroforesis se llevd a cabo con una diferencia de potencial constante de
150V/=1.5 h en un equipo Mini-Protean Il Electrophoresis Cell (Bio-Rad). Al

finaliza, los geles fueron fijados y tefidos con azul de Coomassie.

7.6 Identificacion de glicocoproteinas por western blot revelado con
lectinas. Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa (Amersham) a 15 Volts durante 30 minutos en el Equipo Trans-
blot Turbo de BioRad; las membranas se bloquearon con PBS 1X pH 7.2- Tween
20 al 0.05% durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron
con las lectinas conjugadas a peroxidasa WGA- Triticum vulgaris, Con-A -
Concanavalina A, PNA Arachis hypogaea, UEA Ulex europeus, y MAA- Mackia
amurensis a una concentracién de 2.5 ug/ml. Se lavaron 5 veces y se revelaron

con 3’3 diaminobencidina (DAB) en PBS pH 7.2 y perdxido de hidréogeno.

7.7 Anadlisis de imagenes. Para medir los pesos moleculares, los geles de la
electroforesis se capturaron en un foto-documentador (Gel DocTM EZ Imager Bio

Rad) y se calcularon los pesos moleculares con él software Image Lab de BioRad.
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Para determinar la intesidad/area de los componentes glicoproteicos en el
western-blot se utilizdé el programa mylmage Analysis de Thermo Fisher Scientific
el cual determina la intensidad de los pixeles / cm?. Los criterios para determinar

mayor, media y baja intensidad fueron:
Intensidad mayor: Igual o mayor (=) a 30000/intensidad de pixeles/ cm?

Intensidad media: Menor (<) a 30000 y mayor (<) de 20000 /intensidad de pixeles/

cm?

Intensidad baja: Menor (<) a 20000/ intensidad de pixeles/ cm?

7.8 Fijacion de parasitos Los cultivos con epimastigotes de cada aislado se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, se elimino el sobrenadante y se lavo
con PBS pH 7.2, se cuantifico la masa humeda y se agregaron 9 mL de PBS-
formol al 1% por cada gramo. Y después de 24 horas, se agregd PBS en
proporcion 2:1. Posteriormente, en portaobjetos para inmunofluorescencia se
agregaron 10 ul de la soluciéon en cada pozo, se dejaron secar a 37°C por 90
minutos, se pasaron tres veces sobre la flama y enseguida se colocaron en un
vaso Coplin con agua destilada. Se lavaron durante 5 minutos en agitacion

rotatoria, se secaron a temperatura ambiente y almacenaron a 4°C hasta su uso.

7.9 Inmunohistoquimica con lectinas. Los portaobjetos con los parasitos
adheridos, se enjuagaron con PBS pH 7.2 y se bloquearon con albumina libre de
IgG al 2% en PBS por 30 min en cdmara humeda cerrada a temperatura ambiente.
Se lavé con PBS pH 7.2. La permeabilizacion de los parasitos se realizé con una
solucion de Triton X-100 al 0.02%, por 10 min en camara humeda a temperatura
ambiente. Se incubaron las lectinas WGA y PNA conjugadas a Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) en dilucion 1:80 (PBS Ca?*1mM) toda la noche a 4°C en
camara humeda y se lavd con PBS pH 7.2 seguido de Triton X-100 1% vy
nuevamente PBS pH 7.2. Se montaron las laminillas con VectaShield-DAPI, se
selld con barniz y se almacenaron en camara humeda a 4°C hasta su observacion

en el microscopio confocal.
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8. RESULTADOS

8.1 Concentracion proteica de los aislados
Las concentraciones proteicas obtenidas fluctuaron entre 4641.21 y 3888.69

Mg/uL, la mas elevada fue la del aislado Morelos (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion proteica de los 4 aislados de T. cruzi.

Aislado Concentracion proteica (ug/pL)
Querétaro 3641.21
Qro/Mp 3889.69
Morelos 4647.29
Mor/Tb 4301.81

8.2 Perfil electroforético de los aislados. En el perfil proteico de los 4 aislados
de T. cruzi, se encuentran componentes con pesos moleculares que van desde 12
a mas de 250 kDa. Se observan los componentes con peso de 110, 90, 70, 50, 45,

40, 38, 34, 32, 25, 22, 18, 14, 13 y 12 kDa. No se observan diferencias entre los

aislados (Figura 12).
MPM Q Q/Mp Mor Mor/Tb
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Figura 12. Perfil electroforético de 4 aislados de T. cruzi con 20 ug de proteina en gel de acrilamida
al 12.5 % con tincién de Coomassie (Coom). MPM: marcador de pesos moleculares; Q: Querétaro;

Q/Mp: Querétaro obtenido de Meccus pallidipennis; Mor: Morelos y Mor/Tb: Morelos obtenido de
Triatoma barberi.
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8.3 Identificacion de glicoproteinas en el aislado Querétaro reveladas con
lectinas. El perfil de proteinas y glicoproteinas muestra un patrén diferente de
reconocimiento con cada lectina, se identifican glicoproteinas que van desde los
188 kDa hasta los 12 kDa (Figura 13).

MPM Coom WGA PNA UEA ConA MAA

250 -
150 -

100 -
75 -

10 ---

Figura 13. Comparacion del perfil proteico y glicoproteico del aislado Querétaro de T. cruzi con
lectinas. MPM: marcador de pesos moleculares; COOM: perfil proteico del aislado Querétaro tefiido
con Coomassie; Perfil glicoprotéico por Western Blot con las lectinas conjugadas a peroxidasa:
WGA, PNA, UEA, Con A y MAA, revelados con DAB.
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8.4 Perfil de glicoproteinas de cuatro aislados de T. cruzi con la lectina
WGA. Se observaron glicoproteinas con pesos entre 188 y 12 kDa. En el aislado
Querétaro las glicoproteinas de mayor intensidad fueron 12, 15, 17, 19, 72 y 90
kDa. En el Q/Mp fueron las de 12, 15, 17, 19, 90 y 94 kDa. En el aislado Morelos
fueron 12 y 15. En el Mor/Tb fueron las de 12, 13, 15, 16 y 19 kDa; el patron es
similar en los cuatro aislados, en los aislados Querétaro no se identifico el
componente de 13, 16, 21 y 50 kDa; en el aislado Qro/Mp el de 13 y 16 kDa; en el
aislado Morelos el de 13, 17, 21 y 50 kDa y en el aislado Mor/Tb el de 50 kDa
(Figura 14).
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Figura 14 . Perfil glicoproteico de cuatro aislados de T. cruzi por afinidad a la lectina WGA. A)
Western blot con la lectina WGA conjugada a peroxidasa, revelada con DAB. Querétaro (Q),
Querétaro obtenida de Meccus pallidipennis (Q/Mp), Morelos (Mor) y Morelos obtenida de Triatoma
barberi (Mor/Tb) B) Valores de intensidad/area (pixeles/ cm?2) de los componentes glicoproteicos

afines a la lectina.
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8.5 Perfil de glicoproteinas de cuatro aislados con la lectina PNA. La lectina
PNA en los extractos proteicos de T. cruzi, evidencio 20 componentes con pesos
moleculares entre 13 y 95 kDa. En el aislado Querétaro los componentes de
mayor intensidad fueron los de 13, 15, 17, 19, 20, 28, 33, 38 y 40 kDa; en Q/Mp
fueron los de 13, 15, 17 y 19 kDa; en Morelos fueron los de 13, 15, 16, 17 19,38y
40 kDa y los de Mor/Tb fueron los de 13, 14, 15, 16, 17 19, 28, 33, 38 y 40. Aun
cuando el patron es similar en los cuatro aislados, se observa que el componente
de 14, 16 y 26 kDa no se identifican en los aislados Querétaro y Q/Mp vy, en
Morelos solo el de 26 kDa (Figura 15).
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Figura 15. Perfil glicoproteico de cuatro aislados de T. cruzi por afinidad a la lectina PNA. A)
Western blot con la lectina PNA conjugada a peroxidasa, revelada con DAB. Querétaro (Q),
Querétaro obtenida de Meccus pallidipennis (Q/Mp), Morelos (Mor) y Morelos obtenida de Triatoma
barberi (Mor/Tb) B) Valores de intensidad/area (pixeles/ cm?2) de los componentes glicoproteicos

afines a la lectina.
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8.6 Perfil de glicoproteinas de cuatro aislados con la lectina UEA-1. En el
reconocimiento del perfil glicoproteico solo se identificaron 19 componentes con
pesos moleculares entre 13 y 120 kDa. Los de mayor intensidad en Querétaro
fueron los de 13, 16, 17, 18, 20 23, 26, 28, 30 33 y 36 kDa; en Qro/Mp fueron 13,
16, 20, 23, 26, 28, 30, 33, 36 y 41; en Morelos y Mor/Tb fueron los 13, 16, 17, 18,
20 23, 26, 28, 30 33, 36 y 41 kDa. En el aislado Q/Mp no se identificaron las de 17
y 18 kDa (Figura 16).
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Figura 16. Perfil glicoproteico de cuatro aislados de T. cruzi por afinidad a la lectina UEA-I. A)
Western blot con la lectina UEA-I conjugada a peroxidasa, revelada con DAB. Querétaro (Q),
Querétaro obtenida de Meccus pallidipennis (Q/Mp), Morelos (Mor) y Morelos obtenida de Triatoma
barberi (Mor/Tb) B) Valores de intensidad/area (pixeles/ cm?) de los componentes glicoproteicos

afines a la lectina.
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8.7 Perfil de glicoproteinas de los 4 aislados con la lectina Con A.

En los cuatro extractos proteicos de T. cruzi, la lectina Con A permitié observar 18
componentes con pesos moleculares entre 12 y 146 kDa. Los de mayor intensidad
en el aislado Querétaro corresponden a los pesos moleculares de 15, 16, 17, 19,
20, 24, 26, 29, 34, 36, 39, 43, 46, 55, 74 y 98 kDa; en Q/Mp fueron los de 12, 15,
16, 17, 19, 24, 26, 29, 34, 36, 43 y 55 kDa; en Morelos los de 12, 15, 16, 17, 19,
20, 24, 26, 29, 34, 36, 43, 46, 55 y 74 kDa y Mor/Tb los de 12, 15, 16, 17, 19, 20,
26, 29, 34, 36, 43, 46, y 55 kDa. No se identifico el de 39 kDa en Qro/Mp, Morelos
y Mor/Tb.

Con A
A) MPM Q Q/Mp Mor Mor/Tb B) ConA Intensidad/érea

250 - — el M Querétaro Q/Mp Morelos Mor/Tb
150 .. 146 1980491 947043 2043505  22166.41
100 - 98 3023578 2270288 287946  27074.44
75 - 74 4062584 273846 3137887 2771385
55 4064993 3471652 4700993  39397.63
50 - 46 4561653 1106476  46530.92  33063.59
- 43 200866 3431177 4097751  36818.45

39 4125507

37— — 36 3776128 3913332 3309152 3831107
34 3997022 3946007 4109545  38577.57
20 374511 3878106 3877187 3565814
25 . 26 30785.00  38527.87 3328203 332638
~ 24 322036 3079891 3244207  24193.16
20— ‘ 20 3187008 2781531 3164039 334304
19 31997.87 34269.91 35741.16 33120.63
17 3732027 347995 3727516 3797437
o= 16 381893 3767339 4253200  41226.06
15 328317 3682138 4030588  40198.79
10 — | 12 2880263 3190678 3415631  34473.82

Figura 17. Perfil glicoproteico de cuatro aislados de T. cruzi por afinidad a la lectina Con A

A) Western blot con la lectina Con A conjugada a peroxidasa, revelada con DAB. Querétaro (Q),
Querétaro obtenida de Meccus pallidipennis (Q/Mp), Morelos (Mor) y Morelos obtenida de Triatoma
barberi (Mor/Tb) B) Valores de intensidad/area (pixeles/ cm?2) de los componentes glicoproteicos
afines a la lectina.
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8.8 Perfil de glicoproteinas de cuatro aislados de T. cruzi con la lectina MAA.
La lectina MAA no mostré reconocimiento de glicoproteinas en los componentes

proteicos identificados por electroforesis y tefildos con Commassie en el aislado
Querétaro (Figura 18).

MAA
MPM Coom Q Q/Mp Mor Mor/Tb

250 —

150 -

100 - s -

75 - —

50 — .

37 — -

20— N

15 -

‘ »
v 4
10 - ‘L

Figura 18 . Perfil glicoproteico de cuatro aislados de T. cruzi por afinidad a la lectina MAA.

MPM: marcador de peso molecular; Coom: Perfil proteico del aislado Querétaro en SDS PAGE
12.5% con tincion de Coomassie; Perfil glicoproteico de los aislados Querétaro (Q), Querétaro de
Meccus pallidipennis (Q/Mp), Morelos (Mor) y Morelos de Triatoma barberi (Mor/Tb) por Western
blot con la lectina MAA conjugada a peroxidasa revelada con DAB.
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8.9 Identificacion de glicoproteinas mediante inmunohistoquimica. El
reconocimiento especifico de la lectina WGA por epimastigotes de cuatro asilados
T. cruzi (verde) y la distribucidon general de los nucleos del parasito (azul) identifica

abundantes glicoproteinas ricas en N-acetil glucosamina (Figura 19).

Azul Verde Empalme

Qro/MP Qro

Mor

Mor/Th

Figura 19. Imagen representativa de epimastigotes de cuatro aislados de T. cruzi reconocidos por
la lectina WGA-FITCI (Verde), nucleos marcados por DAPI (azul) y superposicion de ambas

fluorescencias (empalme).
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Con la lectina PNA se observa el reconocimiento de glicoproteinas ricas en N-

acetil —a-D-galactosamina en cuatro aislados T. cruzi (Figura 20).

Azul Verde Empalme

O

Figura 20. Imagen representativa de los epimastigotes de cuatro aislados de T.cruzi reconocidos

Qro

Qro/MP

r

Mor/Tb

por la lectina WGA-FITCI (Verde), nucleos marcados por DAPI (azul) y superposicion de ambas

fluorescencias (empalme).

32



9. DISCUSION

T. cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas y se transmite
principalmente por medio de insectos vectores. Las cepas del parasito muestran
diversidad biolégica que puede atribuirse a su interaccion con el ambiente y sus
hospederos. Se ha comprobado que algunas caracteristicas como la virulencia se
modifican dependiendo del origen, mamiferos e invertebrados y de este ultimo la
especie del triatomino. Actualmente se busca determinar el papel que desempena
el vector en la patogenicidad, virulencia, tropismo de los aislados y la evolucién de
la infeccién-enfermedad. En este contexto, las glicoproteinas son importantes ya
que median procesos claves en la interaccion parasito-vector-mamifero tales como

reconocimiento, adhesion y evasion de la respuesta inmune.

Existen diferentes glicoproteinas y métodos para la determinacion de éstas y las
lectinas con afinidad por carbohidratos, monosacaridos o estructuras glucosidicas

han mostrado ser una herramienta poderosa para su identificacion.

En el presente trabajo, se seleccionaron los dos aislados directos de Meccus
pallidipennis 'y Triatoma barberi y dos aislados, producto de la infeccion
experimental entre las dos especies de triatbminos. El perfil proteico mostré
componentes que van desde 12 hasta 250 kDa, este patrén concuerda con los
reportados por Bucio, O Daly, De Lima y Torres (Bucio et al., 1999). Algunos
componentes proteicos con pesos moleculares han sido reportados por diversos
autores; entre los que destacan el de 50 kDa que fue identificado como tubulina
por Paba en 2004, mediante inmunoblot con sueros de pacientes con
miocardiopatia Chagasica (O'Daly et al, 1994) y se encontr6 como
inmunodominante en un aislado procedente del estado de Morelos (Torres-
Gutiérrez et al., 2015). Los componentes de 38 y 32 kDa se reportaron como
inmunodominantes en el trabajo de Bucio en 1999 en aislados obtenidos de M.
pallidipennis, T.barberiy de humano.
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T. cruzi posee diversas glicoproteinas principalmente de superficie (Tabla 3): con
la lectina WGA se identificaron componentes entre 12 y 19 kDa con mayor
intensidad en los cuatro aislados. En Querétaro también se identificaron el de 72 y
90 y en Qro/Mp fueron los de 90 y 94 kDa. El aislado Querétaro y Qro/Mp son los
que presentan mayor cantidad de N-acetilglucosamina y en la caracterizacion
biolégica se comportan con una virulencia elevada de acuerdo a lo reportado por
Mendoza Rodriguez en 2015; estos componentes podrian tener un papel de
importancia en la infectividad de T. cruzi.

Qro/Mp y Mor/Tb (aislados obtenidos de la infeccion experimental) presentan
reconocimiento por WGA en los componentes de 21 ,15 13 y 12 kDa; esto sugiere
un posible mecanismo de adaptacidbn que requiere una mayor cantidad de
carbohidratos en estos componentes proteicos. Atella y cols consideran que tienen
un papel antigénico o bien como factores de virulencia necesarios para la

invasion de la células huésped o evasion del sistema inmune (Atella et al., 2005).

T. cruzi carece de la capacidad de producir N- acetilgalactosamina (Salto et al.,
2000) por lo que la lectina PNA reconoce residuos de galactosa como
galactopiranosas y galactofuranosas. En los cuatro aislados, los componentes de
13, 15, 17, 19 y 33 kDa son reconocidos por PNA con mayor intensidad. En los
aislados Morelos y Mor/Tb se observé baja virulencia como lo reporté Mendoza
Rodriguez en 2015 y en ambos aislados los componentes de 14 y 16 kDa son
reconocidos por la lectina a diferencia de Querétaro y Qro/Mp, lo que indica que
en estos ultimos las proteinas carecen de galactosas, lo que podria influir en que
sean menos vulnerables a la respuesta inmune del hospedero, favoreciendo su
virulencia. Se ha reportado que la presencia de galactofuranosas en las mucinas
de cepas de Tcl correlaciona con la inactivacion del parasito, posiblemente debido
a que GalF funciona como epitope antigénico provocando una reaccion

inmunolégica que disminuye su capacidad de infeccion (Salto et al., 2000)

Las mucinas son de las principales proteinas de T. cruzi que contienen galactosas,

en epimastigotes se reportan principalmente con pesos moleculares entre 30 y 55
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kDa (TcSMUG)(Lederkremer, 1994). En los cuatro aislados encontramos seis
componentes en este rango de pesos, siendo los de 33, 38 y 40 kDa los que

presentan mayor intensidad.

La lectina UEA-I reconoce componentes entre 13 y 120 kDa en los cuatro
aislados, la mayor intensidad se observa en los componentes entre 13 hasta y 36
kDa siendo el de 20 kDa el que predomina, indicando una elevada presencia de
residuos de fucosa. En Qro /Mp la elevada intensidad del reconocimiento en los
componentes entre 16 y 20 kDa no permite diferenciar componentes entre estos
valores. Este mismo aislado presente una intensidad mayor en el componente de
70kDa que podria corresponder a la proteina gp 72, la cual posee una estructura
inusual de glicosilacion y se ha asociado a la zona de adhesion del flagelo y ha
sido implicada en la inhibicién de la diferenciacion a tripomastigote metaciclico
(Allen et al., 2013), lo que podria indicar que la mayor expresion de esta

disminuiria la metaciclogenia y por lo tanto la infectividad del aislado.

La lectina Con A reconocié componentes entre 12 y 146 kDa, con un patron muy
similar en los cuatro aislados en T. cruzi. Gran cantidad de glicoproteinas de T.
cruzi poseen manosas, por ejemplo, las cruzipainas y transialidasas. En todos los
aislados, el componente de 55 kDa presenta elevada intensidad y podria
corresponder a cruzipaina ya que corresponde a su rango de peso molecular y ha
sido descrita con presencia de oligosacaridos de alta manosa. Al degradarse la
cruzipaina, se obtienen fragmentos de 35 kDa que también podemos observar en
el patrén revelado con Con A en todos los aislados. Esta proteina es de gran
importancia por ser un factor de virulencia ya que destruye la porcién Fc de las

inmunoglobulinas e inhibe el complemento (Gea and Pellegrini, 2006).
Las transialidasas son importantes para T. cruzi debido a que se encargan de

transferir acido sialico del hospedero mamifero a las mucinas del parasito
favoreciendo su supervivencia; se han reportado en el rango de pesos
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moleculares entre 80 y 200 kDa (Nardy et al., 2016). La lectina Con A reconocio
componentes de 74, 98 y 146 que podrian asociarse a estas proteinas.

La lectina MAA no reconocié componentes en el perfil proteico de ninguno de los
cuatro aislados de T. cruzi, esto se debe en parte a la incapacidad del parasito de
producir acido sialico de novo (Amino et al.,1995). Aun cuando éste posee
transialidasas, los epimastigotes en el medio de cultivo no requeriran ni

dispondran del acido sialico como sucede en el huésped mamifero.

La actividad de la sialidasa no solo se encuentra en la saliva de los triatominos
sino también en el estdmago, la enzima quita rapidamente el acido sialico de las
células sanguineas ingeridas, los epimastigotes a su vez adquieren acido sialico
del intestino del parasito (Amino et al., 1995). Por lo tanto, el acido sialico en la
superficie no es necesario para el desarrollo de epimastigotes como lo

observamos con la lectina MAA que no reconocio componentes (Figura 18).

Aislados Peso molecular de los componentes de importancia evidenciados con las
lecitinas:
WGA (kDa) PNA (kDa) UEA-1 (kDa) | Con A (kDa) MAA (kDa)
Querétaro 72y 90 40, 38,y 33 70y 20 146, 98,75y -
55
Morelos 21,15,13y 14y 16 20 146, 98,75y -
12 55
Qro/Mp 94y 90 40, 38,y 33 20 146, 98,75y -
55
Mor/tb 21,15,13y | 40,38,y 33 20 146, 98,75y -
12 55

Tabla 8. Componentes de importancia encontrados con las lectinas WAG, PNA, UEA-1 y MAA
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La técnica de inmunofluorescencia se utiliz6 para verificar la presencia de
glicoproteinas con reconocimiento especifico hacia la lectinas WGA y PNA (figuras
19 y 20) debido a que estas reconocen las principales estructuras sacaridas de
T.cruzi (N-acetilglcuosamina y N-Galactosamina). Se observo el reconocimiento
de glicoproteinas en los cuatro aislados de T. cruzi evidenciando la presencia de
mucinas, reportadas como las mas abundantes de T. cruzi (Buscaglia et al., 2006).
PNA reconoce residuos de [-galactosas como galactopiranosas vy
galactofuranosas. T. cruzi no contiene N-Galactosamina debido a mutaciones de

la enzima 4-epimerasa (Salto et al., 2000).
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10. CONCLUSIONES

Los perfiles electroforéticos de los cuatro aislados de T. cruzi muestran similitud en

los componentes proteicos.

Con las lectinas WGA, Con A, PNA, UEA-I fueron identificados componentes con

mayor intensidad en los rangos de mediano y bajo peso molecular.

Existe mayor cantidad de N-acetilglucosamina en los aislados Querétaro y Qro/Mp

que se asocia a la virulencia elevada de estos aislados

En los cuatro aislados se observaron diferencias en la glicosilacién de los
componentes de 14, 16, 20, 70, 72, 90 y 94 kDa.

Se evidencié la ausencia de acido sialico en epimastigostes de los 4 aislados de

T.cruzi con la lectina MAA.

Se identificd por inmunohistoquimica con las lectinas WGA y PNA, la presencia de

glicoproteinas distribuidas en los epimastigotes de los cuatro aislados.

11. PERSPECTIVAS

Continuar con la caracterizacion glicoproteica de los cuatro aislados de T. cruzi
para profundizar con los resultados obtenidos especificamente en los rangos de

pesos moleculares donde se observan diferencias

Identificar los componentes que se encontraron con diferencias en la glicosilacion

mediante cromatografia de afinidad y espectrometria de masas.

Analizar estos componentes para su posible utilizacion como blancos terapéuticos.
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