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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente que causa de la enfermedad de Chagas, la cual es endémica
de 21 paises de América Latina. Este parasito se encuentra agrupado en cepas, las cuales se
encuentran conformadas por clonas debido a la estructura poblacional de la especie que es
predominantemente clonal. La heterogeneidad genética entre las cepas ha sido ampliamente
estudiada, clasificindose dentro de seis Unidades discretas de tipificacion (DTU’s).
Ademas de la heterogeneidad genética, un gran nimero de estudios han demostrado que
existe una diversidad bioldgica entre las cepas del parésito respecto a factores como
morfologia, crecimiento in vitro, capacidad infectiva in vitro, tropismo y capacidad de
generar lesiones tisulares en modelos in vivo, virulencia, entre otros. Se ha demostrado que
las cepas pertenecientes al mismo DTU pueden llegar a presentar comportamientos
biologicos propios para cada una de ellas, siendo las cepas mexicanas Querétaro (Qro) y
Ninoa, pertenecientes al DTU Tcl, un ejemplo de esto. Debido a la diversidad presentada a
nivel de cepas y a la estructura clonal de las mismas, se ha propuesto que las clonas que
constituyen las cepas podrian contar con caracteristicas bioldgicas propias para cada una de
ellas, existiendo asi la dominancia de algunas clonas principales que rigen el
comportamiento de la cepa parental. Este es uno de los motivos por el cual, se han realizado
diferentes estudios de caracterizacion biologica y genética de clonas de diferentes cepas, en
los que se ha reportado que algunas propiedades biologicas pueden ser compartidas o no
entre las clonas y la cepa parental de la que fueron aisladas. Por lo cual, en el presente
estudio se evaluo el crecimiento, la capacidad metaciclogénica, la capacidad infectiva,
patrones proteicos y antigénicos y los niveles de expresion del gen t-daf, en diferentes
clonas provenientes de las cepas mexicanas Qro y Ninoa. Los resultados mostraron
crecimientos estadisticamente similares para Qro, Ninoa y sus clonas. Respecto a la
metaciclogénesis y la infeccion in vitro se observd una tendencia de las clonas a presentar
valores mayores a los obtenidos con las cepas parentales, sin ser significativas. Al comparar
el patrén de proteinas de los extractos y los antigenos reconocidos por sueros de ratones
infectados con las cepas parentales se observaron patrones de proteinas similares entre las
clonas y su respectiva cepa parental, resaltando que en el reconocimiento antigénico, al

menos en todas las clonas de la cepa Qro, presentaron un antigeno diferente a la parental.




Respecto a la expresion del mRNA de la proteina asociada a virulencia, T-DAF, la mayoria
de clonas de Qro presentan mayor expresion que la parental, mientras que en Ninoa, solo
una de las clonas presentd mayor expresion, siendo estas diferencias no significativas. Por
todos estos resultados podemos concluir que las clonas analizadas son iguales a la

poblacién de la que se originaron.

——
N
| —



1. INTRODUCCION

1.1 La Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una zoonosis causada
por el protozoario parésito Trypanosoma cruzi, la cual fue descrita por el médico Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas en 1909 (WHO, 2018).

T. cruzi presenta varias formas de transmision, siendo la principal la via vectorial.
El insecto vector, que pertenece a la subfamilia Triatominae, se distribuye ampliamente en
21 paises de América Latina en los que la enfermedad es endémica, donde afecta
principalmente a la poblacion que presenta déficit socio-economico (OPS, 2018).

Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) (2018) cataloga a la
enfermedad de Chagas dentro de la lista de las 15 Enfermedades Tropicales Olvidadas
(ETO’s), las cuales son un grupo de enfermedades infecciosas y no infecciosas cuya causa
principal es la pobreza extrema de las poblaciones humanas que viven en los paises en
desarrollo. Asi mismo, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) reconoce a la
Enfermedad de Chagas y a las geohelmintiasis como las principales ETO’s con mayor
prevalencia e incidencia en América Latina y el Caribe (Altagracia-Martinez et al., 2012;
OPS, 2016).

1.1.1 Transmision

T. cruzi puede infectar mas de 150 mamiferos domésticos y selvaticos que son
reconocidos como hospederos y reservorios, entre los cuales se encuentra el humano, el
perro y otros canidos, el gato, el tlacuache, el armadillo, el murciélago, entre otros (Teixeira
et al., 2011; Rassi et al., 2012). Existen diferentes mecanismos de transmision: la forma

vectorial y las no vectoriales (WHO, 2018).




La via vectorial es el principal mecanismo de adquisicion del parésito en los paises
endémicos, ésta implica a insectos hematdfagos que pertenecen a la subfamilia Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae), en la que algunas especies han sido registradas como trasmisoras
de T. cruzi (Rassi et al., 2012). Estos insectos son conocidos con diferentes nombres
coloquiales que dependen de la zona geogréfica, por ejemplo: chinches besuconas, chinches
hociconas, picudas, vinchucas, chipo, etcétera, las cuales se distribuyen en gran parte del
continente americano (Fig. 1) (Salazar-Schettino et al., 2005; Schofield y Galvéo, 2009;
Gourbiere et al., 2012).

La transmision por via vectorial se lleva a cabo en dos diferentes ciclos, el selvatico
y el doméstico. En el primero se presenta la interaccion de los triatominos con reservorios
silvestres. Por otra parte, en el ciclo doméstico se da el contacto de los vectores con los
seres humanos debido a la presencia de los insectos en las viviendas donde pueden
desarrollar su ciclo de vida completo o pueden estar visitando las casas para alimentarse,
siendo pequefios mamiferos, principalmente animales de compaifiia, la principal fuente de

infeccidn (Zingales, 2018).

En este tipo de transmisidon, la fase infectiva del parasito se encuentra en las heces
del insecto, las cuales son depositadas sobre el hospedero durante o posterior a la
alimentacion, siendo el lugar de la picadura, las mucosas o alguna laceracion, los sitios de

acceso del parasito al hospedero (Rassi et al., 2012; Esch y Petersen, 2013).
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Figura 1. Distribucion geogréafica de algunas especies de Reduvidos que son vectores de la Enfermedad de

Chagas. Figura tomada de Gourbiére et al., 2012.

Por otra parte, los mecanismos de transmision no relacionados a la via vectorial son:
la transfusion sanguinea, el trasplante de dérganos, la transmision congeénita y la via oral
(Rassi et al., 2012; WHO, 2018).

La transfusion sanguinea es una de las principales vias de infeccién con T. cruzi en
zonas urbanas y en paises donde la enfermedad no es endémica. En estos sitios, el riesgo de
adquisicion de la Enfermedad de Chagas por una unidad de sangre es de 10-20%, y a su
vez, depende de factores como la concentracion de parasitos en la sangre donada y de la
cepa del parasito (Rassi et al., 2010, 2012).

De igual forma, la transmision de T. cruzi por el trasplante de érganos o de médula
6sea que provenga de un donador cronico ha sido reportada tanto en paises endémicos

como en paises no endémicos, estos ultimos han presentado un aumento en los casos




confirmados debido a la constante y numerosa migracion de la poblacion latinoamericana
(Rassi et al., 2010).

La transmisidn congénita o vertical presenta prevalencias de 3.5y 9.7% en mujeres
embarazadas en paises europeos y de Norteamérica, donde se ha observado un aumento de
estos valores debida a la migracion humana (Gonzalez-Tomé et al., 2013). Ademas, la
mayoria de los casos en infantes han sido diagnosticados durante la fase crénica, por lo que,
en estos paises, gran parte de las muertes atribuidas a complicaciones cardiacas de la
Enfermedad de Chagas ocurren en adultos que fueron infectados siendo nifios (Gonzéalez-
Tomé et al., 2013).

La via oral es una de las vias de transmision que ha sido mas estudiada
recientemente, debido al aumento de reportes de casos humanos confirmados en varios
paises endémicos. Se encuentra relacionada a la ingesta accidental del vector; al consumo
accidental de deyecciones de vectores o de reservorios portadores del parasito; a la ingesta
de animales de caza infectados; o al consumo de leche materna de una madre infectada.
Esta via de infeccidn presenta diferencias en las manifestaciones clinicas, en comparacion

con lo observado en el resto de los mecanismos de transmision (Toso et al., 2011).

1.1.2 Fases de la enfermedad manifestaciones clinicas y pruebas de diagnostico

La enfermedad de Chagas se caracteriza por la variedad de signos y sintomas que se
presentan. Cuando la infeccién es adquirida por la via vectorial, algunos uno de los
primeros signos que se llegan a presentar es el Chagoma, que se desarrolla en cualquier
sitio de la piel donde entra el parasito, y en el caso de que la entrada del parasito se realice a
en la mucosa ocular, se conoce como signo de Romafia, la cual desaparece
aproximadamente en 15 dias (WHO, 2018). Una vez que la infeccion fue adquirida, las

personas infectadas pueden presentar dos fases clinicas: la aguda y la crénica.




Durante la fase aguda las manifestaciones clinicas aparecen alrededor de 8-10 dias
después de la inoculacién del parasito (en caso de que sea por la via vectorial), o alrededor
de 20-40 dias en caso de la transfusion sanguinea. En esta fase, los parasitos se encuentran
circulando en el torrente sanguineo. Predominantemente es una fase asintomatica, pero
llegan a presentarse signos y sintomas que no son exclusivos de la enfermedad, por
ejemplo: fiebre acompariada de malestar, anorexia, dolor de cabeza y fatiga. Los principales
signos sistémicos que se presentan son el alargamiento de linfonodos, hepatomegalia,
esplenomegalia y edemas subcutaneos (Rassi et al., 2010; Alvarez-Hernandez et al., 2016:
WHO, 2018).

Las principales pruebas de diagnostico que son utilizadas durante la fase aguda son
métodos parasitologicos directos en los que se confirma la presencia del parasito circulando
en sangre, por ejemplo: la examinacion de muestras frescas de sangre al microscopio para
observar al paréasito directamente, el xenodiagndstico en el que se alimenta a un vector con
la muestra de sangre y posteriormente se analizan las heces y/o el intestino para observar si
hay presencia del parasito, o el hemocultivo (Alvarez-Hernandez et al., 2016; Pérez-Molina
y Molina, 2018).

El tratamiento de la Enfermedad de Chagas se realiza con farmacos especificos,
siendo Nifurtimox y Benznidazol los Unicos dos compuestos aprobados para el tratamiento.
Su uso es recomendado durante la fase aguda, asi como en casos de transmision congénita y
de reactivacion por inmunosupresion (Pereira-Nunes et al., 2013; WHO, 2018). Ambas
drogas presentan un rango entre un 76 y un 85% de efectividad en casos agudos y un 90%
en recién nacidos. Sin embargo, son compuestos que generan reacciones adversas. Se ha
descrito que su consumo provoca reacciones de hipersensibilidad en la piel, molestias

gastrointestinales, fiebre, neuropatias y leucopenia (Pérez-Molina et al., 2015).

En cuanto a la fase cronica, ésta comienza 2 6 3 meses después de la adquisicion de
la infeccidn, para este entonces los sintomas de la fase aguda (si se llegaron a presentar) ya
desaparecieron y la presencia del parasito en sangre es indetectable (Rassi et al., 2010). En

esta fase, el 60-70% de los casos presentan una forma indeterminada, la cual puede durar




desde meses hasta afios. Se caracteriza por la ausencia de signos y sintomas, los examenes
radioldgicos del tracto digestivo y los electrocardiogramas se observan normales pero al
realizarse pruebas seroldgicas éstas resultan positivas (Rassi et al., 2010; Pereira-Nunes et
al., 2013). El otro 40-30% de los casos llegan a presentar una forma sintomatica 10 a 30
afios después de la infeccién, manifestandose dafio cardiaco, digestivo o ambos. Asimismo,
en el torrente sanguineo se llegan a detectar parasitos, ademas de una alta produccion de

anticuerpos contra el parésito (Rassi et al., 2012).

Las pruebas de diagndstico utilizadas durante esta fase son métodos seroldgicos que
demuestran la presencia de anticuerpos especificos anti-T. cruzi, por ejemplo: ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinacion
indirecta o western blot. De igual forma se pueden utilizar pruebas moleculares como una

PCR (Polymerase Chain Reaction) (Alvarez-Hernandez et al., 2016).

1.1.3 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es una enfermedad zoondtica endémica de 21 paises de
América Latina. De acuerdo con la WHO, actualmente se calcula que a nivel global existen

8 millones de personas infectadas con T. cruzi (WHO, 2018).

Debido a los constantes movimientos migratorios de personas infectadas hacia
zonas urbanas y a paises no endemicos, en las ultimas décadas se ha presentado un aumento
en la frecuencia de casos en Estados Unidos de América, Canada, Australia, Japén, Francia,
Espafia y otros paises europeos (Fig. 2), cambiando asi la epidemiologia de la enfermedad
(OPS, 2018; WHO, 2018).
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Figura 2. Distribucion mundial de la enfermedad de Chagas. En color gris claro se muestran los paises
endémicos de la enfermedad y con otros colores se presentan los paises donde ha aumentado el nimero de
registros de casos debido a las diferentes formas de transmisién ajenas a la via vectorial. Mapa tomado de
Rassi. et al., 2010.

Respecto a la situacién en México, la enfermedad ha sido registrada en todos los
estados de la Republica (Fig. 3), destacandose los estados de Veracruz, Oaxaca, Jalisco,
Chiapas, Morelos y Guerrero (Cruz-Reyes y Pickering-Lépez, 2006). En el afio 2014, la
Secretaria de Salud dio a conocer los avances sobre el Programa de Accion Especifico para
la Prevencion y Control de la Enfermedad de Chagas. En éste, se reporta que durante el
periodo de 2000-2012 se registraron 5463 casos en el pais, dentro de los cuales, el estado de
Morelos representd la entidad con mayor porcentaje de casos agudos, seguido de Veracruz,
Jalisco e Hidalgo. Los estados con mayor indice de casos crénicos fueron Veracruz,
Morelos, Guerrero y Jalisco. De igual forma, dentro de este periodo, se registraron 371
defunciones debidas a la Tripanosomiasis americana, las cuales, principalmente se

presentaron en Oaxaca, Guerrero, Chiapas, Ciudad de México y Veracruz (SSA, 2014).

——
(o]
| —



e < . '.‘,-_ 5 .'" ‘;\/.
LR N
1000 0 L] 2000 Vhmelers }/k

Figura 3. Distribucion de todos los tipos de la enfermedad de Chagas en México. Cada punto es un caso. Los

puntos representan la densidad media para el estado. Mapa tomado de Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006.

Las diferentes condiciones climatoldgicas, orograficas y los aspectos socio-
econdmicos de México, proporcionan una gran variedad de ambientes con las condiciones
Optimas para la transmision de T. cruzi. Siendo asi que, los vectores presentan una amplia
distribucién a lo largo de todo el pais, lo cual representa un impacto epidemioldgico de la
enfermedad, ya que aproximadamente el 96% de la transmision se ha originado por via
vectorial (Ramsey et al., 2003; Odagiu y Mayer, 2015). Para México, se han reportado 39
especies de insectos pertenecientes a la subfamilia Triatominae, de las cuales, 20 han sido
encontradas con infeccién natural con T. cruzi (Dumonteil, 1999). De igual forma, un gran
namero de reservorios han sido identificados dentro del pais, en los cuales se reporta una
seroprevalencia de la infeccion con T. cruzi de entre 8% al 62% (Dumonteil, 1999; Cruz-

Reyes y Pickering-Lopez, 2006).

Debido al aumento en la distribucion mundial de la enfermedad y su importancia

epidemioldgica, tanto paises endémicos como no endémicos han comenzado diversos
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programas para controlar la transmision del parésito considerando los diferentes
mecanismos de transmision (Coura, 2013). Las medidas béasicas que se han aplicado son: la
educacion de la poblacion respecto a los vectores; el uso de diversos insecticidas con los
que se rocian las casas y construcciones anexas donde se pueda encontrar el triatomino; la
implementacion de diferentes pruebas seroldgicas dentro de los bancos de sangre para
determinar la presencia de anticuerpos especificos anti-T. cruzi en la sangre de donadores;
asi como la aplicacion de diversas medidas de higiene respecto a los alimentos y su debida
preparacion (Moncayo y Silveira, 2010; Coura, 2013; OPS, 2018).

1.2 Agente causal: Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un protozoario parésito flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida,
el cual se caracteriza por la presencia de un organelo conocido como cinetoplasto, que
contiene una alta concentracion de DNA extranuclear (Fig. 4) (Martins et al., 2012; Rassi et
al., 2012).

Axonema

Bolsa flagelar

Cinetoplasto

Figura 4. Esquema de la morfologia general interna de un epimastigote de T. cruzi. Se observan algunas
estructuras y organelos. Figura tomada y modificada de de Souza et al., 2010.
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1.2.1 Taxonomia

De acuerdo con Rassi y colaboradores (2012), la clasificacion taxonémica es la

siguiente:

Dominio Eukaryota
Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Familia Tripanosomatidae
Genero Trypanosoma
Especie cruzi

1.2.2 Morfologia

Durante diferentes momentos del ciclo de vida de T. cruzi, se presentan tres estadios
principales que se diferencian entre ellos por la posicién del cinetoplasto, los cuales son:

amastigote, epimastigote y tripomastigote (Martins et al., 2012):

e Amastigote: Forma intracelular de 2 a 6.5 um de didmetro. Se encuentra en tejido de los
hospederos mamiferos. Flagelo y membrana ondulante ausente. Se divide por fisién

binaria aproximadamente cada 12 horas (Fig. 5a) (Martins et al., 2012).

e Epimastigote: Estadio replicativo de 20 a 40 um de longitud. Se caracteriza por el
cinetoplasto anterior al nicleo y una membrana ondulante poco desarrollada. Flagelo
presente. Se encuentra en el tracto digestivo, orina y heces del vector (Fig. 5b) (Lana et
al., 2010).
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e Tripomastigote: Forma infectiva que mide entre 12 y 20 um, sin capacidad de division.
Presenta flagelo mdvil y una membrana ondulante estrecha. La posicion del nicleo es
central y el cinetoplasto se encuentra en posicion terminal posterior. Los
tripomastigotes que se encuentran en la porcion final del intestino, en los tubulos de
Malpighi, en orina y heces del vector se conocen como tripomastigotes metaciclicos
(TM), y los que se encuentran en la sangre y en otros fluidos corporales de los
hospederos mamiferos son llamados tripomastigotes sanguineos (Fig. 5c) (Lana et al.,
2010; Martins et al., 2012).

Amastigote

Epimastigote Tripomastigote

cC

a) b) ©)

Figura 5. Diferentes estadios de T. cruzi. a) Amastigote, b) Epimastigote y ¢) Tripomastigote. Se sefialan las

siguientes estructuras: Nucleo (N), Cinetoplasto (C), Flagelo (F), Bolsa flagelar (BF), Cuerpo celular (CC).
Figura tomada y modificada de Pech-Canul et al., 2017.

1.2.3 Ciclo de vida
El ciclo de vida de T. cruzi (Fig. 6) inicia cuando un triatomino se alimenta de

sangre periférica de un mamifero infectado con el parasito, ingiriendo asi tripomastigotes

sanguineos (Tyler y Endgman, 2001). Estos se adhieren hidrofébicamente a la pared del
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intestino posterior donde presentan diversos cambios morfolégicos para asi diferenciarse a
tripomasigotes metaciclicos, este proceso es denominado metaciclogénesis (Kollien y
Schaub, 2000; Tyler y Endgman, 2001). Una vez transformados a esta fase, los parasitos se
despegan y son excretados en la orina y heces. Los TM son transmitidos al mamifero a
través de las heces del triatomino, las cuales son depositadas sobre el hospedero al
momento de la alimentacion. Los parasitos entran al torrente sanguineo por accion
mecénica por parte del hospedero, que al rascarse arrastra las heces hacia heridas y/o

mucosas.

Dentro del hospedero vertebrado, los tripomastigotes metaciclicos tienen la
capacidad de invadir células como macrofagos, miocitos, neuronas y células del epitelio. La
entrada a las células blanco es mediante fagocitosis, presentando el reclutamiento de
lisosomas que se fusionan con la membrana plasméatica, formando asi la vacuola
parasitéfora (Tyler et al., 2003). Dentro de la vacuola, los tripomastigotes se diferencian en
amastigotes debido a la acidificacion de la misma. Estos salen de la vacuola y proliferan en
el citoplasma. Posteriormente, se diferencian a tripomastigotes sanguineos, los cuales lisan
las células debido a su alta densidad y movimiento, siendo asi liberados al espacio
extracelular, teniendo la oportunidad de infectar nuevas células y circular en el torrente
sanguineo, donde pueden ser ingeridos por un nuevo vector y de esta manera reiniciar el

ciclo de infeccion (Martins et al., 2012).
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Figura 6. Ciclo de vida de T. cruzi. (1) El triatomino ingiere al pardsito de la sangre de un mamifero
infectado, (2) a lo largo del tracto digestivo del vector el pardsito se transforma en epimastigotes y
posteriormente a tripomastigotes metaciclicos. (3) Estos son transmitidos a un nuevo hospedero en las heces
del vector, las cuales son depositadas en el mamifero durante la alimentacién del insecto. (4) Los parasitos
penetran por mucosas o laceraciones y (5) dentro del hospedero invaden células en las que se diferencian a
amastigotes. (6) Estos se replican por fision binaria y se diferencian a tripomastigotes sanguineos. La célula
hospedera es lisada y de esa forma se liberan a torrente sanguineo, (7) donde el triatominio puede ingerir los
parasitos y asi reiniciar el ciclo. En color verde se sefiala el proceso de la metaciclogénesis. Figura tomada y

modificada de Esch y Petersen, 2013.

1.2.4 Metaciclogénesis

A través del tracto digestivo del vector se presentan diversas modificaciones
morfoldgicas en los paréasitos. Especificamente en el recto, se lleva a cabo un proceso
fundamental en el ciclo de vida de T. cruzi denominado metaciclogénesis. Esta consta de la
transformacion de epimastigote a tripomastigote metaciclico (Kollien y Schaub, 2000;
Tyler et al., 2003).
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Existen varios estudios en los que se reportan diferentes caracteristicas propias del
microambiente dentro del recto del vector que afectan directamente el proceso de
metaciclogénesis, por ejemplo la adhesion de los epimastigotes al recto, la temperatura, el
valor de pH del tracto digestivo, el estado nutricional del vector y la cepa del parésito, entre
otros (Boker y Schaub, 1984; Kollien y Schaub, 2000).

La metaciclogénesis es un proceso que puede ser replicado en condiciones de
laboratorio, para ello se utilizan diferentes medios de cultivo que simulan el ambiente al
que se encuentra expuesto el parasito a lo largo del intestino del vector. En estos casos, al
igual que en el vector, se han identificado condiciones que influyen en este proceso, como
la adhesién de los epimastigotes al sustrato, la temperatura de incubacion, el valor de pH
del medio de cultivo, la cantidad de parasitos utilizados, el tiempo de incubacion, la cepa
del parésito, entre otros (Castellani et al., 1967; Contreras et al., 1985; Jiménez-Ortiz et al.,
1987; Figueiredo et al., 2000).

Durante la metaciclogénesis, se presentan diferentes cambios fenotipicos y
estructurales, uno de los principales es la reposicion del cinetoplasto y el flagelo respecto al
nucleo (Fig. 7) (Gongalves et al., 2018).

Recto

Insecto vector

Epimastigote

Intermedias

|
I 11

Tripomastigote
metaciclico
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Figura 7. Proceso de metaciclogénesis en el recto del vector. En el recto del vector se encuentran diferentes
fases intermedias entre epimastigotes y tripomastigotes, a través de las cuales se van desarrollando diferentes
cambios morfoldgicos respecto a la posicion del cinetoplasto y del flagelo. Figura tomada y modificada de
Goncalves et al., 2018.
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Otro de los cambios fundamentales que se presentan durante este proceso es la
sintesis y expresion de proteinas y moléculas que presentan un papel importante para la
interaccion con las células hospederas, para la invasion de las mismas y evadir el
reconocimiento del sistema inmune, especificamente la inhibicion o interrupcion de las
diferentes vias de activacion del sistema del complemento (Tyler et al., 2003; De Pablos y
Osuna, 2012). Este sistema esta formado por una red de proteinas que circulan en sangre o
se encuentran unidas a la membrana celular, cuya funcion es reconocer diferentes patrones
0 antigenos patégenos asociados a patdgenos. El sistema del complemento puede ser
activado por tres diferentes vias (Fig. 8a): la clasica, la de las lectinas y la alternativa, las
cuales llevan a la formacion de un complejo de ataque a la membrana (MAC) que media la
lisis osmética de la célula blanco (Tapia et al., 2012; Carroll, 2004; Ramirez-Toloza y
Ferreira, 2017).

Dentro de las moléculas de T. cruzi que le permiten evadir al complemento se
encuentran la proteina inhibidora del receptor C2 del complemento tri-funcional (CRIT), la
calreticulina de T. cruzi (CRT), la proteina reguladora del complemento (CRP), la
glicoproteina 58/68 y el factor acelerador del decaimiento de tripomastigotes de T. cruzi (T-
DAF), (Fig. 8b), las cuales, le confieren al parasito la capacidad de evitar la lisis mediada

por este sistema (Tapia et al., 2012; Cardoso et al., 2016).

T-DAF es una glicoproteina de membrana de 87 a 93 kDa que se encuentra presente
en tripomastigotes metaciclicos, sanguineos y de cultivo (Tambourgi et al., 1993; Osorio et
al., 2012). Presenta similitudes funcionales, bioquimicas y genéticas con la DAF humana
(Tamborgi et al., 1993). Esta relacionada con las vias alterna y clasica del sistema del
complemento, en las cuales interviene en el correcto ensamblaje de las C3 y C5
convertasas, bloqueando asi la via de activacién (Fig. 8b) (Joiner et al, 1998; Osorio et al.,
2012; Ramirez-Toloza y Ferreira, 2017).
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Figura 8. El sistema de complemento y la interaccion de T. cruzi. Esquema de las a) Vias de activacion del

sistema del complemento de mamiferos. b) Moléculas expresadas por T. cruzi que inhiben al sistema del
complemento. Figura tomada y modificada de Arroyo-Olarte et al., 2018
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2. ANTECEDENTES

2.1 Genética de Trypanosoma cruzi

T. cruzi es una especie que se encuentra conformada por diversas cepas, cuya
heterogeneidad genética ha sido conocida desde el descubrimiento de la enfermedad (Rassi
et al., 2010). Las cepas presentan una estructura poblacional clonal, es decir, que todos los
genotipos descendientes son virtualmente idénticos a los del genotipo inicial (Tibayrenc y
Ayala, 2002; Zingales et al., 2012), cuyas poblaciones se encuentran subdivididas en clonas
naturales, las cuales son separadas entre ellas por la acumulacion de cambios evolutivos al
azar (Laurent et al., 1997). Sin embargo, la coexistencia de varias cepas en un mismo
hospedero o vector ha sido demostrada tanto de forma experimental como en situaciones
naturales (Pinto et al., 2000), favoreciendo asi la generacion de eventos de recombinacion
entre las diferentes cepas (Fig. 9), contribuyendo asi a la heterogeneidad genética, la cual, a
su vez puede influir en el comportamiento biologico (Dvorak, 1984; Lopez-Olmos et al.,
1998; Machado y Ayala, 2001).

| Amimales silvestres

SRR

Nuevo
hospedero

| Animales domésticos |

Figura 9. Proceso de reinfeccion en la naturaleza con T. cruzi. Las cepas se encuentran circulando entre
reservorios, vectores y hospederos. Un solo triatomino puede ingerir al parésito de un animal silvestre y

después ingerirlo de un animal doméstico o de un ser humano, presentando asi una mezcla de cepas, las
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cuales van a llegar a un nuevo hospedero sano. De igual forma se desarrolla cuando el vector infecta a algin
animal doméstico o uno silvestre. Figura elaborada por Trejo-Mellado A.

A lo largo del tiempo, han existido diferentes nomenclaturas utilizadas para
clasificar a las cepas de T. cruzi, entre los que se encuentran: zimodemos por la variabilidad
entre los perfiles isoenzimaticos; esquizodemos por las diferencias en los perfiles con el uso
de minicirculos para KDNA; biodemas por las diferencias observadas en modelos in vivo y
clonets que son agrupaciones de cepas que con ciertos marcadores moleculares son
indistinguibles entre si (Guzman-Marin et al., 1999; Machado y Ayala, 2001; Mufioz et al.,
2013). La electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) se ha empleado para tipificar a las
cepas del parasito, determinando que la poblacién de T. cruzi se encontraba dividida en dos
grandes linajes nombrados Tcl y Tcll; de este ultimo, a través de ensayos RAPD (DNA
polimorfico amplificado al azar) se demostré la existencia de cinco subdivisiones que se

denominaron Tclla — Tclle (Barnabé et al., 2000; Bosseno et al., 2000).

Posteriormente, en el 2009, un grupo de investigadores expertos en tipificacion del
parasito, decidieron unificar la nomenclatura para poder clasificar las cepas de T. cruzi, por
lo cual se comenzé a utilizar el concepto de DTU’s (Discrete Typing Units). Los DTU’s
son grupos de cepas que se encuentran genéticamente mas relacionadas entre si y que son
identificables por marcadores genéticos e inmunologicos (Zingales et al., 2009). Los
DTU’s se denominaron Tcl, Tcll (anteriormente Tcllb), Tclll (anteriormente Tcllc), TclV
(anteriormente Tclla), TcV (anteriormente Tclld), TcVI (anteriormente Tclle) y

recientemente se anexd Tchat.

Existen diferentes teorias para explicar el origen de los diferentes DTU’s, que
consideran eventos de reproduccion sexual, hibridacion, y la introgresion mitocondrial
(Lewis et al., 2011). El estudio de genes nucleares y mitocondriales ha permitido encontrar
cepas que presentan éste tipo de genes hibridos, dando pauta a la posibilidad de la presencia
de una reproduccion sexual o parasexual en las poblaciones de T. cruzi, al menos en los
DTU’s TcV y TcVI (Lewis, et al., 2011).
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En cuanto a la hibridacion, existen dos modelos que explican el intercambio

genético entre DTU’s parentales o ancestrales, cuyos hibridos propiciaron el origen de dos

genotipos que son muy similares entre si: TcV y TcVI (Zingales et al., 2012):

a)

b)

El modelo de dos hibridaciones fue propuesto por Westernberger y colaboradores
(2005). Ellos secuenciaron algunos genes de histonas, proteinas de choque térmico,
una proteina de union a calcio y de la glucosa fostato isomerasa, concluyendo la
existencia de dos genotipos (Tcl y Tcll), derivados de un T. cruzi coman. A partir
de dichos genotipos, se presenta un primer evento de hibridacion que da como
resultado una progenie hibrida, la cual presentard una pérdida de heterocigocidad,
seguida de una evolucion clonal independiente que origina a los DTU’s nuevos,
Tclll y TclV. Posteriormente, una segunda hibridacion se presenta entre Tcll y
Tclll, cuyos genotipos derivados son muy similares, presentan alelos
heterocigoticos y un mosaico de genes parentales y posteriormente se presenta una

evolucion clonal independiente (Fig. 10a).

El modelo de tres ancestros fue propuesto por Freitas y colaboradores (2006). Ellos
genotipificaron varias cepas con el uso de marcadores mitocondriales y nucleares,
en las que encontraron tres haplogrupos principales, Tcl (Z/Z), Tcll (X/X) y Tclll
(Y/Y), propuestos como los genotipos principales que derivaron del mismo T. cruzi
ancestral. Las cepas de TcV y TcVI analizadas presentaron haplotipos hibridos
(X/Y) que son resultado de dos hibridaciones independientes y posteriormente se
presentd un evento de evolucion clonal independiente. Se propone que las cepas
pertenecientes al DTU TclV surgieron por una divergencia independiente, debido a

gue no presentaron coincidencias con los haplotipos encontrados (Fig. 10b).
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Figura 10. Modelos de hibridacion de intercambio genético durante la evolucién clonal de T. cruzi. a)
Modelo dos hibridaciones y b) Modelo tres ancestros. Figura elaborada a partir de Westernberger et al., 2005
y Freitas et al., 2006.

Respecto a la teoria de la heterogeneidad debida a la introgresién mitocondrial, se
basa en las diferencias observadas en secuencias de genes mitocondriales de cepas de
diferentes DTU’s. En éstos se ha observado una mezcla de los mismos, y de igual forma se
ha reportado que el entrecruzamiento o intercambio del material mitocondrial no interfiere
con el material nuclear (Machado y Ayala, 2001; Lewis et al., 2011; Messenger et al.,
2012).

2.1.1 Unidades Discretas de Tipificacion (DTU'’s)

A partir de que la heterogeneidad genética de las cepas del parasito comenzé a ser
estudiada, ha sido considerada como uno de los factores relacionados con las
manifestaciones de la enfermedad, motivo por el cual se ha tratado de encontrar una
relacion entre los diferentes DTU’s y el origen biologico de los aislados, la distribucion
geografica de los DTU’s y las manifestaciones clinicas reportadas. Sin embargo, debido a

cambios en la historia evolutiva del parasito, los cambios ecoldgicos de las poblaciones de
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hospederos y cambios antropogénicos, dichas relaciones no han sido completamente
comprobadas. Sin embargo, si se ha demostrado que existe una tendencia de

comportamiento (Zingales et al., 2012; Mufioz et al., 2013; Zingales, 2018).

Tcl es el DTU con mayor abundancia en el continente americano coincidiendo con
la distribucién geogréfica del vector. Se ha encontrado relacionado tanto al ciclo selvéatico
como al doméstico, produciendo en este ultimo cardiomiopatia chagésica en infecciones

humanas (Zingales et al., 2012).

Tcll predomina principalmente en América central y en las regiones centro y sur de
Sudamérica. Esta asociado con manifestaciones cardiacas y la presencia de megasindromes
en colon y eso6fago. Ha sido reportado mayoritariamente en casos domésticos, pero ha sido

aislado también de roedores y algunos primates (Zingales et al., 2012; Zingales, 2018).

EIDTU Tclll ha sido reportado principalmente en Brasil y paises de Sudameérica, en
los cuales se asocia principalmente al ciclo selvéatico, aungque ha sido raramente reportado
en casos humanos y en perros domesticos. El principal reservorio del que ha sido aislado es

el armadillo (Zingales et al., 2012).

TclV es de los DTU’s que presenta una amplia distribucion a lo largo del continente
americano. Esta asociado principalmente al ciclo selvético, siendo el mapache su principal
reservorio en la parte norte del continente, mientras que en la parte sur lo son los coaties y
diversos primates. Ha sido reportando en gran porcentaje de animales domesticos,
principalmente en perros en Argentina y en casos de transmision oral en Brasil (Zingales,
2018).

Los DTU’s TcV y TcVI estén relacionados a casos humanos en paises del centro y
sur de Sudamérica. Actualmente no estan definidos sus principales reservorios, sin embargo
se han encontrado en perros en una region de Argentina (Zingales et al., 2012; Zingales,
2018).
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Recientemente, se propuso y acepté un nuevo DTU denominado Tchat, el cual ha
sido aislado de murciélagos en el centro y sureste de Brasil y posterior a su descubrimiento
se presentaron reportes en otros paises como Panama, Colombia y Chile. A diferencia de
los otros DTU’s, Tcbat no se desarrolla en triatominos criados en laboratorio, y se ha
inferido que los cimicidos (chinches de cama) son potenciales vectores para este DTU
(Marcili et al., 2009; Zingales, 2018).

2.2 Variabilidad biolégica

Ademas de la diversidad genética de T. cruzi, un gran nimero de estudios han
demostrado que también existe una diversidad biologica entre las poblaciones del parasito
respecto a factores como la morfologia, el crecimiento in vitro, la capacidad infectiva in
vitro, tropismo tisular, capacidad de generar lesiones en modelos in vivo, virulencia, entre
otros (Guzman-Marin et al., 1999). Lo anterior, se ha relacionado con las manifestaciones

clinicas, las cuales varian de acuerdo a la cepa y la genética del paciente, principalmente.

Ademas de las diferencias biologicas observadas entre DTU’s, algunos estudios
demuestran que las cepas pertenecientes al mismo DTU pueden llegar a presentar
comportamientos bioldgicos propios para cada una de ellas. Este es el caso de las cepas
mexicanas Querétaro (Qro) y Ninoa, pertenecientes al Tcl, las cuales han sido ampliamente
estudiadas. Espinoza y colaboradores (2010) compararon la respuesta de estas cepas en un
modelo murino, donde encontraron que los valores de parasitemia de la cepa Qro fueron
dos veces mayores que los presentados por Ninoa. De igual forma, Qro provoc6é una
mortalidad de entre 60 — 100% de los ratones infectados, a diferencia de Ninoa, que no

ocasion6 una mortalidad significante.

Asimismo, en las cepas Qro y Ninoa se ha evaluado los niveles de expresion de
genes que codifican diferentes proteinas relacionadas con la resistencia al sistema del
complemento. En este estudio, Arroyo-Olarte y colaboradores (2018) observaron que la

cepa Ninoa presenta una mayor susceptibilidad a la lisis mediada por complemento y
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aproximadamente tres veces menor expresion de mRNA de los genes crp, t-daf y crit en
comparacion con la cepa Qro.

2.3 Clonas de T. cruzi

Como se menciono anteriormente, las cepas del parésito se encuentran conformadas
por clonas, ya que, a pesar de que las cepas pertenezcan a un mismo DTU, esto no implica
que todos sus miembros sean genéticamente idénticos, motivo por el cual las cepas se
deben considerar como familias de clones que presentan una estrecha relacion y no como

una poblacién conformada por una sola clona (Zingales et al., 2012; Mufioz et al., 2013).

Debido a la diversidad presentada a nivel de cepas y a la estructura clonal de las
mismas, se ha propuesto que las clonas que constituyen las cepas podrian contar con
propiedades bioldgicas particulares para cada una de ellas, existiendo la posibilidad de la
dominancia de algunas clonas respecto al resto, que determinan el comportamiento de la
cepa parental (Tibayrenc y Breniere, 1988; Andrade, 1999; Campos et al., 1999). La
presencia de una clona dominante en las cepas aisladas de una region geografica especifica
contribuiria al conocimiento de las manifestaciones clinicas y de la reaccion de la
enfermedad ante farmacos (Andrade, 1999). Este es uno de los motivos por el cual se han
realizado diferentes estudios de caracterizacion bioldgica y genética de clonas de diferentes
cepas. De igual forma, los cultivos de las clonas representan una poblacion que es
genotipicamente homogénea, por lo cual han sido utilizadas para la realizacion de estudios

comparativos.

Diferentes parametros han sido evaluados y comparados entre clonas y sus cepas
parentales, por ejemplo la metaciclogénesis. Un estudio realizado por Avendafio y
colaboradores (2006) en el que se compard el porcentaje de TM vy el radio
tripomastigote/epimastigote a diferentes tiempos de incubacién en el medio TAU-P, entre
clonas (TC-4a, TC-4p y TC-4m) y su cepa parental (TC-4), mostrd diferencias significativas

a las 72 y 96 horas de incubacion en el medio. De igual forma, los autores reportaron que
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entre las clonas, TC-4p y TC-4n fueron las que presentaron menor transformaciéon a TM
con este medio. Otro parametro evaluado en este estudio fue la concentracion de TM por
mililitro, observanse la misma tendencia de comportamiento tanto de las clonas como de la
parental, no obstante, no se observaron diferencias significativas; atribuyéndose que la
infectividad de esta cepa puede estar condicionada por las variaciones entre las clonas de la

misma.

Otro de los parametros mas evaluados en clonas es su comportamiento en un
modelo murino. Un ejemplo es el estudio realizado por Melnikov et al., (2013), en el cual
evaluaron el tropismo tisular de la cepa Albarrada de origen mexicano y su clona C104,
encontrando que la parental presenté mayor tropismo hacia musculo cardiaco, a diferencia
de la clona, que presenté mayor infiltrado tisular en musculos como el abdominal y el
femoral; los autores atribuyen estas diferencias a la estructura multiclonal de la cepa

parental, ya que dentro de ella algunas de las clonas pueden contribuir al tropismo.

En contraste, existen estudios en los que se ha demostrado que las cepas presentan
una homogeneidad clonal. Este es el caso de la cepa Colombiana y siete clonas aisladas de
la misma (Col-C1, Col-C5, Col-C8, Col-C10, Col-C13, Col-C14, Col-C15), en las cuales se
evaluaron la morfologia de los parasitos en sangre periférica de ratones infectados,
parasitemia, perfil isoenzimatico e histotropismo. Los autores observaron el mismo patrén
patologico (histotropismo, virulencia, parasitemia) entre las clonas y la cepa parental, sin
embargo, las clonas C-13 y C-14 mostraron una tendencia de tener mayor grado de
virulencia y altos niveles de parasitemia. Respecto a los patrones de isoenzimas, tanto las
clonas como la cepa parental, presentaron el mismo perfil presentando un perfil de

zimodemo 1 (Camandaroba et al., 2006).

Ademas de los estudios comparativos entre cepas parentales y clonas, estas Ultimas,
al ser poblaciones homogeéneas, han sido utilizadas como modelo para diferentes estudios.
Un ejemplo es el realizado por Diaz y colaboradores (2011), en el que se compararon
extractos proteicos de amastigotes y tripomastigotes derivados de cultivo pertenecientes a

clonas obtenidas de un aislado (Tcl) de un paciente con cardiomiopatia chagasica cronica.
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De igual forma, algunos estudios han utilizado clonas para tener una homogeneidad
genética, por ejemplo, Kessler y colaboradores (2013) utilizaron a la clona Dm28c para la
construccion de parasitos fluorescentes con la expresion del gen de GFP y Sanchez-Valdéz
et al., (2013), quienes analizaron el papel de la calreticulina en una clona de la cepa TCC a

la cual le realizaron deleciones monoalélicas de este gen.

Por otra parte, las clonas son modelo en el estudio de la respuesta de T. cruzi ante
compuestos anti-parasitarios. Un ejemplo es lo reportado por dos Santos y colaboradores
(2012) en el cual utilizaron parasitos pertenecientes a la clona CL-B5 para observar el
efecto tripanocida de un extracto en etanol de la planta Eugenia jambolana. De igual forma,
Campos et al., (2014) analizaron mecanismos relacionados a la resistencia a benznidazol
utilizando tres clonas (Clona 1, 2 y 3) pertenecientes a la cepa Y, las cuales fueron
obtenidas a partir de una poblacion seleccionada y expuesta a diferentes concentraciones de
benznidazol. En este estudio se observo que las clonas presentaron mayor resistencia a
benznidazol y nifurtimox que la cepa parental, lo cual relacionan con una mutacion
(transicion) presente en la secuencia del gen de la TcNTR (mitocondrial NADH-dependent

type-I nitroreductase) en las clonas.

Debido a la evidencia de que las cepas pueden estar conformadas por poblaciones
de clonas homogéneas o heterogéneas, es importante estudiar y caracterizar diferentes
clonas, ya que esto permitiria conocer y comprender la patogenia de la enfermedad de

Chagas de diferentes regiones geograficas.
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3. JUSTIFICACION

La heterogeneidad genética y la estructura clonal de las cepas de T. cruzi dio pauta
al estudio de sus implicaciones bioldgicas, demostrando la existencia de una variabilidad
entre cepas. Se han realizado estudios de clonas de diferentes cepas que han demostrado
diferentes pardmetros bioldgicos, los cuales pueden o no ser compartidos entre las cepas y
sus clonas constitutivas. En el caso de las cepas mexicanas, se desconoce su biologia a
nivel de clonas, lo cual podria dar pauta para poder entender un poco mas la patogenia de
las cepas mexicanas y a su vez, brindar informacion al estudio de la biologia de T. cruzi.
Por lo anterior, en este trabajo se analizaran las clonas de las cepas Qro y Ninoa que
pertenecen al mismo DTU (Tcl), las cuales presentan una variabilidad entre ellas (Andrade,
1999; Avendario et al., 2006; Camandaroba et al., 2006; Espinoza et al., 2010; Melnikov et
al., 2013).
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4. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar si existe variabilidad entre las cepas parentales y las clonas de Trypanosoma
cruzi obtenidas a partir de las cepas mexicanas Qro y Ninoa.

Objetivos particulares
a) Comparar el crecimiento entre las diferentes clonas y las cepas parentales.
b) Determinar el porcentaje de metaciclogénesis de las clonas.
c) Cuantificar el grado de infeccién in vitro de las clonas.
d) Determinar si existe heterogeneidad proteica y antigénica entre las diferentes clonas.
e) Evaluar los niveles de expresion de un factor asociado a la resistencia al sistema del

complemento de las clonas y las cepas parentales.

5. HIPOTESIS
Las cepas de T. cruzi estan conformadas por clonas heterogéneas, por tanto, las clonas

derivadas de las cepas Qro y Ninoa podran presentar diferencias biologicas respecto a la

cepa parental.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Parasitos

Se utilizaron parésitos de cuatro clonas (Q4, Q6, Q8 y Q11) de la cepa Querétaro
(Qro) (TBAR/MX/0000/Queretaro), aislada del vector Triatoma barberi, obtenida en el
estado de Querétaro y dos clonas (N1 y N4) de la cepa Ninoa (MHOM/MX/1994/Ninoa),
obtenida de un caso humano en el estado de Oaxaca. Las clonas fueron obtenidas
previamente en el laboratorio mediante las técnicas de clonacion en agar sangre y dilucion
limitante (Reporte de Servicio Social de Nieto-Landaverde). Se utiliz6 la cepa Qro y Ninoa
como cepas parentales (PQ y PN, respectivamente). Los parasitos fueron cultivados e
incubados a 28°C en medio LIT (Liver Infusion Triptose) (NaCl 68 mM, KCI 5.36 mM,
Na;HPO, 53.6 mM, Glucosa 1 mM; Triptosa e Infusion de caldo de higado),
complementado con 25 pg/ml de hemina y 10% de suero fetal bovino, de donde se tomaron

los parasitos necesarios para realizar los experimentos posteriores.

6.2 Cinética de crecimiento

A partir de un cultivo de epimastigotes en fase exponencial, con una concentracion
de 1x10° parasitos/ml, se tomaron 10 pl y se realizé una dilucién 1:50 con PBS (Phosphate
Buffer Saline). Posteriormente se colocaron 10 ul en una camara de Neubauer y con ayuda
del microscopio Optico Reichert U.S.A a 40x, se observaron y contaron los parasitos
viables. De los cuatro cuadrantes de la camara de Neubauer se consideraron 16 cuadros
totales para la cuantificacién. Los parasitos se contaron los dias 2, 4, 7, 9, 11 y 14 de
crecimiento. Lo anterior se realizd en tres ensayos independientes. Con el fin de estimar el

namero total de parasitos por cada mililitro, se utilizo la siguiente formula:
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N° de parasitos= (P)x(10)x(1000)x(D)

donde:

P= Paréasitos contados en los 16 cuadros

10= Volumen en pl colocados en la camara de Neubauer
1000= Factor de conversion a mi

D= Factor de dilucién

6.3 Induccion de la metaciclogénesis en medio GRACE

Se utilizaron cultivos de epimastigotes con una concentracién de 5x10° parésitos/ml
en un volumen de 25 ml, los cuales se incubaron 9 dias en medio LIT. Los cultivos se
suspendieron y contaron los paréasitos en una dilucion 1:50 con camara de Neubauer como
se describié previamente. Después se colectaron por centrifugacion a 2000xg durante 15
minutos a 4°C para retirar el medio y se lavaron dos veces con PBS estéril. La pastilla
celular se suspendié en 4 ml de medio GRACE (Gibco, Cat. 11300-043) previamente
calibrado a pH 1.5 con HCI seguido de NaOH para llevarlo a un pH final de 5.8 y
nuevamente se contaron los parasitos con una dilucion 1:100 con PBS. Finalmente se llevo
a una concentracién de 250x10° parasitos/ml en medio GRACE vy se incubaron los cultivos

durante cuatro dias a 28°C.

6.3.1 Ensayo de resistencia al complemento

El ensayo se realiz6 a partir de un cultivo de cuatro dias de incubacion en medio
GRACE con una concentracién de 250x10° parasitos/ml. Para evaluar la resistencia al
complemento se utilizaron tres condiciones: parasitos expuestos a suero de cobayo,
parasitos expuestos a suero de cobayo inactivado (56°C por 30 minutos) y medio GRACE.
Los cultivos se homogeneizaron y contaron en una dilucion 1:10 con PBS. Se llevaron a
una concentracion de 51x10° parasitos en 510 pl de medio GRACE y a partir de éstos, se

colocaron 170 pl en tres microtubos y se le adicionaron 170 pl de suero 0 medio para tener
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las tres condiciones antes mencionadas. De cada condicion se realizaron tres alicuotas de
100 pl para tener triplicados de cada una y se incubaron durante 1 hora a 28°C.
Transcurrido el tiempo, se realizé una dilucién 1:10 de cada alicuota con PBS para contar

los tripomastigotes metaciclicos sobrevivientes. Se realizaron tres ensayos independientes.

6.3.2 Tincion con Giemsa

En un portaobjetos Teflon Printed Slide de 21 pozos (Electron microscopy sciences,
Cat. 63429-04) se colocaron 10 pl de un cultivo de parasitos de cada cepa parental y las
clonas que se encontraban en medio LIT (epimastigotes, antes de inducir Ila
metaciclogénesis) y en medio GRACE después de haberlos incubado durante 4 dias. Se
dejo secar a temperatura ambiente. Despues se fijaron los parasitos con metanol (JT Baker,
Cat 9070-03) y se dejo secar. Se adiciono posteriormente 20 ul de Giemsa (Sigma, Cat.
WG32) y se incubaron en cdmara humeda por 15 minutos. Pasado el tiempo se lavo con
PBS pH 7.2 por 10 minutos sin agitar. Para retirar el exceso de colorante se colocé la
laminilla en agua corriente de flujo moderado durante 5 segundos, se repitié el lavado con

PBS a pH 7.2 y se dejo secar a temperatura ambiente.

6.4 Infeccion in vitro

Se utilizd la linea celular Vero: fibroblastos de rifion de mono africano verde
(Cercopitecus aethiops). Se utilizd un portaobjetos Teflon Printed Slide de 21 pozos
(Electron microscopy sciences, Cat. 63429-04) donde se sembraron 6000 células en 30 ul
de medio D-MEM (Dulbecco’s Minimum Essential Médium) (Invitrogen Cat. 12100-046)
por pozo Yy se dejaron adherir durante 6 horas a 37°C y 5% de CO..
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6.4.1 Purificacion de tripomastigotes por gradiente de percoll

Se partié de un cultivo de cuatro dias de incubacién en medio GRACE, el cual
contaba con las condiciones utilizadas para la induccibn de la metaciclogénesis
previamente descritos. Se colectaron los parésitos por centrifugacion a 2500xg por 10
minutos a 25°C. La pastilla celular se suspendié en un volumen de 2.5 ml de medio
GRACE vy se adiciono 2.5 ml de suero fresco de cobayo (proporcion 1:1) y se incubaron las
clonas y la cepa parental de Qro por 4 horas y las clonas y parental de Ninoa por 2 horas,
ambas a 28°C. Posteriormente se centrifugd durante 15 minutos a 2500xg y la pastilla se
suspendi6 en 1 ml de PBS. Se form6 un gradiente de percoll (GE Healhcare, Cat. 17-0891-
01), con soluciones al 15%, 40% y 80% agregando las capas de percoll de mayor a menor
porcentaje una sobre otra (1.5 ml de cada una) y al final la suspension de parasitos pre-
tratados con suero. Se centrifugaron a 3300xg por 30 minutos a 15°C en una centrifuga de
columpio sin freno (Aceleracion: 7; Desaceleracion: 2). Posteriormente se recolecto la
banda 3 que presentaba los tripomastigotes metaciclicos (TM). Después se lavaron con 9 ml
de PBS y se centrifugaron a 10000 rpm durante seis minutos a 15°C y la pastilla se

suspendié en 1 ml de medio DMEM.

6.4.2 Infeccion de células Vero

Los TM obtenidos de la purificacion por gradiente de percoll suspendidos en el 1ml
de medio DMEM se contaron en una dilucion 1:100 con PBS. Se retird el medio de los
pozos del portaobjetos y se afiadieron los parasitos en una proporcion 10 paréasitos/célula en
30 pl de DMEM. Se dejo incubar 6 horas a 37°C. Posteriormente se retird el medio con
parasitos no internalizados. La laminilla se lavé dos veces con PBS estéril agitando
suavemente durante un minuto. Finalmente se fijaron en metanol dentro de una caja coplin

durante seis minutos y se dejaron secar al aire. Se realizaron tres ensayos independientes.
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6.4.3 Tincion de células infectadas con DAPI

Una vez que la laminilla estaba completamente seca, después de fijarla con metanol,
se colocaron en cada pozo 20 ul de DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 50 nM
(Calbiochem, Cat. 268298) en oscuridad durante 20 minutos, y posteriormente se lavé dos
veces con agua bidestilada en una caja coplin para retirar el exceso de colorante. Se retir6 el
exceso de agua, y se colocaron unas gotas de una solucion de montaje 1:1 de PBS y
Glicerol con 0.0125% de azida de sodio para fijar, e inmediatamente se colocd un

cubreobjetos para sellar la laminilla.

6.4.4 Fotografias de células infectadas

Las fotografias fueron tomadas en la Unidad de Microscopia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, con el programa Qcapture Pro 6.0 y el microscopio invertido
Olympus IX71 con un filtro azul-cian bajo una longitud de onda entre 350-460 nm para
observar la fluorescencia. Se tomaron varios campos para obtener minimo 150 células por
cepa y clona. Para contar el nimero de células infectadas y el nimero de parasitos por

células se utilizo el programa ImageJ.

6.5 Caracterizacion antigénica

Se realizaron extractos proteicos totales de epimastigotes por sonicacion de las
diferentes clonas y las cepas parentales, los cuales se encontraban entre el 4to y 5to dia de
crecimiento en medio LIT. Se cuantificaron y posteriormente se separaron en geles de
poliacrilamida para después transferirlos a una membrana de nitrocelulosa para realizar los

western blot correspondientes.
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6.5.1 Extraccion proteica por sonicacion

Paréasitos de cada cepa parental y clonas de cuatro dias de crecimiento con una
densidad de 40-60 x10° parasitos/ml fueron colectados por centrifugacion a 1000xg por 10
minutos a 4°C. Después se lavaron y centrifugaron dos veces en PBS pH 7.2. La pastilla
celular se pes6 (peso himedo) y posteriormente se suspendid en 5 ml de Tris-HCI 10 mM,
pH 8.2 por cada gramo de peso humedo de parésitos y se adicionaron inhibidores de
proteasas siguiendo las proporciones indicadas en la Tabla 1. Posteriormente, los parasitos
fueron lisados en un sonicador (modelo vibracell Sonic & Materials, USA) cuatro veces por
4 minutos, a 100 watts con intervalos de 1.5 segundos, y al final se homogeneiz6 con
vOrtex durante 3 minutos. Finalmente, la mezcla se centrifugd a 10,000xg durante 30
minutos a 4°C. El sobrenadante (extracto proteico total de epimastigotes) fue recuperado y
almacenado a -20°C hasta su uso (Sanchez et al., 2001).

Tabla 1. Concentraciones de los inhibidores de proteasas

Inhibidor Concentracion Estabilidad pl agregados a  Concentracion
stock Sml de buffer final
EDTA 500 mM Meses a 4°C 125 5mM
(Sigma E-9884)
PMSF 200 mM 9 meses a 4°C 25 1 mM
(Sigma P-7626)
Leupeptin 10 mM 1 mes a -20°C 50 0.1 mM
(Sigma L-2884)
Pepstatin 1 mM Meses a -20°C 5 0.001 mM
(Sigma P-5318)

6.5.2 Cuantificacion de proteinas por el método Lowry

Se determind la concentracion proteica de los extractos totales de epimastigotes
mediante el método de Lowry, para lo cual se utiliz6 el kit DC Protein Assay BIO-RAD
(Reactivo A Cat 500-0113, Reactivo B Cat 500-0114 y Reactivo S Cat 500-0115),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Se realiz6 una curva estandar con

concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma A-7030) y se obtuvo
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la absorbancia a una densidad Optica de 655 nm en un iMark Microplate Reader (BIO-
RAD).

6.5.3 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Se utilizaron los extractos proteicos totales de epimastigotes de las cepas parentales
y las clonas. Se utilizaron 10 y 20 pg de cada extracto a los que se les adiciono
amortiguador de muestra (Tris-HCI 200 mM, B-mercaptoetanol 2%, SDS 8%, Azul de
bromofenol 0.4%, Glicerol 40% y agua bidestilada 28%) y posteriormente se hirvieron
durante 5 minutos a 100°C. Para cada gel se colocaron 2 pl de marcador de peso molecular
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Cat. 26619). Las proteinas se
separaron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con 75 mm de
grosor en condiciones desnaturalizantes, en presencia de duodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) (Acrilamida 30% —bisacrilamida 8%, Tris-HCI/SDS pH 8.8, persulfato de amonio
al 10%, TEMED vy agua bidestilada). La electroforesis se realiz6 a 150 volts durante
aproximadamente 45 minutos, a temperatura ambiente. Para observar el perfil proteico de
cada extracto, los geles se tifieron con Azul Coomasie (Metanol 50%, Acido acético 10%,
Azul de Coomasie R250 Bio-Rad, Cat. 161-0406 al 0.25% y agua bidestilada 40%) durante
20 minutos y posteriormente se dejaron en una solucion destefiidora (Metanol 30%, acido

acetico 10% y agua bidestilada 60%) toda la noche.

6.5.4 Western blot

Los geles de los extractos proteicos de las cepas parentales y las clonas descritos
anteriormente, se realizaron por duplicado y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell de poro 20 um) en presencia de amortiguador de
transferencia frio (Tris base 0.025M, Glicina 0.2M y Metanol 20%) durante 75 minutos a

100 volts. Concluido el tiempo, se recuperd la membrana y se lavd con PBS. Las
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membranas se cortaron en tiras de 4 mm. Se dejaron bloqueando con leche descremada al
10% en PBS durante toda la noche a 4°C en agitacidn lenta.

Posteriormente, las tiras de nitrocelulosa se incubaron con un pool de sueros de
ratones infectados con la respectiva cepa parental con la dilucion indicada en la Tabla 2 (en
leche descremada al 10% en PBS) y se incubaron 2 horas a temperatura ambiente en
agitacion suave. Se realizaron tres lavados con PBS Tween 20 (Sigma P-1379) a 0.1% en
agitacion fuerte. Después se incubaron con el anticuerpo secundario en la dilucion indicada
en la Tabla 2 en PBS-Tween 20 al 0.1%, durante dos horas a temperatura ambiente, en
agitacion suave. Se realizaron tres lavados como se describi6 anteriormente. Finalmente, se
reveld con el sustrato 3,3-diaminobenzidina (Sigma D-5637) con una concentracion de 0.5
mg/ml en PBS 1x y peroxido de hidrogeno (Riedel-de Haén 31642) al 0.02%. La reaccion
se detuvo con agua destilada.

Tabla 2. Caracteristicas de los sueros utilizados para los ensayos de western blot.

Anticuerpo Caracteristicas Dilucion Anticuerpo Dilucion
primario secundario
Suero de ratén Pool de sueros 1:25 Anti-mouse 1gG 1:1000
infectado con la obtenidos 18 dpi. peroxidase
cepa Qro (Sigma, Cat.
A9044)
Suero de ratén Pool de sueros 1:25 Anti-mouse 1gG 1:1000
infectado con la obtenidos 28 dpi. peroxidase
cepa Ninoa (Sigma, Cat.
A9044)
mAb F14b Hibridomas de 10ug Anti-mouse IgM 1:1000
ratones infectados peroxidase
con la cepa Qro. (Santacruz SC-
2973)
mAb 1D5 Hibridomas de 10ug Anti-mouse 1gG 1:1000
ratones infectados peroxidase
con la cepa Qro. (Sigma, Cat.
A9044)

Se realizaron ensayos de western blot con los anticuerpos monoclonales (mAb)

especificados en la Tabla 2. Los western blot se realizaron de la forma indicada

——
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anteriormente con las siguientes modificaciones: Se incubaron 10 pg de cada mADb en leche
descremada al 10% vy se utiliz6 el anticuerpo sefialado (Tabla 2).

6.6 Expresion de factores de virulencia

Se realiz6 la extraccion de mRNA de TM, posteriormente se trat6 con DNAsa y se
utilizdé como templado para ensayos de qRT-PCR para cuantificar la expresion del
mensajero del gen T-DAF.

6.6.1 Extraccion de RNA

Los TM obtenidos de la purificacion con gradiente de percoll en los ensayos de
infeccidn, se colectaron a 2500xg por 10 minutos, posteriormente se lavaron dos veces con
PBS estéril a 2500xg por 10 minutos y al pellet final se le agregd 1 ml de TRIzol
(Invitrogen 15596-026) y se suspendié por pipeteo. EI homogeneizado se transfirio a un
microtubo de 1.5 ml estéril y se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente, después se
adicionaron 200 pl de cloroformo y se agité por inversion durante 15 segundos. Se dejé
incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd a 12.000xg a
4°C por 15 minutos. Se transfirié 350-400 pl de la fase acuosa a un microtubo estéril de 1.5
ml, posteriormente, se le adicion6 0.5 ml de isopropanol y se agitd por inversion para
después dejar incubando toda la noche a -20°C. Al dia siguiente los tubos se centrifugaron
a 12.000xg por 40 minutos a 4°C y se removio el isopropanol. Se realizaron dos lavados
con 1 ml de EtOH al 75% en agua DEPC con centrifugacion a 7500xg por a 4°C 5 minutos
cada uno, se retir6 el EtOH y se dejo secar al aire. La pastilla de RNA se suspendié en 23
pl de agua DEPC y posteriormente se tomd una alicuota para cuantificar el RNA en el
Nano Drope ND-1000 Spectrophotometer. La integridad del RNA fue analizada por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris-HCI 40 mM, Acido bérico 45

mM, EDTA pH 8 1 mM).bCon base a los valores de la cuantificacién del RNA, se realiz6
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el tratamiento con DNAsa | (Invitrogen Cat. 18068-015) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se guardaron a -70°C.

6.6.2 Amplificacion de mRNA mediante gRT-PCR

El RNA total tratado con DNAsa se utilizo como templado para qRT-PCR
(quantitative real-time polymerase chain reaction) para la amplificacion del gen de T-DAF
(Trypomastigote-decay accelerating factor) y como gen de referencia GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), para lo cual se utilizaron los iniciadores de la
Tabla 3 (disefiados por Arroyo-Olarte et al., 2018). Se utilizé el Kit Universal KAPA
SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Applied Biosys, Cat. 4309155).

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la amplificacion de los genes T-DAF y GAPDH de T. cruzi.

Gen Secuencia 5°-3° Tamaiio del Temperatura de
amplificado alineamiento
T-DAF Fw: CAGTTTGTCTTCTGTCGGGG 141 pb 58°C
Rv: GTTGTCACCTCCCCATGAAC
GAPDH Fw: GCATACAGGAGATCGACGC 127 pb 59°C

Rv: CGTAAATGGAGCTGCGGTTG

La gPCR se llevd a cabo en el Rotor Gene 6000 (QIAGEN), con las siguientes
condiciones: 42°C por 10 minutos (retro transcripcion) y 95°C por 3 minutos, seguido de 45
ciclos de: 95°C por 5 segundos, 60°C por 20 segundos, y 72°C por 20 segundos. Ademas, se
realizd una curva de disociacion con las siguientes caracteristicas 59°C a 95°C,
0.2°C/segundo, inmediatamente después del gqRT-PCR para confirmar la amplificacion de

un solo producto. Se realizaron tres ensayos independientes.

Para calcular la expresion relativa del gen de T-DAF, se utilizé la siguiente formula
(Arroyo-Olarte et al., 2018):
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(Eficienciagen T—DAF)ACT gen T—-DAF (parental—clona)

(Eficienciagen GAPDH)ACT gen GAPDH (parental—clona)

Expresion Relativa =

6.7 Analisis estadistico

Cada pardmetro fue evaluado con tres ensayos independientes, por lo que los
resultados se muestran con el promedio y su desviacion estandar. Los datos obtenidos en la
induccién de la metaciclogénesis y en la infeccion in vitro se corrigieron con la formula:
sin~'+/x, debido a que se encontraban expresados en porcentaje. Los datos de la expresion
relativa del gen de T-DAF se normalizaron con la formula log(x + 1) (Zar, 2010).
Posteriormente fueron analizados en el programa GrahPad Prism 5. Para identificar si
existen diferencias estadisticas entre los valores obtenidos entre los triplicados se realizo la
prueba de ANOVA (Analysis of Variance) de una via, y como prueba post-hoc se
realizaron pruebas de Tukey para comparar entre grupos.
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7. RESULTADOS
7.1 Cinética de crecimiento

El crecimiento de las clonas obtenidas a partir de las dos cepas parentales Qro y
Ninoa se evalubé mediante una cinética en medio LIT durante 14 dias.

La cepa parental Qro (PQ) y sus clonas (Q4, Q6, Q8 y Q11) presentaron el inicio de
la fase exponencial a partir del dia 2, alcanzando el nimero méaximo de parasitos en
diferentes dias. La clona Q8 alcanzé su pico maximo de crecimiento al dia 9 a diferencia de
la cepa PQ y el resto de las clonas que lo alcanzaron al dia 7. Respecto a los valores de los
picos méximos de crecimiento, Q8 fue la que present un valor menor con 50.91x10° p/ml
a diferencia de Q11, Q6 y Q4 (55.33x10° p/ml, 56.75x10° p/ml y 57.66x10° p/ml
respectivamente). Sin embargo, todas las clonas presentaron picos maximos de crecimiento
menor a los de la cepa PQ, con 59x10° p/ml. Las diferencias en el crecimiento observadas
no fueron significativas (F= 0.01291, P=0.9997) (Fig. 11).

La cepa parental Ninoa (PN) y sus clonas (N1 y N4) presentaron el inicio de la fase
exponencial a partir del segundo dia. En este caso, solo la cepa PN alcanzé el pico maximo
de crecimiento en el dia 7 y las dos clonas lo alcanzaron en el dia 9. Respecto a los valores
de dichos picos, N4 fue la que presentd el nimero més bajo de parasitos con 55.75x10°
p/ml, a diferencia de N1, con 56.66x10° p/ml. De igual forma que en el caso de la cepa Qro
y sus clonas, PN fue la que tuvo un mayor niimero de parésitos (56.16x10°). Las diferencias
observadas no fueron significativas entre éstas (F=0.02354, P=0.9768) (Fig. 12).
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Figura 11. Cinética de crecimiento de la cepa Qro y sus clonas en medio LIT. Se realizo el conteo de los
parasitos durante 14 dias. Se realizaron tres experimentos independientes, los puntos de las curvas representan
los resultados del promedio de los ensayos con su desviacion estandar. Las diferencias fueron no
significativas con la prueba estadistica ANOVA de una via (p>0.05).
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Figura 12. Cinética de crecimiento de la cepa Ninoa y sus clonas en medio LIT. Se realizé el conteo de los
parasitos durante 14 dias. Se realizaron tres experimentos independientes, los puntos de las curvas representan
los resultados del promedio de los ensayos con su desviacion estandar. Las diferencias fueron no
significativas con la prueba estadistica ANOVA de una via (p>0.05).
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7.2 Induccion de metacloclogénesis

La metaciclogénesis es el proceso mediante el cual el epimastigote (fase replicativa)
cambia a tripomastigote metaciclico (fase infectiva). Se utilizé6 el medio GRACE para
evaluar la induccién de la metaciclogénesis en las clonas y poder compararla con la cepa

parental.

Para corroborar morfolégicamente que se indujo la metaciclogénesis, se realiz una
preparacion antes y después de la incubacion en el medio GRACE vy posteriormente se tifio
con GIEMSA. Se muestran fotos tomadas en el microscopio dptico VE-BE (Velab) del
estadio epimastigote (Fig. 13), los cuales tienen el cuerpo celular ovalado y se observa tanto
el nacleo como el cinetoplasto en el centro del cuerpo. De igual forma se tomaron
fotografias del estadio tripomastigote metaciclico (Fig. 14), cuyo cuerpo es méas alargado y
su cinetoplasto se encuentra posicionado en la region subterminal y el nucleo de manera

central. De forma representativa se muestran las figuras pertenecientes a la clona Q4.

Figura 13. Epimastigotes de la clona Q4. Fotografia de los parasitos antes de ser incubados en medio
GRACE. El cinetoplasto (flechas rojas) y el nicleo (flechas azules), ambos se encuentran en la porcion

central. Tincién con GIMSA. Fotografia tomada por Julian Pineda en el microscopio éptico VEBE, 100x.
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Figura 14. Tripomastigotes metaciclicos de la clona Q4. Fotografia de los parasitos después de ser incubados
en medio GRACE. ElI cinetoplasto (flechas rojas) que se encuentra en la region subterminal y el ndcleo
(flechas azules) que se encuentra en la region central. Tincidon con GIEMSA. Fotografia tomada por Julian

Pineda en el microscopio optico VEBE, 100x.

Al cuantificar la metaciclogénesis de la cepa PQ y sus clonas, Q8 fue la que
presentd mayor porcentaje de transformacion (74.95%), este valor fue mayor al obtenido
por PQ (72.11%). Los porcentajes de transformacion obtenidos en el resto de las clonas
fueron menores al de PQ, ya que Q11 presentd un 67.34%, después Q6 con 64.97% vy la de
menor porcentaje fue Q4 con 58.14%. Las diferencias observadas no fueron significativas
(F=0.4687, P=0.7578) (Fig. 15a).

Por otra parte, en el caso de la cepa PN y sus clonas, PN fue la que presento el valor
mas bajo de metaciclogénesis con un 57.56% de transformacion. La clona N1 present6 un
porcentaje de 67.02% y N4 un 87.86%. Las diferencias no fueron significativas entre ellas
(F=2.047, P=0.2100) (Fig. 15b).
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Figura 15. Capacidad metaciclogénica de las cepas Qro, Ninoa y sus clonas en medio GRACE. a) Cepa Qroy
clonas. b) Cepa Ninoa y clonas. Se realizé la induccién de la metaciclogénesis incubando los parasitos en
medio GRACE durante 4 dias y posteriormente se evalud por el ensayo de resistencia al complemento. Se

realizaron tres experimentos independientes, las barras representan el promedio de los ensayos con su

desviacién estandar. Diferencias no significativas con la prueba ANOVA de una via (p>0.05).

7.3 Infeccion in vitro

Se realizo la cuantificacion de la capacidad infectiva de las clonas y de las cepas
parentales en células Vero, las cuales se incubaron con TM durante 6 horas. Se tomaron
fotografias de diferentes campos, la Figura 16 muestra imagenes representativas de cada

parental y clona con la que se infectaron las células.
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Figura 16. Infeccion in vitro en células Vero por las cepas Qro, Ninoa y sus clonas. Las células fueron

infectadas con TM con una relacion 1:10 célula/parésito durante 6 horas. Se utiliz6 el microscopio invertido
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Olympus 1X71 para tomar las fotografias. En la figura se muestran iméagenes representativas de tres ensayos
independientes de la infeccion con las parentales y las clonas. a) PQ, b) Q4, c) Q6, d) Q8, e) Q11, f) PN, g)
N1 y h) N4. Las flechas naranjas sefialan los amastigotes intracelulares, en azul se observa el nicleo de las

células y de los amastigotes. 60x.

Se realiz6 la cuantificacion de las células infectadas y los amastigotes dentro de las
mismas. Los porcentajes obtenidos para la cepa PQ y sus clonas resultaron similares, la
clona con mayor capacidad infectiva fue Q4 con 51.3%, seguida de Q6 con 49.6% de
infeccion, Q11 presentdé un 46.6% y Q8 un 42%. PQ fue la que presentdé la menor
capacidad de infeccion con 40.4%. Dichas diferencias no fueron significativas (F=1.016,
P=0.4444) (Fig. 17a).

En el caso de la cepa PN y sus clonas, N1 fue la clona con el mayor porcentaje de
infeccion, con 50.9%, seguida de N4 con 48% y de igual forma que en el caso de Qro, la
parental PN fue la que presentd le menos capacidad infectiva, con un 40.7%. Dichas
diferencias no fueron significativas (F=3.016, P=0.1240) (Fig. 17b).
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Figura 17. Infeccidn in vitro de células Vero por las cepas Qro, Ninoa y sus clonas. a) Cepa Qro y sus clonas.

b) Cepa Ninoa y sus clonas. Se indujo la metaciclogénesis, se purificaron los TM y se incubaron durante 6
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horas con células Vero (1:10 células/parasitos). Por parental y clona se contaron 150 células. Se realizaron
tres experimentos independientes, las barras representan el promedio de los ensayos con su desviacion
estandar. Diferencias no significativas con la prueba ANOVA de una via (p>0.05).

Ademas, se cuantificd el nimero de amastigotes por cada 100 células Vero. En el
caso de Qro, la clona Q4 fue la presentd mayor nimero de amastigotes internalizados con
un promedio de 82.9 parésitos en 100 células, seguido de Q6 con 81.3 parasitos, seguida de
Q11 con 76.3 parasitos y Q8 con 70.2 parésitos. Todas las clonas presentaron mayor
cantidad de amastigotes que PQ la cual en promedio presenta 57.5. Dichas diferencias no
fueron significativas (F=0.7718, P=0.5677) (Fig. 18a).

En el caso de Ninoa, PN y sus clonas, N1 fue la clona con el mayor numero de
amastigotes con 93.6 en 100 células en promedio, seguida de N4 con 78.6 y de igual forma
que en el caso de Qro, la parental PN fue la que presentd menor nimero de parasitos, con
un promedio de 69.5. Dichas diferencias no fueron significativas (F=1.317, P=0.3356) (Fig.
18Db).
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Figura 18. Nimero de amastigotes por cada 100 células Vero de las cepas Qro, Ninoa y sus clonas. a) Cepa

Qro y sus clonas. b) Cepa Ninoa y sus clonas. Se realizaron tres experimentos independientes, las barras
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representan el promedio de los ensayos con su desviacién estandar. Diferencias no significativas con la
prueba ANOVA de una via (p>0.05).

7.4 Perfil proteico

Se observo el perfil proteico de las diferentes clonas y cepas parentales para
determinar si la tendencia obtenida en la infeccién in vitro se debian a diferencias en las

proteinas expresadas.

Entre PQ y sus clonas se observaron 12 proteinas en comun. Las proteinas de mayor
peso se localizaron entre los 100 y 90 kDa, de igual forma en todos los extractos se observo
una proteina con baja expresion a la altura de de 70 kDa. Menores a 55 kDa se observaron
proteinas de 53, 50, 48, 45 y 44 kDa. Un doblete de aproximadamente 30 kDa también se
observé en todos los extractos y proteinas de 25, 18 y 14 kDa. En Q4, Q6, Q11 y PQ se
observé una proteina de aproximadamente 38 kDa que en Q8 esta ausente. En Q4 y Q11 se
observé una proteina de aproximadamente 36 kDa que es evidente en el resto de las clonas
ni en la cepa PQ. En Q4 se observé una proteina unica de 35 kDa. De igual forma, las
clonas Q4 y Q11 presentaron una proteina mas notoria de 25 kDa. (Fig. 19). Estos geles

fueron utilizados como control de carga en los experimentos de western blot.

En el caso de PN y sus clonas, se observaron 13 proteinas en comdn. Las proteinas
de mayor peso se encontraron aproximadamente entre los 100 y 90 kDa en un doblete, de
igual forma se observo una proteina a la altura de 70 kDa. Menores a 55 kDa se observaron
proteinas de 53, 50, 48, 45, 40, 30, 23, 18 y 14 kDa. También se observé una proteina de 69
kDa que es evidente en ambas clonas pero no en la cepa PN. De menor peso, N1 y PN
presentaron dos pequefias bandas de aproximadamente 33 y 22 kDa. (Fig. 19). Estos geles

fueron utilizados como control de carga en los experimentos de Western blot.
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Figura 19. Perfil de proteinas de las cepas Qro y Ninoa y sus respectivas clonas. Las proteinas fueron
obtenidas por sonicacion, por carril se colocaron 20 ug de cada extracto de proteinas por cepa y clona, en un
gel de poliacrilamida al 12%. Las flechas verdes indican las proteinas que se comparten entre PQ y sus
clonas; las naranjas indican las proteinas que solo se encontraron en las clonas Q4 y Q11; la morada indica la
proteina Gnica de Q4; la amarilla la proteina que esta ausente en Q8 y no en el resto de clonas ni la parental;
las rosas indican las proteinas que se comparten entre PN y sus clonas; las azules indican la proteina que se

expresa en PN y N1; las rojas indican la proteina que comparten las clonas. Gel de proteinas representativo.

7.5 Caracterizacion antigénica

Con relacion al patron de proteinas observados previamente, se decidid investigar
cuéles de ellas podrian ser reconocidas como proteinas antigénicas por anticuerpos anti-

T.cruzi producidos por ratones infectados con la respectiva cepa parental.

Entre las clonas y PQ se reconocieron 10 antigenos en comun, entre los cuales
solamente tres (65, 45 y 40 kDa) fueron dominantes, mientras que el resto de los antigenos
compartidos entre ellas (250, 115, 84, 70, 60, 40, 30 y 23 kDa) presentaron un

reconocimiento variable. Una proteina de 50 kDa fue reconocida solamente en Q4, Q6 y
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Q11 y de igual forma un antigeno de 37 kDa. En el caso de proteinas antigénicas de bajo
peso molecular, s6lo una de 12 kDa fue reconocida en PQ, Q6 y Q8 (Fig. 20).

Al comparar los antigenos reconocidos por el pool de sueros entre PN y sus clonas,
se observaron 13 antigenos constantes, entre los cuales solamente uno de 65 kDa y uno de
45 kDa fueron dominantes; el resto de las proteinas reconocidas (240, 130,100, 60, 37, 30,
23, 15, 13 y 10 kDa) en ambas clonas y PN presentaron diferentes intensidades de
reconocimiento. Una proteina antigénica de 30 kDa fue reconocida solamente en PN y N1
(Fig. 20).

Q) PQ Q4 QB Q8 Q11 KDa PN N1 N4 N

Figura 20. Antigenos reconocidos por pool de sueros de ratones infectados con la cepa parental
correspondiente. Geles de poliacrilamida con 20 pg de proteina por carril se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, se incubaron con el suero correspondiente a su parental. Las flechas rojas indican los antigenos
que se comparten entre PQ y sus clonas; las verdes indican las proteinas que sélo se encontraron en las clonas
de Qro; la morada indica la que se comparte entre PQ, Q6 y Q8; las azules indican las proteinas que se
comparten entre PN y sus clonas; la rosa indica la proteina que se expresa en PN y N1. A los extremos se
presenta el WB con sueros de ratones no infectados como control negativo (Q(-) y N(-)).
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Ademés de los pool de ratones infectados, se probaron dos anticuerpos
monoclonales (mADb) que se produjeron previamente en el laboratorio, con la finalidad de
comparar si existe un reconocimiento similar entre las clonas y las cepas parentales. De
igual forma que el WB anterior se separaron 20ug de extractos proteicos totales de
epimastigotes, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y posteriormente se

realizaron los ensayos de western blot.

En el caso del mAb F14B (Fig. 21), todas las clonas y las cepas parentales presentaron el
reconocimiento de dos antigenos de 29 y 37 kDa. Asi como un ligero reconocimiento de
dos proteinas de 47 y 60 kDa (flechas rojas). El antigeno de 60 kDa fue reconocido en la
parental de Ninoa y N1, y en el caso de Qro s6lo se observa en Q4 y Q11. En el caso del
mAb 1D5 (Fig. 22), todas las clonas y las cepas parentales presentaron el reconocimiento
de un antigeno de 44 kDa.

KDa pq Q4 @6 Q8 QI1 MPM PN NI N4

130
100

60

Figura 21. Antigenos reconocidos por el mAb F14B en las clonas y parentales. Geles de poliacrilamida con
20 pg de proteina por carril se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con 10 pg de
mADb durante dos horas. Las flechas rojas sefialan los dos antigenos inespecificos reconocidos. Se muestra un
WB representativo.
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Figura 22. Antigenos reconocidos por el mAb 1D5 en las clonas y parentales. Geles de poliacrilamida con 20
g de proteina por carril se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con 10 ug de mAb

durante dos horas. Se muestra un WB representativo.

7.6 Factores de virulencia

Se realizo el analisis y la cuantificacion de la expresion de mRNA de uno de los

factores relacionados con la virulencia de T. cruzi: t-daf, en TM por medio de gRT-PCR.

En el caso de la cepa PQ Yy sus clonas, tres de las cuatro clonas presentaron una
expresion mayor respecto al gen control (gapdh) y a PQ, siendo Q4 la que expresd 70%
méas a t-daf, siguiendo Q11 con 42% y Q8 con 28%. A diferencia, Q6 presentd una
expresion menor de t-daf con 1% menos respecto al gen control y a la parental. Dichas
diferencias no fueron significativas (F= 0.2970, P=0.8734) (Fig. 23a).

En el caso de la cepa Ninoa y sus clonas, N1 presentd 3% mayor expresion del

MRNA de t-daf respecto al gen control y la cepa parental. Por el contrario, N4 mostré un
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76% menos expresion del gen de t-daf, siendo estas diferencias no significativas (F= 1.107,
P=0.3899) (Fig. 23b).
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Figura 23. Expresion relativa del mRNA de t-daf por las cepas Qro, Ninoa y sus clonas a) Cepa Qro y sus
clonas. b) Cepa Ninoa y sus clonas. Los datos fueron normalizados por la cantidad de mRNA de gapdh y
expresados en relacion a la cepa parental como poblacién control. Se realizaron tres experimentos
independientes, las barras representan el promedio de los ensayos con su desviacion estandar. Las diferencias

fueron no significativas con la prueba estadistica ANOVA de una via (p>0.05).
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8. DISCUSION

T. cruzi es el protozoario parasito causante de la enfermedad de Chagas. Su
poblacién esta conformada por clonas, que en sentido estricto se definen como células hijas
que son genéticamente idénticas a la célula parental (Tybayrenc y Ayala, 2002). Estas
clonas constituyen a las cepas del parasito, las cuales pueden presentar una gran
variabilidad tanto genética como biologica. En este contexto, las cepas Qro y Ninoa
(clasificadas dentro del DTU Tcl), han sido caracterizadas ampliamente, demostrandose
que existen diferencias biolégicas muy marcadas entre ellas (Espinoza et al, 2010). Debido
a esta heterogeneidad presente entre cepas, se propone la dominancia de algunas de las
clonas que las constituyen, siendo éstas las que le confieren las caracteristicas bioldgicas a
toda la cepa (Tibayrenc y Breniere, 1988). Estudios realizados con clonas han demostrado
que diferentes parametros bioldgicos pueden ser o no compartidos con la respectiva cepa
parental o entre las mismas clonas. Por todo esto, en el presente trabajo se evaluaron

diferentes variables bioldgicas en clonas provenientes de las cepas mexicanas Qro y Ninoa.

Con la finalidad de conocer el comportamiento de las clonas en medio LIT, el cual
se ha reportado como uno de los medios méas Optimos para el crecimiento del paréasito
(Lopez-Olmos, 1994), se realizo la cinética de crecimiento de las clonas y las cepas
parentales. En nuestros resultados no se encontraron diferencias significativas al comparar
las clonas con su respectiva cepa parental. Estos resultados difieren con los reportados por
Engel y colaboradores (1982). Estos autores evaluaron el crecimiento en medio LIT de 19
clonas pertenecientes a dos cepas (Miranda y CA-I) y la cepa Tulahuen como control,
donde obtuvieron diferencias significativas entre los dos grupos de clonas de las diferentes
cepas. Asimismo, reportan diferencias dentro de los grupos de clonas pertenecientes a una
misma cepa.

Otro estudio donde evaluaron el crecimiento fue desarrollado por Dvorak et al.
(1980), quienes encontraron una relacidén entre las cinéticas de crecimiento y el tipo de
zimodemo al que pertenecen nueve clonas pertenecientes a tres cepas diferentes (WA-250,
Esmeraldo, CAN-III) y la cepa Tulahuen como control; en este estudio no se observaron

diferencias significativas entre las clonas del zimodemo | (las clonas de la cepa WA-250) ni
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con la cepa Tulahuen. Por otra parte si se observaron diferencias entre las clonas
pertenecientes al zimodemo Il y entre las del zimodemo Il (las clonas de la cepa
Esmeraldo y CAN-III, respectivamente). Si bien la clasificacién de zimodemos no es tan
utilizada actualmente, este estudio nos permite observar que las clonas pertenecientes a una
misma cepa pueden presentar un comportamiento similar entre ellas, lo cual coincide con

los resultados obtenidos con las clonas de las cepas Qro y Ninoa.

Uno de los procesos importantes durante el ciclo de vida de T. cruzi es la
metaciclogénesis, la cual es el cambio de epimastigote a TM. Este proceso se puede
reproducir in vitro con el uso de medios de cultivo especificos. En este trabajo se realizé la
induccion de la metaciclogénesis con el medio GRACE. Nuestros resultados no mostraron
diferencias significativas, sin embargo en las clonas de la cepa Ninoa se observo una
tendencia de presentar mayor transformacion que la parental. Estos difieren de los
reportados por Avendafio et al., (2006), quienes obtuvieron mayor porcentaje de TM por
parte de la cepa CT-4 parental (40%) que las tres clonas TC-a, TC-B y TC-rn aisladas de la
misma (con porcentajes menores a 30%), siendo estas diferencias significativas. Sus
resultados a diferencia de los obtenidos con las clonas y cepas Qro y Ninoa (que fueron
mayores al 50%), se podrian atribuir al medio de cultivo utilizado para inducir la
metaciclogénesis, ya que estos autores utilizaron el medio TAU-P, el cual, de acuerdo con
Lopez-Olmos (1994), presenta menores porcentajes de transformacién que el medio
GRACE.

De igual forma, nuestros resultados obtenidos con las cepas parentales difieren con
los reportados previamente por Lopez-Olmos y colaboradores (1998) quienes para la cepa
Ninoa obtuvieron un porcentaje de 28% de transformacion y los reportados por Bastida-
Jaime (2018) quien obtuvo para la cepa Qro un 67.39% de TM. Esto puede atribuirse a las
modificaciones de pH que se realizaron al medio GRACE para nuestro trabajo; al cual se le
bajé el valor de pH a 1.5 con HCI 1N y posteriormente se subié a un valor de 5.8 con
NaOH 1N, las cuales se realizaron con base en los resultados reportados por Jiménez-Ortiz
et al., (1987). Estos autores demostraron que la variacion del pH de algunos medios de
cultivo, entre ellos el medio GRACE, presentaron un efecto mayor sobre la

metaciclogénesis. De igual forma se observd este efecto al suplementar los medios con

56

——
| —



suero fetal bovino (SFB), motivo por el cual, los valores de metaciclogénesis de nuestras
cepas parentales, 72.11% para Qro y 57.56 % para Ninoa, lograron ser mas altos a los

reportados previamente.

La metaciclogénesis permite obtener la fase infectiva del parasito, por lo cual es
posible evaluar la infectividad de las cepas y las clonas en un cultivo celular. En este
trabajo se utilizaron células Vero, que se incubaron durante seis horas con tripomastigotes
metaciclicos purificados por un gradiente de percoll, método reportado para separar
eficientemente las fases del parasito (Caviedes et al., 1994).

Nuestros resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas, pero
para ambas cepas, sus respectivas clonas mostraron porcentajes de infeccion mayores a la
parental. En el caso especifico de Qro, solo en Q8 se obtuvo un valor cercano (40.4% vy
42%, respectivamente), lo cual se vié reflejado en el niUmero de amastigotes, ya que a
mayor porcentaje de infeccion mayor numero de parasitos se observaron. Estos resultados
difieren de los reportados en otro estudio realizado con clonas, en el cual cuantificaron la
infeccion de células BESM con cuatro clonas de dos cepas diferentes (Miranda y CA-I1, dos
clonas por cepa). En este caso se observaron diferencias entre las cepas y diferencias entre
las dos clonas de la cepa CA-I (siendo CA-1/71 70 veces mas infectiva que la clona CA-
1/72); de igual forma se presentaron diferencias entre las clonas aisladas de Miranda, siendo
estas menores en comparacion a las clonas de la otra cepa (Doyle et al., 1984), por lo cual
se plantean la posibilidad de que las condiciones de laboratorio estén influyendo en la
seleccion de clonas. Esto ultimo se relaciona con lo reportado por Contreras et al., (1994),
quienes compararon la capacidad de infeccion in vitro de la clona Dm30L, la cual fue
mantenida en tres condiciones diferentes: en pases de vector y ratdn, en pases en ratones
recién nacidos y en medio LIT; encontrandose que los parasitos mantenidos en la primera
condicion (vector/raton) presentaron mas del doble de porcentaje de infeccion,
comprobando asi que el mantenimiento de los parasitos en condiciones de laboratorio
puede influir en el comportamiento de las cepas o clonas.

Esto a su vez se relaciona con la posibilidad de que estas condiciones estén
induciendo cambios en la composicién de las poblaciones del parasito o la posibilidad de

que se estén seleccionando algunas de las clonas y éstas dominen en el comportamiento de

57

——
| —



las cepas. Los resultados obtenidos por Contreras y colaboradores (1994) nos permiten
plantear la perspectiva de evaluar a las clonas de las cepas Qro y Ninoa en diferentes
condiciones para asi conocer si nuestros parésitos estan perdiendo su capacidad de

infeccion.

Otro factor importante relacionado con la capacidad infectiva o el reconocimiento
por parte del sistema inmune del hospedero son las proteinas del parasito, motivo por el
cual se decidié realizar un perfil proteico a partir de un extracto total de epimastigotes de
las cepas y clonas. En general los extractos entre la cepas y las clonas son muy parecidos,
con la presencia de algunas proteinas propias de las clonas. Es sabido que existen proteinas
Unicas para cada estadio del parasito, entre las conocidas en epimastigotes se encuentra una
glicoproteina de 72 kDa (gp72) que se encuentra en la superficie de la membrana celular y
el paquete flagelar (Harth et al., 1992), en nuestros extractos se alcanza a ver una proteina
de ese peso de muy baja intensidad, en todas las clonas y las parentales, la cual podria
tratarse esta gp72. Esto nos da pauta para un futuro estudio utilizando lectinas para aclarar
esta posibilidad.

De igual forma otro estudio realizado por Diaz y colaboradores (2011), en el que se
compararon extractos proteicos de amastigotes y tripomastigotes derivados de cultivo
pertenecientes a clonas obtenidas de un aislado (Tcl) de un paciente con cardiomiopatia
chagasica cronica reportd la existencia de proteinas especificas para tripomastigotes y
amastigotes. En este estudio por medio de electroforesis de dos dimensiones observaron 33
proteinas especificas para tripomastigotes y 28 para amastigotes. Lo cual nos da pauta a
realizar a futuro el andlisis y la comparacion de proteinas de otros estadios del parasito con
las clonas de Qro y Ninoa.

Por otra parte, al comparar nuestros resultados con los reportados para las cepas
parentales por Lozano-Hernandez (2009), se observan resultados similares. La autora
compar6 extractos proteicos de las cepas Qro y Ninoa con diferentes métodos de
extraccion, en el caso de los extractos de epimastigotes obtenidos por sonicacion, ella no
reporta diferencias entre las cepas, lo cual se puede observar en nuestro perfil proteico, ya
que en general (cepas y clonas de ambas) presentan un patron parecido. Estas similitudes se

pueden deber a que Qro y Ninoa pertenecen al mismo DTU, lo cual fue reportado por
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Bastida-Jaime (2018), quien observo proteinas Unicas para cepas pertenecientes al Tcl y
Unicas para el TcVI, por lo cual seria importante comparar extractos proteicos entre clonas
de diferentes DTU’s, ya que a pesar de que son muy similares con las parentales, si existen
proteinas Unicas de las clonas.

Retomando lo reportado por Lozano-Hernandez (2009), observé diferencias entre
extractos de epimastigotes obtenidos por sonicacion y extractos de epimastigotes obtenidos
por detergentes caotrépicos, siendo estos ultimos los que presentaron un mayor nimero de
proteinas visibles en un gel de poliacrilamida y al comparar los pesos moleculares de las
proteinas visualizadas para ambos extractos, hay proteinas presentes en el extracto por
sonicacion que en el otro extracto (por detergentes) no se encuentran y viceversa. Seria
interesante comparar en las clonas, el perfil de proteinas obtenido con los dos procesos de

extraccion.

Por otra parte, es importante conocer cuales de las proteinas observadas son
reconocidas como antigenos por parte de los anticuerpos generados en ratones infectados
con parasitos de la respectiva cepa parental y asi definir si son proteinas
inmunodominantes, si éstas se expresan en mayores cantidades o si existe alguna que nos
permita descartar entre clonas. En la cepa Qro y sus clonas se reconocieron los mismos
antigenos entre ellas, sin embargo, las clonas presentaron al menos una proteina diferente a
la parental. En el caso de Ninoa, s6lo una proteina fue reconocida de forma diferente en la
cepa PN y N1, el resto fueron reconocidas igual. Sanchez et al., (2001), utilizando un
extracto de la cepa Qro y sueros de pacientes cronicos, reconocieron siete antigenos
inmunodominantes presentes en al menos el 50% de los 252 sueros probados, cuyos pesos
moleculares son iguales o aproximados a los obtenidos en las clonas de esa cepa. Otro
estudio donde se utilizd a la cepa Ninoa para realizar un western blot con propdsitos de
diagndstico muestra la presencia de dos antigenos inmunodominantes, resultando que de 43
muestras, el 86% reconocid una proteina de 74 kDa y el 56% una de 40 kDa (Rangel-Flores
et al., 2001), coincidiendo el peso aproximado de ésta ultima con una de las proteinas
reconocidas tanto en la cepa parental como en las clonas de Ninoa.

Los extractos de epimastigotes han sido empleados en pruebas serolégicas como el

western blot y el ELISA con el fin de realizar el diagndstico de la Enfermedad de Chagas.
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En este sentido, mediante ensayos de western blot, Lozano-Hernandez (2009) compardé los
antigenos reconocidos por pacientes chagésicos empleando extractos de epimastigotes y de
tripomastigotes de las cepas Qro y Ninoa, encontrando que los extractos de tripomastigotes
presentaron mayor nimero de antigenos reconocidos, lo cual se puede deber a la técnica de
extraccion de proteinas utilizada, como ya se menciond anteriormente, pero también a las
proteinas que presenta cada estadio, ya que es bien sabido que existen glicoproteinas que
Unicamente son expresadas en el estadio tripomastigote, las cuales principalmente se
relacionan con la capacidad infectiva y su interaccién con el sistema inmune del hospedero,
por lo cual seria de importancia realizar un perfil proteico y observar el reconocimiento
antigénico con extractos de tripomastigotes de las clonas, ya que si bien no se observaron
diferencias significativas en la infeccidn, si se observa una tendencia por parte de las clonas

a presentar mayor porcentaje de infeccion que la parental.

El uso de anticuerpos monoclonales (mAb) en T. cruzi ha permitido identificar,
caracterizar y aislar diversos antigenos presentes en diferentes estadios del parasito. En este
trabajo evaluamos los antigenos reconocidos por dos mAb producidos en el laboratorio. En
el caso del mAb 1D5, reconocid una proteina de 45 kDa, que coincide con la reportada por
Lopez-Olmos (1999), quien ademéas demostrd que la proteina que reconoce este mAb se
encuentra Unicamente en epimastigotes. En el caso de F14B, reconocidé dos proteinas
principales (27 y 37 kDa), que coinciden con lo reportado por Benitez-Garcia (2014),
ademas se observa el reconocimiento tenue de dos proteinas de 47 y 60 kDa presente en
todas las clonas (de Qro y de Ninoa) y en la parental de Ninoa, esto puede deberse al
reconocimiento de un epitopo similar presente en éstas proteinas, ya que al ser un

anticuerpo monoclonal, presenta una especificidad de reconocimiento.

Por altimo, se cuantificd por medio de qRT-PCR, la expresién de T-DAF, una
glicoproteina que se encuentra relacionada con la inhibicion del sistema del complemento.
Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en la expresion de T-DAF, sin
embargo se observa una tendencia en algunas clonas de presentar una mayor expresion que
la cepa parental. De igual forma, si comparamos entre las clonas de ambas cepas, los

valores de expresion en las clonas de Qro son mas altos que en las clonas de Ninoa.
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Un estudio realizado con la clona CL-14 y la cepa CL demostro que la expresion de
glicoproteinas de superficie puede variar entre la parental y sus clonas. En ese caso, la
clona CL-14 presentd, en comparacion a la parental una expresion reducida de la gp82, la
cual ha sido relacionada con la infectividad de los tripomastigotes metaciclicos. De igual
forma, evaluaron la expresion de gp35/50 y gp90, en las cuales no se observaron
diferencias entre la clona y la parental, por lo que se atribuye que la diferencia de expresion
de la gp82 influye en las diferencias de infeccion entre la clona y la parental (Atayde, et al.,
2004). Esto nos permite sugerir que la tendencia observada en las clonas de presentar
valores mayores de infeccion que la parental esta influenciada por la expresion de una o
varias glicoproteinas que en la parental presenta una menor expresion que en las clonas.

Esto ha sido observado con la proteina CRP en clonas y cepas pertenecientes a
distintos DTU’s; en las que los autores observaron una tendencia de mayor expresion de
CRP en cepas que previamente reportaron mayor virulencia en modelo murino y de forma
in vitro, a diferencia de las cepas que presentaron baja virulencia (Herique et al., 2016).

De igual forma, los niveles de expresion de otras proteinas relacionadas con la
inhibicion del complemento han sido estudiados. Uno de estos trabajos fue el realizado por
Arroyo-Olarte y colaboradores (2018), quienes reportaron la relacion de los bajos
porcentajes de infeccion de forma in vitro reportados para la cepa Ninoa, con su alta
susceptibilidad a la lisis mediada por el complemento y a su baja expresion de T-DAF,
CRIT y CRP en tripomastigotes de cultivo, en comparacion con la cepa Qro. Esto
concuerda con diferentes estudios que han demostrado que la susceptibilidad a la lisis
mediada por el complemento es dependiente de la cepa estudiada (Krettli et al., 1979;
Cestari y Ramirez, 2010). De igual forma, Arroyo-Olarte et al., (2018), encontraron una
mayor expresion de TcCRT en Ninoa respecto a Qro, por lo que concluyen la importancia
del analisis simultaneo de la expresion de diferentes receptores relacionados con la
resistencia y susceptibilidad al complemento.

El conocimiento de las diferentes moléculas relacionadas en la interaccion
hospedero-paréasito ha dado pauta a su estudio y uso en el diagnostico de la enfermedad de
Chagas, con el proposito de obtener pruebas serologicas con una mayor sensibilidad y
especificidad. Meira y colaboradores (2002) utilizaron una glicoproteina CRP recombinante

en una prueba ELISA, en una prueba de hemocultivo y en una prueba de PCR para evaluar
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184 muestras de suero provenientes de pacientes chagasicos, de donadores de un banco de
sangre y de pacientes infectados con Leishmania spp., en las tres pruebas obtuvieron una
alta especificidad y sensibilidad, por lo que se pudo discriminar entre los pacientes
chagasicos y los no chagésicos, es decir, los infectados con leishmaniasis y los donadores
no infectados, esto demostré la importancia de continuar explorando estas moléculas y

comprobar si son viables para su uso con diferentes cepas de los seis DTU’s.

Finalmente, este trabajo permitid generar la caracterizacion bioldgica y antigénica
de cinco clonas, proporcionando informacion detallada de la biologia de T. cruzi a nivel de
clonas, especificamente en cepas mexicanas. De igual forma, este estudio proporciono la
opcion, a nuestro grupo, de utilizar las clonas como material bioldgico, perfectamente

caracterizado y uniforme para experimentos que asi lo requieran.
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9. CONCLUSIONES

El comportamiento bioldgico de las clonas y las cepas parentales evaluadas fue muy
similar.

Las clonas no presentaron diferencias en su crecimiento en medio LIT, en ambas
cepas.

La induccion de la metaciclogénesis in vitro en medio GRACE no present6
diferencias estadisticamente significativas pero si una tendencia de las clonas a
transformarse mas que la cepa parental, esta tendencia fue mayor en la cepa Ninoa.
La capacidad de infectar células Vero por parte de las clonas fue ligeramente mayor
en comparacion con las cepas parentales aunque no significativas.

La comparacion del perfil proteico y antigénico de las clonas y cepas parentales,
permitio reconocer proteinas que no se observaron en la cepa parental.

Una tendencia de mayor expresion del gen t-daf fue observada en la mayoria de las

clonas en comparacion con las cepas parentales.

10. PERSPECTIVAS

Utilizar otro método de extraccion de proteinas para realizar otros perfiles proteicos.
Realizar la caracterizacion antigénica de extractos de tripomastigotes de las clonas y
compararlos con la cepa parental.

Caracterizar con lectinas especificas el perfil de glicoproteinas de cepas y clonas.
Evaluar los niveles de expresion de otros factores de virulencia como CRP, TcCRT
y CRIT,

Evaluar el comportamiento de las clonas en modelos in vivo para conocer si al
comparar las clonas de las dos cepas entre ellas, presentan las diferencias mostradas

por las parentales.
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