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RESUMEN

RESUMEN

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas (ECh) presenta
una gran variabilidad genética que resulta en una diversidad de sus caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas, moleculares y antigénicas, asi como en una posible relacién con las diferentes
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Esta diversidad genética ha permitido clasificar
al parasito en seis DTU (Discrete Typing Units) de Tcl a TcVI. A pesar de la alta prevalencia
de la ECh en México, se han obtenido y caracterizado pocos aislados del parasito. Por lo
tanto, en el presente estudio se obtuvieron 8 aislados de T. cruz a partir de heces de
triatominos recolectados en el Istmo y Sierra Sur de Oaxaca, un estado altamente endémico
de la ECh. Los parasitos se aislaron y axenizaron en medio LIT y se determin6 su DTU, sus
caracteristicas biologicas y su perfil antigénico. La genotipificacion de los aislados, mediante
la amplificacién de las secuencias de IR-miniexon, 24Sa rARN y 18S rARN, mostré la
prevalencia de cepas Tcl (75%), asi como de cepas Tcll (12.5%) y TcV (62.5%),
encontrandose tanto como un solo DTU o en mezclas (Tcl-Tcll y Tcl-TcV). Estos resultados
indican una mayor diversidad genética de T. cruzi en Oaxaca que la estimada previamente.
La caracterizacion bioldgica de los aislados, mostré las mismas tasas de crecimiento y
caracteristicas morfométricas de los parasitos, pero una heterogeneidad en su capacidad de
metaciclogénesis en medio TAU3AAG (0.68+0.60% a 40.66+3.50%), diferenciacion
extracelular en DMEM con SFB al 2% (1.8410.71% a 17.25£1.23% a las 24 horas, y
11.77+0.90% a 35.30+ 3.02% a las 48 horas), e infectividad en cultivo celular (0.75+0.14 a
8.67+0.52%a las 18 horas) y en un modelo murino (0 a 2395 parasitos/ml). A través de
ensayos de Western blot se observé un perfil de reconocimiento distinto entre diferentes
cepas del parasito cuando son reconocidos con sueros reactivos a T. cruzi, indicando su
variabilidad antigénica. Finalmente, ensayos de inmunoprecipitacién con sueros reactivos a
T. cruzi ligados a espectrometria de masas y secuenciacion masiva, identificaron un total de
64 proteinas y 721 epitopos en epimastigotes, y 432 proteinas y 8170 epitopos en
tripomastigotes, generando una plataforma de posibles antigenos utiles para estudios futuros.
Estos resultados en conjunto proporcionan informacién genética, biolégica y antigénica de
las cepas de T. cruzi autéctonas de Oaxaca, que contribuyen en el entendimiento de la eco-
epidemiologia de la infeccién de T. cruzi en Oaxaca y sientan las bases necesarias para

estudios futuros.



ABSTRACT

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, shows a genetic diversity
that results in a variety of its biological, biochemical, molecular and antigenic characteristics
and their possible relationship with the different clinical manifestations of the disease. This
heterogeneity has allowed the classification the parasite strains into six DTU (Discrete Typing
Units) from Tcl to TcVI. Even though the high prevalence of Chagas disease in Mexico, few
T. cruzi isolates have been obtained and characterized so far. Therefore, in the present study
were obtained eight isolates of T. cruzi from triatomines feces collected in the Istmo and Sierra
Sur of Oaxaca that is an endemic State for Chagas disease. The parasites were isolated and
axenized in LIT medium, and then their DTU, biological characteristics, and antigenic profile
were determined. Genotyping of the isolates by the amplification of the IR-miniexon sequence,
24 Sa ARNr and 18 S ARNr sequences, showed the presence of Tcl (75%), Tcll (12.5%) and
TcV (62.5%) strains, present as single or as mixed DTUs (Tcl-Tcll and Tcl-TcV). These results
indicate a more diversity of T. cruzi DTUs in Oaxaca than previously estimated. The biological
characterization of the isolates showed the same growth rates and morphometric
characteristics. However, they exhibited a heterogeneity in their metacyclogenesis capacity
in TAU3BAAG medium (0.68 + 0.60% at 40.66 + 3.50%), extracellular differentiation in DMEM
with 2% FBS (1.84 £ 0.71% to 17.25 £ 1.23% at 24 hours, and 11.77 £ 0.90% at 35.30 %
3.02% at 48 hours) and infectivity in cell culture (0.75 £ 0.14 to 8.67 £ 0.52% at 18 hours) and
in @ mouse model (0 to 2395 parasites / ml). Western blot assays showed different antigenic
profiles of different parasite strains with reactive sera against T. cruzi, indicating their antigenic
variability. Finally, immunoprecipitation assays with reactive sera against T. cruzi linked to
mass spectroscopy and massive sequencing, identified a total of 64 proteins and 721 epitopes
in epimastigotes, and 432 proteins and 8171 epitopes in trypomastigotes, generating a
platform of potential antigens for future studies. These results include genetic, biological and
antigenic information of T. cruzi strains autochthonous from Oaxaca, which provide
information of the ecoepidemiology of T. cruzi infection in Oaxaca and set the necessary

bases for future studies.



ANTECEDENTES

I ANTECEDENTES GENERALES

1.1. Trypanosoma cruzi agente causal de la enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario unicelular perteneciente al orden
Kinetoplastida (Honigberg, Balamuth et al. 1964, Vickerman 1976), familia
Trypanosomatidae (Grobben 1905) y género Trypanosoma. Es el agente causal de la
enfermedad de Chagas (ECh) o Tripanosomiasis americana, la cual infecta una amplia
variedad de mamiferos salvajes y domésticos, asi como muchas especies de vectores
triatominos, ademas de los humanos. Hace mas de 100 se report6 el primer caso de ECh,
y se identificd a T. cruzi como el agente etiologico por Carlos Chagas en 1909 en Brasil.
La ECh es una enfermedad endémica de Latinoamérica y propia de las zonas rurales; sin
embargo, los movimientos migratorios de personas infectadas a zonas urbanas y paises
desarrollados han provocado que se reporten casos de infeccion por el parasito paises
como Estados Unidos y Canada, asi como en otros continentes (Europa, Asia y Oceania)
en donde antes no se encontraban personas con ECh (Figura 1) (Chagas 1909,
Schmunis and Cruz 2005, Schmunis and Yadon 2010, Ribeiro, Nunes et al. 2012).
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Estimated number of cases
o <1,000

o 1,000-99,999

O 100,000-999,999
() 21,000,000

° No official estimates

Status of vector transmissions

[ without vector transmission

I with accidental vector transmission
[ With ongoing vector transmission

Figura 1. Distribucion de individuos infectados con T. cruzi. Distribucién de personas infectadas con
el parasito en el mundo, de acuerdo con datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud en 2010.
Tomado de (Ribeiro, Nunes et al. 2012).

1.2. Enfermedad de Chagas

La ECh se caracteriza por presentar dos fases, una fase inicial o fase aguda y una
fase cronica, que a su vez se subdivide en una etapa latente o indeterminada y una etapa
sintomatica. La fase aguda normalmente cursa como una infeccion desapercibida ya que
los sintomas son poco especificos y pueden confundirse con diversos padecimientos.
Aproximadamente del 1-5% de las personas infectadas con T. cruzi desarrollan sintomas
agudos, los calculos en la tasa de letalidad para la ECh aguda varian de menos del 5%
a aproximadamente el 8% en las personas inmunolégicamente competentes y las
muertes se producen principalmente en nifios pequefos con miocarditis aguda o
meningoencefalitis. Algunos de los sintomas que se pueden presentar durante esta fase
son fiebre variable, malestar general, irritabilidad, dolor de cabeza y crecimiento de
higado, bazo y ganglios. Un signo caracteristico en esta fase es la presencia de una
reaccion inflamatoria en la zona donde ha ocurrido la infeccién conocido como chagoma
y si la via de entrada es a través de la conjuntiva ocular se puede presentar una reaccion

inflamatoria con crecimiento de los nddulos linfaticos regionales, asi como un edema
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unilateral de ambos parpados conocido como signo de Romania (presente entre el 20 y
25% de los casos). La fase aguda dura de 4-8 semanas y los niveles de parasitemia
pueden ser detectados hasta 90 dias después del ingreso del parasito al organismo,
razon por la cual durante esta etapa el diagndstico se realiza mediante métodos
microscopicos, aunque muchas veces se suele confundir a T. cruzi confundido con otros
tripanosomatidos tales como Leshmania sp. o T. rangeli (Coura and Borges-Pereira 2010,
Rassi, Rassi et al. 2012, Ribeiro, Nunes et al. 2012).

Generalmente la fase agua tiende a resolverse sola y la mayoria de los pacientes
ingresan a la fase cronica. Primero se presenta una etapa indeterminada que puede
existir durante 10 o 20 anos, y dependiendo del area geografica aproximadamente del
40-90% de los pacientes permanece en etapa indeterminada. Se caracteriza por no
presentar ningun signo o sintoma de la enfermedad con radiologias del corazén, esofago
y colén normales. Sin embargo, en esta fase de ECh los pacientes muestran sero-
reactividad a T. cruzi, aunque estos raramente son detectados durante esta fase debido
a que no presentan ninguna evidencia clinica. También se ha reportado que algunos
pacientes pueden reactivar la infeccion rapidamente y mostrar altos niveles de
parasitemia durante un proceso de inmunosupresion severa (Dias 1989, Coura 2007,

Coura and Borges-Pereira 2010).

La etapa clinica se presenta después de un largo periodo de incubacién posterior a
la etapa indeterminada produciendo dano al tejido muscular del corazon, sindromes
digestivos y neurolégicos, que generalmente conducen a la muerte debido a que no existe
tratamiento que elimine al parasito en esta etapa de la enfermedad (Salazar-Schettino,
Bucio et al. 2006). La CDC calcula que entre el 20 y el 30% de los humanos infectados
con T. cruzi desarrollan eventualmente enfermedad crénica; mientras que calculos
hechos por otras fuentes indican que esto varia del 10 al 50%, desconociéndose hasta el
momento el motivo por el cual la enfermedad evoluciona en algunos pacientes y no en
otros. Se ha propuesto que es posible que se relacione a factores genéticos del
hospedero, dosis de los parasitos, numero de inoculaciones, cepa del parasito y a
factores inmunoldgicos o nutricionales de las personas infectadas. Las cardiopatias son

el dafio mas frecuente en pacientes chagasicos (40-60%) y generalmente mortales ya
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que causan dafo severo, dentro de las patologias que se pueden presentar se
encuentran arritmias, insuficiencia cardiaca, bloqueo auriculoventricular y de rama y
tromboembolismo. Ademas, se ha observado muertes cerebrovasculares a causa de los
dafos cardiacos en zonas endémicas los dafios (Coura and Borges-Pereira 2010, Lima-
Costa, Matos et al. 2010, Spickler 2010, Ribeiro, Nunes et al. 2012).

Pese a que la forma digestiva en la etapa cronica de la ECh es menos frecuente se
estima que del 10% al 21% de las personas presentan cuadros clinicos relacionados con
estos dafos. Dentro de las complicaciones mas severas se ha observado que en algunas
zonas endémicas cerca del 5-8% de los pacientes cursa con esofagopatia cronica, y 4-
6% desarrollan colopatia crénica. Estas manifestaciones clinicas se deben
principalmente a disperistalsis del eséfago y el colon causada por la destruccién del plexo
mientérico, lo que conduce a un megaesoéfago y megacolon consecuentes. Aun cuando
las muertes por estos signos derivados de la infeccidn por T. cruzi son menos frecuentes,
se ha reportado que estas son provocadas por volvulos de un megacolon sigmoide
dilatado, cancer de es6fago u obstruccion con torsion y necrosis del colon (Rocha, Ribeiro
et al. 2003, Viotti, Vigliano et al. 2005, Coura 2007, Ribeiro, Nunes et al. 2012, Perez-
Molina and Molina 2018).

1.3. Epidemiologia

La ECh es endémica en 21 paises de Latinoamérica, del sur de Estados Unidos al
norte de Argentina y Chile. Las tasas de prevalencia mas altas se encuentran en Bolivia
(6.75%), Argentina (4.13%), El Salvador (3.37%), Honduras (3.05%) y Paraguay (2.54%).
En los casos particulares de México y Brasil, pese a que se han reportado tasas de
prevalencia de alrededor del 1%, debido a su gran poblacion, aproximadamente un tercio
de todas las personas infectadas con T. cruzi viven en estos dos paises (Bern and
Montgomery 2009, Kirchhoff 2011).

La ECh es la enfermedad parasitaria con el mayor indice de morbilidad y mortalidad
en Latinoamérica, forma parte de las 13 enfermedades tropicales mas desatendidas del
mundo. De acuerdo con datos del Banco Mundial en 1983 se establecid que en

Latinoamérica la enfermedad de Chagas ocupa el primer lugar de las enfermedades
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tropicales, y el cuarto lugar entre las enfermedades transmisibles, solo por debajo de las
enfermedades respiratorias agudas, de las enfermedades diarreicas y del SIDA. Se
estima que 6-7 millones de personas estan infectadas con T. cruzi en todo el mundo,
principalmente en América Latina, donde la enfermedad de Chagas sigue siendo uno de
los mayores problemas de salud publica, causando incapacidad en personas infectadas
y mas de 10 000 muertes por afo. Ademas, se estima que 12.9% de la poblacion mundial,
aproximadamente 70 millones de personas, se encuentra en riesgo de contraer la
infeccion por T. cruzi (Hotez, Alvarado et al. 2014, OMS 2017, Perez-Molina and Molina
2018).

Debido a movimientos la ECh puede transmitirse en regiones no endémicas
convirtiendose en una epidemia mundial. La prevalencia de infeccion en migrantes
latinoamericanos que viven en Europa se estima en 4.2% mientras que en EUA se estima
que unos 300 000 inmigrantes estan infectados con T. cruzi (Bern and Montgomery 2009,
Schmunis and Yadon 2010, Requena-Mendez, Aldasoro et al. 2015). La carga mundial
anual estimada de morbilidad es de $ 627.46 millones en costos de atencion médica y
806,170 afos de vida ajustados en funcién de la discapacidad (Perez-Molina and Molina
2018).

La cardiomiopatia chagasica es la principal causa de discapacidad ajustados a anos
de vida (AVAD) en adultos jovenes econdmicamente activos en los paises endémicos,
por esta razdn y la falta de atencion hacia la enfermedad, la Tripanosomiasis Americana
continua siendo un importante problema de salud publica social y econémica (Ramos Jr,
Martins-Melo et al. 2010).

1.3.1. Epidemiologia en México

Los primeros casos de la enfermedad de Chagas en México fueron descritos en 1940
por Luis Mazzotti en Teojomulco, Oaxaca, y posteriormente se detectaron otros casos en
diversos estados del pais, calculandose en los afos setenta que las tasas de
seroprevalencia variaban del 7 al 13% (Mazzoti 1940, Tay, Salazar Schettino et al. 1979,
Velasco and Rivas 2008).
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Pese a las evidencias que demostraban la presencia de la enfermedad de Chagas en
México, la primera busqueda de anticuerpos contra T. cruzi en nuestro pais no se llevo a
cabo hasta el afio de 1988 por Velasco Castrejon y colaboradores. La mayor prevalencia
se encontré en Chiapas (5,0%), Oaxaca (4,5%) y la region sureste, seguido de las
llanuras centrales de la regién templada de la Huasteca, que incluye los estados de
Hidalgo (3,2%), San Luis Potosi (2.5%), Veracruz (3.0%) y Tamaulipas (1.6%),
reportando una seroprevalencia nacional promedio de 1.6% que representa 1, 472, 000
personas infectadas en nuestro pais (Velasco-Castrejon, Valdespino et al. 1992).

Una segunda encuesta seroepidemiolégica fue realizada en 1994 por el Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemiologica (InDRE) en colaboracion con 18 Centros
Estatales de Transfusion Sanguinea (CETS), realizada en 18 estados de la Republica
Mexicana encontrando que el 1.5% de las muestras de donacioén contienen anticuerpos

anti-T. cruzi (Guzman Bracho, Garcia Garcia et al. 1998).

En 1996 la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) estim6 que en México
existe una incidencia anual de 44, 000 nuevos casos de la enfermedad de Chagas y una
prevalencia actual de 1, 610, 000 personas infectadas. El Centro Nacional de Transfusion
Sanguinea reporta hasta un 3.5% de bolsas de sangre contaminadas con el parasito en

el pais (Ramsey, Ordonez et al. 2000).

Datos recientes estiman que en México existen 1.1-2 millones de personas infectadas
con el parasito y mas de 71,000,000 de habitantes se encuentran en riesgo directo de
adquirir la infeccion debido a la transmision vectorial (Ramsey, Elizondo-Cano et al. 2014,

Sanchez-Gonzalez, Figueroa-Lara et al. 2016).

La mayoria de los individuos infectados con T. cruzi son asintomaticos o sintomaticos
sin reconocimiento clinico de etiologia (insuficiencia cardiaca o megaviscera). Tan solo
en la Ciudad de México, hospitales de tercer nivel como el Instituto Nacional de
Cardiologia y el Instituto Nacional de Pediatria, reportan desde 0.37% hasta 0.17% de
donaciones de sangre con anticuerpos contra T. cruzi. Estos datos afectan a la poblacion

en zonas urbanas donde hay dos veces mas donaciones de sangre (> 10.000 habitantes)
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comparada con las poblaciones rurales en México (Sanchez-Gonzalez, Figueroa-Lara et
al. 2016).

1.4. Transmision de la infecciéon por T. cruzi

La enfermedad de Chagas se transmite principalmente, en el 80% de los casos, a
través de la orina y heces contaminadas del insecto vector perteneciente a la familia
reduviidae de los géneros Rhodnius, Triatoma y Pastrongylus agrupados en 137 especies
que se encuentran ampliamente distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta el sur
de Chile y Argentina (Figura 2) (Galvao, Carcavallo et al. 2003). Los principales vectores
son Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis y Panstrongylus megistus en los paises del
Cono Sur, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata en los paises del Pacto Andino y partes
de América Central, y T. dimidiata'y T. barberi en México (Rassi, Rassi et al. 2012).

Por lo general, éstos viven en las grietas y huecos de las casas en las zonas rurales
y suburbanas. Normalmente permanecen ocultos durante el dia y por la noche entran en
actividad alimentandose de sangre de mamiferos. En general, pican en una zona
expuesta de la piel y pueden defecar cerca de la picadura. Los parasitos penetran en el
organismo cuando la persona picada se frota como resultado del efecto pruriginoso de
las heces y empuja estas hacia la picadura, los ojos, la boca o alguna lesion cutanea
abierta (WHO 2002).



ANTECEDENTES

Tﬁma sangulsuga

\ !
Triatoma longipennis # Rhodnius

(Phytlosoma complex) mmm prolixus Tﬁ.tcma

Rhodnius robustus
ég/_‘ﬂmmym; genlculatus
\ {

Py

Triatoma dimidiata :

™
Triatoma
brasiliensis

Triatoma pseudomaculata

/ ~
; =Y Panstrongylus megistus
Triatoma infestans s

Tristoma sordida

Figura 2. Distribucion de las principales especies de triatominos de importancia epidemiolégica. En
rojo se muestran las especies que se consideran los vectores mas importantes del parasito. Tomado de
(Gourbiére, Dorn et al. 2011).

Para que la infeccion humana por Chagas se produzca en condiciones naturales,
primero debe producirse el contacto entre los triatominos infectados y los humanos.
Después de esto, el resultado depende de una serie de variables que regulan las
posibilidades de infeccidon. Entre estos se encuentran la tasa de infeccion de triatominos
por T. cruzi, el tiempo transcurrido entre la mordedura y la defecacion, el numero y
cantidad de evacuaciones durante este intervalo de tiempo, el numero de parasitos
eliminados, el porcentaje de formas infectantes y su capacidad de penetracion, el

intensidad de la picazdn durante la mordida (Coura and Borges-Pereira 2010).

En México se han reportado 31 especies de triatominos de los géneros Rhodnius,
Triatoma, Panstrongylus, Dipetalogaster, Belminus, Eratyrus y Paratriatoma, de las

cuales se ha reportado que 21 de estas presentan infeccion natural por T. cruzi (Aguilar,
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Nogueda Torres et al. 1999, Vidal-Acosta, Ibafiez-Bernal et al. 2000). Entre los Estados
de la Republica Mexicana con mayor numero de especies de triatominos que son
permisibles a la transmision de la enfermedad se encuentra el Estado de Oaxaca, donde
se han reportado 11 especies de triatominos como Triatoma dimidiata, T. gersteackeri, T.
mazzoti, T. pallidepennis y T. phyllosoma, que destacan por su importancia como
potenciales transmisores de T. cruzi (Zarate and Zarate 1985, Vidal-Acosta, |bafiez-

Bernal et al. 2000, Cruz-Reyes and Pickering-Lopez 2006).

Se han reportado otras fuentes de transmision, dentro de la cuales la mas importante
es la que ocurre a través de transfusion de sangre infectada con T. cruzi que representa
un 10-25% de los casos, lo que la coloca como la segunda via de infeccidon en paises
endémicos y la principal via de infeccion en paises no endémicos de la enfermedad de
Chagas (Bern, Montgomery et al. 2008, Cancino-Faure, Fisa et al. 2015, Sanchez-
Gonzalez, Figueroa-Lara et al. 2016). Otras formas menos comunes de transmisién del
parasito son: por via transplacentaria de la madre al feto durante el embarazo que va de
4.7 % en paises endémicos a 2.7% en paises no endémicos, por trasplante de érganos
con infecciones no detectadas (higado, corazon, medula 6sea, rifidn o sangre de corddn),
por consumir alimentos contaminados con las heces de triatominos infectados, e
infecciones por accidentes en los laboratorios donde se trabaja con este tipo de
protozoarios (Torrico M. 1950, OPS 2002, Social 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Fuentes de transmisién de T. cruzi. Existen diversas fuentes de transmision del parasito siendo
la infeccion a través de las heces del triatomino la mas comun en paises endémicos a ECh
(aproximadamente el 80% de los casos, la transfusion sanguinea de unidades contaminadas con el parasito
es la segunda fuente de transmision en paises endémicos y la transmision mas comun en paises no
endémicos. Existen otras fuentes de transmisién tales como la via congénita (o vertical), la via oral, por
trasplante de 6rganos infectados con el parasito, y en menor medida por accidentes de laboratorios donde

de diagndstica o investiga al parasito.

1.5. Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un parasito intracelular obligado con un ciclo de vida bifasico, ya que
involucra a dos tipos de hospederos: uno invertebrado (insecto vector) y uno vertebrado
(mamifero). Durante su ciclo de vida el parasito presenta cuatro estadios morfolégicos
bien definidos alternando dos estadios de desarrollo en cada uno de los hospederos
(Brener 1971).

Los tripomastigotes sanguineos son ingeridos por el insecto vector al alimentarse de

mamiferos infectados, transformandose en formas cortas en el estbmago del insecto que

10
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migran hacia el intestino medio en donde encuentran un ambiente adecuado para seguir
desarrollandose y donde se diferencian en epimastigotes. Estos epimastigotes se
desplazan a la porcion posterior del intestino en el vector, donde se diferenciaran a
tripomastigotes metaciclicos (TM) que es la forma que penetra e infecta al hospedero

mamifero (Guzman-Marin, Zavala-Castro et al. 1999).

Los tripomastigotes metaciclicos son eliminados por el insecto en las heces,
penetrando en las células de mamiferos cercanas al sitio de la picadura del vector, asi
como por las mucosas y conjuntiva ocular por autoinoculacion. Dentro del vertebrado el
parasito infecta a células tanto fagociticas como no fagociticas donde se diferencia a su
forma de amastigote y posteriormente a su forma de tripomastigote sanguineo, los cuales
son liberados por lisis celular pudiendo infectar a células vecinas, alcanzando el torrente
sanguineo y distribuirse a otros tejidos y 6rganos. El ciclo finaliza cuando un vector no
infectado por T. cruzi se alimenta de sangre de un hospedero vertebrado infectado y
adquiere a T. cruzi del torrente circulatorio (Figura 4) (Crane and Dvorak 1979, Guzman-
Marin, Zavala-Castro et al. 1999).

11
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Figura 4. Ciclo bioldgico de T. cruzi. T. cruzi presenta un ciclo de vida bifasico, durante el cual presenta
4 estadios morfoldgicos caracteristicos: las formas de epimastigote y tripomastigote metaciclico en el
invertebrado (forma replicativa e infectiva, respectivamente), y el estadio de amastigote (forma replicativa)
y tripomastigote sanguineo (forma infectiva) en el hospedero mamifero, que incluye al humano. Tomado
de (Bern 2011).

1.6. Genoma de Trypanosoma cruzi

El material genético de T. cruzi esta organizado en dos estructuras bien
caracterizadas. En el nucleo el ADN se encuentra en forma de pequefios cromosomas,
los cuales no estan bien condensados durante la divisién celular. Aproximadamente del
20-25% del ADN total del parasito se encuentra en el cinetoplasto, el cual esta localizado
en el interior de un organelo conocido como mitocondria y cerca del corpusculo basal o
cinetosoma (Souza, Lima et al. 2011). El cinetoplasto es una unidad comun entre los
tripanosomatidos y la posicidén que guarda con respecto al nucleo, ayuda a definir el

estadio de desarrollo en el que se encuentra el parasito (Ray 1987).
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El ADN del cinetoplasto (ADNK), esta constituido por una red de 5,000 a 30,000
minicirculos y de 20 a 50 maxicirculos. Cada minicirculo tiene una longitud de 0,45 um,
lo que corresponde a 1440 pares de bases aproximadamente y un peso molecular de
0.94*108 Daltones. Los maxicirculos por otro lado tienen un tamario de aproximadamente
10 um y de 22 a 28 kb (Riou and Delain 1969). Los minicirculos varian muy rapidamente
su secuencia debido a mutaciones puntuales y en cada uno de ellos existe una zona de
secuencia constante que se repite cuatro veces por molécula y cuatro regiones
divergentes intercaladas entre las primeras, que son similares en todas las moléculas de
un mismo parasito y de distintas cepas. Los maxicirculos codifican productos génicos de
la mitocondria (rARN y mARN de las subunidades de los complejos de la cadena
respiratoria) que requieren de un procesamiento post-transcripcional denominado
edicion, utilizando RNA guias (JARN) que son codificados por los minicirculos (Lukes,
Guilbride et al. 2002).

T. cruzitiene un genoma nuclear predominantemente diploide, distribuido en pares
homologos de cromosomas (Dvorak, Hall et al. 1982). El tamafio de sus cromosomas no
se ha podido determinar debido, entre otras razones, a que las cepas y clonas muestran
variaciones entre un 40% a 50% en el tamafio de sus cromosomas y por lo tanto en su
contenido de ADN (Castro, Craig et al. 1981, Lanar, Levy et al. 1981, Dvorak, Hall et al.
1982, Thompson and Dvorak 1989, McDaniel and Dvorak 1993, Santos, Cano et al. 1997,
Lewis, Llewellyn et al. 2009, Souza, Lima et al. 2011).

La cepa CL Brener fue tomada como la cepa de referencia para secuenciar el genoma
de T. cruzi. CL Brener tiene un genoma diploide, con un tamafio estimado de 87 Mpb,
distribuido en 41 pares de cromosomas de tamafios variables, con 12 000 genes que
codifica para 22, 570 proteinas de las cuales 12,570 forman pares alélicos (Dvorak, Hall
et al. 1982, Cano, Gruber et al. 1995, Vargas, Pedroso et al. 2004, El-Sayed, Myler et al.
2005, Weatherly, Boehlke et al. 2009). Se han determinado muchos genes pertenecientes
a grandes familias de proteinas de superficie, como las transialidasas, mucinas, gp63
proteasa y proteinas asociadas a mucinas (MASP), que representan cerca de 18% de
todas las secuencias codificantes. También se ha identificado que los genes de T. cruzi

comprenden secuencias codificantes para ARNrs, SLRNA y snoRNAs. De aquellos genes
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que codifican para proteinas aproximadamente al 50.8 % se le atribuy6 su posible funcion
basada en analisis de similitud (EI-Sayed, Myler et al. 2005, Weatherly, Boehlke et al.
2009).

Estudios realizados con geles de electroforesis de campos pulsados (PFGE) a las
cepas Esmeraldo cl3, SO3 cl5 y Silvio X10 cl11, refieren que tienen aproximadamente
65, 72, y 44 cromosomas con un genoma de 78.5 Mpb, 94.7 Mpb y 46.8 Mpb
respectivamente (Vargas, Pedroso et al. 2004).

Se ha propuesto que la amplia variacion en el tamafo del genoma que se observa
entre especies eucariotas esta mas relacionada con la cantidad de ADN repetitivo que
con el numero de genes que codifican (Souza, Lima et al. 2011). Por lo tanto, siguiendo
este mismo precepto, la variacion del tamafio del genoma entre cepas y clones de T. cruzi
podria ser atribuido a la amplificacion y eliminacidn de varias secuencias repetidas como
los retrotransposones y ADN satélite. En T. cruzi las secuencias repetidas tales como
retransposones, repetidos subteloméricos, DNA satélite de 195 pb y genes de la super
familia de las moléculas de superficie llegan a representar del 30% al 50% del ADN
nuclear total del parasito (Kooy, Ashall et al. 1989, El-Sayed, Myler et al. 2005, Martins,
Baptista et al. 2008).

Estas divergencias en el genoma han llevado a la clasificacién de las cepas de T.
cruzi en seis Unidades de Tipificacion Discretas o DTU (por sus siglas en inglés Discrete
Typing Units). Algunos estudios sugieren que el genoma de las cepas que pertenecen a
Tcl es mas pequefio que el genoma de las cepas pertenecientes a las otras DTUs y se
cree que este hecho se debe a la relacidén entre distancias genotipicas y la cantidad de
secuencias repetitivas tal como sugieren analisis realizados en la secuencia satélite de
195-pb que mostré que las cepas pertenecientes a Tcl presentan menor cantidad de
estas secuencias repetidas que las pertenecientes a otros DTUs (Briones, Souto et al.
1999, Henriksson, Dujardin et al. 2002, Pedroso, Cupolillo et al. 2003, Vargas, Pedroso
et al. 2004, Souza, Lima et al. 2011).
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1.7. Caracterizacion de cepas de T. cruzi

T. cruzi comprende un conjunto de poblaciones de cepas que circulan entre vectores,
hombre y reservorios, tanto domésticos como selvaticos. Se han realizado aislamientos
del parasito de diversos hospederos, demostrandose una gran variacion intra-especifica
en cuanto a diferencias morfolégicas de las formas sanguineas, virulencia, habilidad para
inducir lesiones, susceptibilidad para agentes quimioterapéuticos, constitucion antigénica

y capacidad de infeccidn para las células hospederas (Brener 1985).

Este comportamiento diverso del parasito puede estar influenciado por el hospedero,
las condiciones del medio ambiente o las diferencias biolégicas entre las cepas de T.
cruzi. Por lo tanto, se ha incrementado la tendencia para caracterizar los diferentes
aislados del parasito utilizando diversos métodos, lo que ha reflejado su marcada
heterogeneidad a nivel bioquimico y molecular, asi como la variabilidad en su
comportamiento biolégico (Dvorak 1977, Melo and Brener 1978, Andrade 1985).

1.7.1.  Caracterizacién biolégica

La caracterizacion biolégica realizada a diferentes cepas de T. cruzi ha permitido
establecer que distintas cepas del parasito que proviene de diferentes o similares
transmisores, reservorios y regiones de un mismo pais se comportan distinto entre si con
respecto a su preferencia por determinado hospedero, su distribucion geografica, su
virulencia y su tropismo tisular tanto en animales como en humanos, ademas de presentar
algunas variaciones morfolégicas de los tripomastigotes (Petana 1972, Brener 1973,

Brener 1985, Guzman-Marin, Zavala-Castro et al. 1999).

Estudios comparativos sobre la asociacion entre la diversidad genética subespecifica
y las caracteristicas bioldgicas del parasito, muestran diversidad en el comportamiento
en cultivo de células de mamiferos, cultivos axénicos, la sensibilidad al farmaco in vitro,
la transmisibilidad a través del insecto vector y la patogenicidad en ratones (Laurent,
Barnabe et al. 1997, de Lana, da Silveira Pinto et al. 1998, Revollo, Oury et al. 1998). En

algunos casos las mezclas de dos clonas mostraron comportamientos distintos a lo que
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se esperaba, como por ejemplo una sumatoria de su comportamiento individual, lo que

sugiere la interaccion entre los genotipos (Pinto, de Lana et al. 1998).

Algunos autores han valorado la virulencia (capacidad de multiplicacion en el
hospedero) y patogenicidad (capacidad de producir lesiones tisulares y de las respuestas
inmunoldgicas) de distintas cepas en ensayos in vivo en modelos murinos. Estos estudios
definen tres fenotipos principales designados como biodemas |, Il y Il (Andrade 1974,
Andrade, Brodskyn et al. 1983).

En el biodema tipo | se agruparon cepas con altas tasas de multiplicacion, altos
niveles de parasitemia, y una mortalidad de 7 a 11 dias después de la infeccion, con un
predominio de formas delgadas y con un tropismo a macréfagos durante la fase temprana
de la infecciéon. Ademas de producir alteraciones neuronales mas frecuentes que las
cepas pertenecientes a otros biodemas. Los patrones de zimodemos de este biodema

corresponden al zimodema Z2b, una variante de Z2 (Andrade and Magalhaes 1997).

En el biodema tipo Il se agrupan las cepas con tasas de multiplicacion lenta y picos
irregulares de parasitemia que van de 12 a 20 dias después de la infeccion, en donde
hay un intenso parasitismo del miocardio en la fase aguda, con desintegracién de los
miocitos parasitados y necrosis de los no parasitados, asi como un intenso proceso de
miocarditis, con afectacion predominante del miocardio. Los patrones de zimodemos de
este tipo de biodema corresponden a cepas del zimodema Z2 (Andrade and Magalhéaes
1997)

Las cepas agrupadas dentro del biodema tipo Ill presentan una lenta multiplicacion
con picos de parasitemia de 20 a 30 dias después de la infeccién y con una mortalidad
tardia, por lo general a partir del dia 30 después de la infeccion. Ademas, hay predominio
de formas amplias y determinan intensas lesiones miocardicas y del musculo esquelético,
con una acentuada proliferacion intracitoplasmatica de parasitos. El biodema tipo IlI
corresponde al zymodema Z1. Debido a la miocarditis crénica intensa, las cepas de
biodema tipo Il se consideran las mas patégena en ratones (Andrade 1974, Andrade and
Magalhaes 1997).
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El grado de virulencia de la cepa puede variar dentro del mismo biodema y entre los
clones de la misma cepa (Andrade 1974, Postan, McDaniel et al. 1987). Otros estudios
experimentales en modelos murinos apoyan y amplia estas observaciones y claramente
indican que tanto los genotipos del parasito como del hospedero son importantes en la
determinacion de la distribucién tisular, fisiopatologia y el resultado final de la infeccidn
por T. cruzi (Andrade 1985, Andrade, Machado et al. 1999, Andrade, Machado et al. 2002,
Andersson, Orn et al. 2003, Marinho, Bucci et al. 2004, Espinoza, Rico et al. 2010, Roellig
and Yabsley 2010)

1.7.2. Caracterizacion bioquimica

Una forma de caracterizar las cepas de T. cruzi es por medio de métodos bioquimicos
que permiten analizar los productos de expresion génica utilizando isoenzimas. La
electroforesis de isoenzimas es uno de los ensayos empleados para detectar diferencias
entre enzimas con propiedades cataliticas similares, pero con distinta estructura
molecular, lo que permite agrupar a las diferentes cepas en los llamado zimodemos de
acuerdo con sus perfiles isoenzimaticos idénticos (Guzman-Marin, Zavala-Castro et al.
1999).

En 1981 se introdujo la técnica de los perfiles isoenzimaticos en el estudio de T. cruzi,
con la cual se identificaron 3 zimodemas en cepas de Brasil. El zimodema 1 (Z1) es de
origen selvatico y circula entre insectos triatominos selvaticos siendo infectivo para el
hombre; el zimodema 2 (Z2) es de origen doméstico y comprende cepas aisladas de
pacientes con enfermedad de Chagas aguda o cronica y de animales domésticos; el
zimodema 3 (Z3) comprende cepas de casos humanos autdctonos de Brasil y comparte
el ciclo selvatico, puesto que se ha aislado de armadillos y de algunos casos humanos
con la forma aguda de la enfermedad (Miles, Cedillos et al. 1981, Saravia, Holguin et al.
1987).

La existencia del Z2 senala la fuerte posibilidad de que las isoenzimas pueden ser
usadas para localizar o rastrear la transferencia de parasitos del ciclo selvatico al
doméstico. También se ha reportado heterogeneidad isoenzimatica relacionada con la
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distribucion geogréfica de las cepas del parasito (Guzman-Marin, Zavala-Castro et al.
1999). Estudios posteriores determinaron que las cepas de Brasil que corresponden al
Z2 son mas susceptibles al tratamiento farmacolégico comparando con Z1 y Z3,
observandose que los tratamientos previos aumentan la resistencia a las drogas
(Luquetti, Miles et al. 1986, Carneiro, Romanha et al. 1991).

Algunos autores reportan que han detectado inestabilidad en los patrones
isoenzimaticos, tanto en estudios realizados a subpoblaciones clonadas de una cepa de
T. cruzi, cuando las cepas han tenido pases sucesivos por hospederos vertebrados e
invertebrados o en medios de cultivo o de acuerdo con la etapa en el ciclo de vida de T.
cruzi. Esto ha dado lugar a zimodemas diferentes y ha demostrado que las cepas del
parasito pueden ser heterogéneas en su composicion (Brener 1985, Bogliolo and Godfrey
1987, Magalhaes, Andrade et al. 1996, Guzman-Marin, Zavala-Castro et al. 1999).
También se han detectado diferentes zimodemas en cepas aisladas provenientes de

varios hospederos y de diversas zonas geograficas (Wendel, Brener et al. 1992).

1.7.3. Caracterizacion molecular

Para la caracterizacion molecular se han empleado diversos marcadores moleculares
con el propdsito de caracterizar y clasificar a las cepas de T. cruzi. Una de las primeras
técnicas utilizadas fue el analisis de patrones de restriccion de los minicirculos del ADNk
y mediante esta técnica se pudieron identificar dos grupos de poblaciones denominadas
esquizodemos (Morel, Chiari et al. 1980). También han sido utilizados los maxicirculos
del ADNK y los espaciadores no transcritos del RNA ribosomal para formar dos
agrupaciones denominadas cinetodemos (Dietrich, Dussan Mdel et al. 1990, Zavala-
Castro, Velasco-Castrejon et al. 1992).

La existencia de este dimérfismo entre cepas se ha observado en estudios realizados
con los genes ribosomales 18S, 5.8S y 24Sa, asi como con el analisis de la region
intergénica del miniexdn mostraron que T. cruzi podia ser clasificado en dos linajes
denominados Tcl y Tcll (Souto and Zingales 1993, Clark and Pung 1994, Souto,
Fernandes et al. 1996, Santos, Cupolillo et al. 2002)
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Con la identificacion de estos marcadores moleculares se han organizado dos grupos
filogenéticos de T. cruzi: el linaje 1, que corresponde al zimodema 2 y el linaje 2 que
corresponde al zimodema Z1. Sin embargo, las cepas pertenecientes al zimodema Z3 no
se pueden clasificar en ninguno de estos los linajes (Kawashita, Sanson et al. 2001,
Mendonca, Nehme et al. 2002).

Por esta razdn algunos grupos de investigacion continuaron con la caracterizacion de
T. cruzi usando técnicas mas sensibles que permitieran agrupar todas las cepas. El
estudio genético de los tripanosomatidos puede desarrollarse mediante la amplificacion
de regiones andnimas al azar (RAPD por sus siglas en inglés Random Amplified
Polymorphic DNA) y las secuencias resultantes pueden usarse para construir arboles
filogenéticos. El empleo de este ensayo y de la electroforesis de multilocus de enzimas
(MLEE por sus siglas en inglés Multilocus Enzyme Electrophoresis) han identificado los
multilocus fenotipicos de T. cruzi que revelan la existencia de seis DTU’s. Este término
fue propuesto para describir conjuntos de poblaciones que son genéticamente mas
similares entre si que a cualquier otra poblacion, y se identifican con marcadores
moleculares comunes (Tibayrenc and Ayala 1988, Steindel 1993, Tibayrenc, Neubauer
et al. 1993, Brisse, Barnabe et al. 2000, Zingales, Andrade et al. 2009).

El analisis de polimorfismos de nucleétido unico (SNP), entre las seis DTU revel6 la
existencia de cuatro clases diferentes de secuencias de ADN en lugar de seis,
llamandosele a estas cuatro diferentes secuencias haplogrupos (Machado and Ayala
2001, Sturm, Vargas et al. 2003, Broutin, Tarrieu et al. 2006). Dos de los cuatro
haplogrupos estan siempre presentes en TcV y TcVI, lo que evidencia el caracter
predominantemente heterocigoto de sus alelos. Los patrones de nucleotidos en cada
haplogrupo TcV/TcVI se parecen mucho a los alelos Tcll y Tclll, lo que confirma a Tcll y
Tclll como los tipos parentales mas probables de TcV y TcVI. A pesar de ser similares en
muchos aspectos, TcV y TcVI son distinguibles por electroforesis de isoenzimas,
marcadores de RNA ribosémico, ensayos de polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), algunos marcadores de tipificacion de secuencias multilocus (MLST)
y mediante el analisis de microsatélites (Chapman, Baggaley et al. 1984, Souto,

Fernandes et al. 1996, Barnabe, Brisse et al. 2000, Rozas, De Doncker et al. 2008, Lewis,
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Llewellyn et al. 2011, Yeo, Mauricio et al. 2011). Sin embargo, los datos de diferentes
MLST indican que las células parentales Tclll incluye caracteres derivados de Tcl y Tcll
(Sturm, Vargas et al. 2003, Elias, Vargas et al. 2005, Tomazi, Kawashita et al. 2009). Asi,
Tclll, TcV y TcVI, podria ser el producto de un suceso de hibridacion (Westenberger,
Barnabe et al. 2005, lenne, Pedroso et al. 2010).

1.8. Caracterizacion de T. cruzi en México

A pesar de que en México se estima que 71 millones personas estan en riesgo
constante de contraer la infeccidbn de T. cruzi por transmisién vectorial (Sanchez-
Gonzalez, Figueroa-Lara et al. 2016), es poco lo que sabe con respecto a la

caracterizacién de las cepas de T. cruzi que circulan en el pais.

Los primeros estudios de caracterizacidn bioldgica de cepas aisladas en nuestro pais
mostraron heterogeneidad biolégica (Lopez-Olmos, Perez-Nasser et al. 1998). Anos
después se identificaron distintos patrones patogénicos entre tres cepas aisladas de
distintos hospederos en Puebla. Se encontré que el aislado obtenido de un mamifero
silvestre era mas infectivo, con una alta parasitemia en un modelo murino, mientras que
otras dos cepas aisladas de humano y de triatomino respectivamente, mostraban un bajo
indice de mortalidad y de parasitemia. Ademas, los aislados analizados mostraron un
tropismo hacia el musculo de miocardio con diferentes grados de lesiones y se ha
observado que los aislados mexicanos presentan variaciones en su virulencia vy
resistencia a benznidazol, aun perteneciendo a un mismo DTU (Sanchez-Guillen, Lopez-
Colombo et al. 2006, Montedn, Godinez et al. 2009, Espinoza, Rico et al. 2010, Gomez-
Hernandez, Rezende-Oliveira et al. 2011).

En cuanto a la caracterizacion bioquimica y molecular los estudios isoenzimaticos
muestran una relativa homogeneidad entre los aislados mexicanos (Galvan, Rubio et al.
1983, Lopez-Olmos, Perez-Nasser et al. 1998). En contraste, estudios posteriores
basados en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) asociados con el
espaciador intergénico de ARNr, indicaron heterogeneidad entre aislados provenientes
de distintos estados del pais (Zavala-Castro, Velasco-Castrejon et al. 1992).
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Durante varios afios se pensé que Tcl era el unico linaje presente en nuestro pais, ya
que estudios de caracterizacion molecular realizado en cepas aisladas en México fueron
identificadas con este linaje (Bosseno, Barnabé et al. 2002, Sanchez-Guillen, Lopez-
Colombo et al. 2006). Sin embargo analisis de genotipificacion realizados directamente
de muestras de heces de triatominos infectados con T. cruzi demostraron la presencia de
Tcll, Tclll, TclV, TcV y TceVI en triatominos domiciliaros y selvaticos, y mamiferos de vida
silvestres provenientes de diversas zonas de la Republica Mexicana (Figura 5) (Ruiz-
Sanchez, Leon et al. 2005, Sanchez-Guillen, Lopez-Colombo et al. 2006, Bosseno,
Barnabe et al. 2009, Gomez-Hernandez, Rezende-Oliveira et al. 2011, Ramos-Ligonio,
Torres-Montero et al. 2012, |Ibanez-Cervantes, Martinez-lbarra et al. 2013, Martinez,

Nogueda et al. 2013, Lopez-Cancino, Tun-Ku et al. 2015).

3.25% 3.79% 5.69%

1.90%
7.86

mTd
Tl
W Tdll
WTav
1TeV
HTcVI

Figura 5. Distribucién de la diferentes DTU de T. cruzi en México. En México se reporta la presencia
de los seis DTU's, siendo Tcl el mas distribuido a lo largo del territorio nacional, mientras que el resto de
los DTU’s se concentran en la zona centro y sureste del pais. Los datos para realizar el siguiente mapa
fueron tomados de distintas fuentes: (Ruiz-Sanchez, Leon et al. 2005, Sanchez-Guillen, Lopez-Colombo et
al. 2006, Bosseno, Barnabe et al. 2009, Gomez-Hernandez, Rezende-Oliveira et al. 2011, Ramos-Ligonio,
Torres-Montero et al. 2012, Ibanez-Cervantes, Martinez-lbarra et al. 2013, Martinez, Nogueda et al. 2013,

Lopez-Cancino, Tun-Ku et al. 2015).
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1.9. Patologia de la enfermedad de Chagas y los genotipos de T. cruzi

Se ha determinado que los diversos DTU muestran diferencias en la manifestacion
de los signos y sintomas de la enfermedad de Chagas en humanos. Como se mencioné
anteriormente la enfermedad de Chagas presenta dos fases, una fase aguda y una fase
clinica que inicia con una etapa indeterminada seguida por una etapa sintomatica. Se ha
sugerido que la frecuencia con que estas manifestaciones se presentan podria estar
determinada por el tipo de DTU al que pertenece la (s) cepa (s) con la que se adquirio la
infeccion, reportandose que en la mayor parte de los casos la fase aguda esta dada por
cepas pertenecientes a Tcl, y con menor frecuencia por Tcll, Tclll y TclV (Coura 2007,
Zingales, Miles et al. 2012). Ademas, la mortalidad y morbilidad de los individuos
infectados con T. cruzi depende de la carga parasitaria y del genotipo del parasito con el
que se ha infectado (Figura 5).

En cuanto a la fase clinica se ha podido determinar en algunos casos, la relacion

entre el genotipo y el tipo de manifestacién en la etapa crénica de la enfermedad.

Las presentaciones clinicas de Tcl incluyen cardiomiopatia chagasica y en individuos
inmunocomprometidos se ha podido determinar severos casos de meningoencefalitis. En
regiones donde se ha detectado la presencia de Tcll, TcV y TcVI (region del cono Sur),
se presentan casos de cardiomiopatia chagasica severa y algunos casos muy
desarrollados de megaesofago y mega-colén. Sin embargo, Tclll pareciera no estar
implicado en infecciones cronicas y algunos reportes sugieren que TclV podria estar
relacionado con las manifestaciones clinicas que presenta Tcl, pero esto aun no ha
podido ser comprobado (Figura 6) (Luquetti, Miles et al. 1986, Freitas, Lages-Silva et al.
2005, Lages-Silva, Ramirez et al. 2006, Burgos, Begher et al. 2008, Zingales, Miles et al.
2012).
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Figura 6. Genotipo, distribucién del parasito y la patologia de la Enfermedad de Chagas. Los
diferentes genotipos del parasito tienen una distribucién geografica, un ciclo epidemioldgico y patologias

distintos entre ellos. Tomado y modificado de (Zingales, Miles et al. 2012).

1.10. Diagnéstico de la enfermedad de Chagas

El diagndstico de la infeccion con T. cruzi depende en gran medida de la fase de la
enfermedad en la cual se encuentre la persona infectada con el parasito. En la fase aguda
suelen utilizarse técnicas que implican la deteccion directa del parasito o de su material
genético debido a que en esta fase se encuentran tripomastigotes liberados al torrente
sanguineo, utilizandose para su deteccion el examen en fresco, frotis sanguineo,
xenodiagnostico y hemocultivo (WHO 2007). El empleo de métodos como strout y
microhematocrito permiten la concentracion de la muestra y un aumento en la sensibilidad

del diagnéstico.

En la fase cronica de la enfermedad se emplean principalmente métodos de
diagnostico seroldgico, lo que implica la deteccion de anticuerpos contra T. cruzi. Los
métodos mas comunes son inmunofluorescencia indirecta (IFA), hemaglutinacién
indirecta (IH), ensayo inmuno-absorbente ligado a enzima (ELISA), western blot (WB) y
el ensayo inmunoenzimatico en microgotas sobre nitrocelulosa (Dot-ELISA) (Monteon,
Sosa et al. 1989, Pérez-Fuentes, D. C. Sanchez-Guillén et al. 1998, WHO 2007, Figueroa-
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Lara 2009, Cervantes-Landin, Martinez-Martinez et al. 2014, OMS 2017). También se han
realizado pruebas de PCR para la deteccion del parasito, en muestras sanguineas y en
algunos casos en tejidos, mostrando que la aplicacion de este ensayo presenta la misma
especificidad que las pruebas serologicas, aunque la sensibilidad del ensayo es menor
que la prueba ELISA. El empleo de esta técnica es aun limitado para fines diagndsticos,
puesto que representa un mayor costo respecto a las herramientas seroldgicas y se
requiere de personal especializado, por lo que se utiliza solo para ciertos casos (como
transmision materno-fetal) y para investigacion (Junqueira, Chiari et al. , Marcon, Andrade
et al. 2002, Schijman, Bisio et al. 2011, Gilber, Alban et al. 2013).
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. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1. Identificaciéon de antigenos de T. cruzi

Como se ha mencionado anteriormente, el parasito presenta una gran diversidad de
caracteristicas bioldgicas que se cree pudieran estar estrechamente relacionadas con la
patologia de la enfermedad de Chagas en los humanos. En un intento por comprender
por qué algunas cepas del parasito establecen alguna patologia, y otras pueden
mantener una infeccion sin producir dafios importantes al humano, muchos grupos de
investigacion han buscado moléculas, tanto del parasito como del hospedero, que estén

involucradas en el establecimiento de la infeccién.

La identificacion de marcadores moleculares es una herramienta util para el
diagnostico de personas que cursan la infeccidn con T. cruzi y cuya determinacién ha
sido compleja puesto que, las diferentes pruebas diagndsticas para la fase crénica de la
enfermedad presentan niveles variables de sensibilidad (44.2-100%) y especificidad
(87.79-100%), repercutiendo en la obtencibn de un numero importante de falsos
negativos, falsos positivos y muestras indeterminadas. Por ello la Organizacién Mundial
de la Salud recomienda el uso de dos pruebas convencionales (pruebas seroldgicas) con
resultados similares para un diagnéstico mas seguro. Ademas, en aquellos resultados
séricos con reactividades discordantes deberan ser sometidos a una tercera evaluacion

con una técnica distinta a las que ya han sido empleadas (WHO 2007)

Diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de buscar distintos
marcadores serologicos (antigenos) y/o moleculares (secuencias gendmicas especie-
especificas) que permitan un diagnéstico mas certero y confiable; sin embargo, aun no
es posible contar con una prueba estandar para el diagndstico de la infeccidn por T. cruzi.

El antigeno empleado tiene un papel determinante en la sensibilidad y
especificidad de la prueba. Entre la amplia variedad de antigenos utilizados los mas
comunes han sido extractos crudos de epimastigotes sonicados (Montedn, Sosa et al.

1989, Pérez-Fuentes, D. C. Sanchez-Guillén et al. 1998, Cervantes-Landin, Martinez et
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al. 2014), proteinas extraidas de epimastigotes (Solana, Katzin et al. 1995, Partel and
Rossi 1998), epimastigotes completos fijados (H Carbonetto, Malchiodi et al. 1989, Antas,
Azevedo et al. 2000, Berrizbietia, Ndao et al. 2004), amastigotes fijados y sonicados
(Araujo and Guptill 1984, Pan and McMahon-Pratt 1989), proteinas recombinantes
(Almeida, Covas et al. 1997, Umezawa, Bastos et al. 1999, Saez-Alquezar, Sabino et al.
2000, da Silveira, Umezawa et al. 2001, Gadelha, Vercosa et al. 2003, De Marchi, Di Noia
et al. 2011, Longhi, Brandariz et al. 2012), y antigenos excretados/secretados de
epimastigotes (antigenos ESEA) (Figueroa-Lara 2009) y tripomastigotes (antigenos
TESA) (Figura 7). Estos ultimos han demostrado ser buenos candidatos para el
diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas en pruebas de ELISA y Western blot
debido a su elevada sensibilidad y especificidad (Umezawa, Nascimento et al. 2001,
Berrizbietia, Ndao et al. 2004, Berrizbeitia, Ndao et al. 2006, Umezawa, Souza et al. 2009,
Nagarkatti, de Araujo et al. 2014).
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Figura 7. Origen biolégico de antigenos de T. cruzi que han sido evaluados con sueros humanos.
Los antigenos del parasito que han sido evaluados como biomarcadores para identificar anticuerpos
humanos contra el parasito tienen distinto origen bioldgico, se han utilizado desde parasitos completo,

extractos de proteinas totales hasta antigenos recombinantes o fracciones celulares.
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Dada la complejidad que implica homogenizar el diagndstico para la enfermedad de
Chagas, la Organizacion Mundial de la Salud establecio criterios para permitir el uso de
pruebas seroldgicas comerciales en los centros estatales de diagndstico, debido a las
ventajas técnicas que estos kits ofrecen. Estos criterios se basan principalmente en las
normas de elaboracion, validacién y reproducibilidad que deben cumplirse para que el
ensayo sea eficiente. Para que estos criterios puedan cumplirse es necesario contar con
un panel de muestras de validacion, que cuente con sueros positivos y negativos a la
presencia de anticuerpos anti-T. cruzi con distintos grados de reactividad y que

provengan de distintas regiones geograficas (WHO 2007).

Este parece ser un aspecto importante que impacta en las pruebas diagndsticas
puesto que existen reportes que indican que el uso de antigenos de distinto origen
geografico muestra variaciones en los resultados (Bongertz and Dvorak 1983, WHO
2007). Se ha reportado que el origen geografico del antigeno influye en la eficiencia de
deteccion de las pruebas diagndsticas, debido a que T. cruzi presenta una alta
variabilidad genética que conlleva a variaciones bioldgicas, bioquimicas, antigénicas y
moleculares entre las distintas cepas del parasito (Miles, Cedillos et al. 1981, Andrade
1985, Di Noia, Buscaglia et al. 2002, Zingales, Andrade et al. 2009). Ademas, se ha
podido relacionar la distribucion geogréfica con las diferencias patolégicas de las cepas

del parasito y con la DTU a la que pertenecen (Zingales, Miles et al. 2012)

La variacion de antigenos relacionada con la DTU fue evidenciada por primera vez
con la identificacion de dos isoformas de una proteina antigénica presente en la superficie
en tripomastigotes denominadas TSSAl y TSSAIll (Trypomastigote Small Surface
Antigen). Se pudo establecer que las poblaciones del parasito pertenecientes a Tcl, Tclll
y TclV cuentan con el alelo que codifica para TSSAI, mientras que Tcll, TcV y TcVI
presentan el alelo codificante para TSSAIl (Di Noia, Buscaglia et al. 2002, Risso,
Garbarino et al. 2004, Bhattacharyya, Brooks et al. 2010). Otra caracteristica importante
de estos antigenos es que no presentaban reaccion cruzada al realizar ensayos
serologicos, lo que permite la obtencion de un diagnostico diferencial entre las DTU's,
sugiriendo a TSSA como el primer marcador inmunoldgico de los linajes genéticos de T.
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cruzi, pudiendo correlacionar la infeccion humana por los linajes descritos en Sudamérica
(Di Noia, Buscaglia et al. 2002, Risso, Garbarino et al. 2004, Zingales, Miles et al. 2012).

En México un reporte realizado en Puebla probé que se pueden detectar mayores
niveles de anticuerpos usando como antigeno los extractos de proteinas provenientes de
cepas aisladas en la misma comunidad donde se llevé a cabo el estudio, contrastando
con los bajos niveles de anticuerpos observados al usar un antigeno comercial
(Chagastest-Wiener Laboratories Group, Rosario, Argentina) (Pérez-Fuentes, D. C.
Sanchez-Guillén et al. 1998).

Posteriormente Sanchez y colaboradores sefalaron la importancia de usar antigenos
de cepas aisladas en México, indicando que los ensayos que utilizan antigenos
comerciales de otros paises son menos sensibles para la deteccidon de pacientes
chagasicos en la Republica Mexicana (Sanchez, Monteon et al. 2001).Ademas, esta baja
sensibilidad (empleando antigeno comercial para ELISA proveniente de Argentina) no
permitié distinguir entre sueros provenientes de pacientes sintomaticos y asintomaticos
cronicos, a diferencia de los antigenos autdctonos que si lo permitieron (Sanchez,
Monteon et al. 2001).

Una posible explicacion es que se sabe que las muestras de sueros de individuos
infectados con el parasito provenientes de la region amazoénica, en donde regularmente
se observan bajos niveles de parasitemia, titulos de anticuerpos cercanos al nivel de corte
y presencia del linaje Tcl, el diagndstico es particularmente dificil. Tcl es el linaje
predominantemente en México y aunque se ha reportado la presencia de otros linajes
(Tcll, Tclll, TclV y TcV) estos estdn en mucho menor proporcion y confinados solo a
algunas regiones del pais (Bosseno, Barnabé et al. 2002, Sanchez-Guillen, Lopez-
Colombo et al. 2006, Bosseno, Barnabe et al. 2009, Ramos-Ligonio, Torres-Montero et
al. 2012), a diferencia de Sudamérica en donde existe una amplia presencia de todos los
DTU’s (Zingales, Miles et al. 2012).

Las instituciones de Salud en México establecen que la seleccién de las pruebas de
sero-diagnostico para la infeccion por T. cruzi depende de la relacion costo/beneficio y
del tipo de antigenos y conjugado utilizados. El 64% de los laboratorios de la RNLSP
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(Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica) utiliza antigenos recombinantes, el 96%
antigenos crudos y el 7% parasito integro (INDRE 2015), de cepas propias de diferentes
paises de Sudamérica. En diversos trabajos se ha mostrado que estos kits presentan
distintos grados de sensibilidad y especificidad cuando se utilizan sueros de individuos
provenientes de Sudamérica (Oelemann, Teixeira et al. 1998, Sanchez, Monteon et al.
2001, Briceno, Rodriguez et al. 2010, De Marchi, Di Noia et al. 2011, OMS 2017) y un
numero aun mayor de muestras indeterminadas y falsos negativos en muestras de sangre
provenientes de México (WHO, 2007).
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lll. JUSTIFICACION

Trypanosoma cruzi presenta una gran variabilidad genética por lo que se ha
clasificado en 6 diferentes DTUs, los cuales muestran distintas caracteristicas
geograficas, bioldgicas, moleculares, patogénicas y antigénicas. Se considera que esta
heterogeneidad es un posible factor implicado en las diferentes manifestaciones clinicas
de la enfermedad y que su estudio es importante para entender la eco-epidemiologia de
la enfermedad de Chagas. A pesar de ello, son muy pocas las cepas de T. cruzi que han
sido aisladas y/o caracterizadas en México.

IV.HIPOTESIS

Distintos aislados de T. cruzi obtenidos de Oaxaca, un estado altamente endémico
de la enfermedad de Chagas en México, tienen caracteristicas bioldgicas, moleculares y

antigénicas distintas entre si.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar biolégicamente, genotipificar e identificar el perfil antigénico de cepas de

T. cruzi aisladas en el Estado de Oaxaca.

5.2. Objetivos particulares

1. Aislar, caracterizar biologicamente y molecularmente cultivos de T. cruzi a partir

de las heces de su vector triatomino capturados en el Estado de Oaxaca, México.

2. ldentificar el perfil antigénico de los aislados obtenidos.

3. Determinar mediante analisis in silico la identidad de los antigenos detectados.
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VI.ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 8. Estrategia experimental.

Para el desarrollo de este trabajo utilizaremos 15 aislados de T. cruzi obtenidos a

partir de heces de triatominos infectados capturados en el Estado de Oaxaca, siete de
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los cuales fueron obtenidos y caracterizados bioldégica y molecularmente en un trabajo
previo (Martinez-Cuevas, 2013 tesis de maestria) y ocho fueron obtenidos en este trabajo
en el primer aino de su desarrollo. Ademas, como controles utilizamos las cepas de

referencia Cl-Brennere Y.

Como fueron evaluados todos los aislados y cepas de referencia por ensayos de
Western blot, para el tamizado de las proteinas antigénicas y conservadas, se requeria
de utilizar gran cantidad de suero de individuos sero-positivos a T. cruzi. La forma ideal
de contar con la cantidad de suero necesaria es de unidades de sangre para transfusion,
que al ser positivas a la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi se destinan a su
destruccion o a donacion para fines de investigacion, cuando estas son solicitadas por

las vias adecuadas como las utilizadas en este trabajo de investigacion.

La deteccion de las proteinas antigénicas del parasito se realizd mediante dos
técnicas: un ensayo de western blot (WB) y un ensayo de Inmunoprecipitacion (IP)
usando extractos de proteinas totales individuales de tripomastigotes de los aislados
obtenidos provenientes de infecciones de cultivos celulares de células LLC-MK2. En el
caso del WB se utilizo los extractos proteicos individuales y por separado de los aislados
y cepas de referencia a analizar mientras que en el caso del IP se utilizé una mezcla de
los extractos proteicos de todos los aislados. Como anticuerpo se utilizé IgG totales
presentes en los sueros de humano reactivos a T. cruzi. Adicionalmente se realizaron
ensayos control en ambas técnicas (WB e IP) usando sueros humanos no reactivos al

parasito.

Para determinar las proteinas antigénicas en los ensayos de WB se seleccionaron
aquellas bandas en las que se observo el mismo patron de reconocimiento en todos los
extractos de proteinas de los aislados e identificadas por todos los sueros utilizados. A
partir de un gel de proteinas paralelo tefiido con azul de Coomasie se cortaron aquellas
bandas del mismo peso molecular donde se encontraban las proteinas candidato para su
posterior analisis de secuenciacion por espectrometria de masas (MS-MS). En el caso
del ensayo IP, se mandaron a analizar mediante MS-MS todas las proteinas que fueron
IP por los anticuerpos presentes en los sueros utilizados. Mediante un ensayo in silico se
determiné la identidad de las proteinas reconocidas por los sueros humanos reactivos a
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T. cruzi, asi como la busqueda de epitopos que permitan identificar a las proteinas

antigénicas para estudios posteriores.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Parasitos

Se utilizaron cultivos de parasitos de T. cruzi obtenidos a partir de las heces de
triatominos infectados con T. cruzi aislados en un trabajo previo (Martinez-Cuevas, 2013)
y durante este trabajo (Tabla 1), asi como cepas control ya reportadas en la literatura
(Tabla 2). Para el mantenimiento de los cultivos se us6 un inéculo de 0.5 ml de un cultivo
de epimastigotes en fase logaritmica por cada 5 ml de medio LIT (Liver Infusion tryptose)
(NaCl 60mM; KCI 5.36 mM; NazHPO4 29 mM; CsH206 11 mM; SFB al 1/10 v/v; hemina
7.6 mM, penicilina 13 mM, estreptomicina 10 mM) suplementado con 10% Suero Fetal
Bovino (SFB) incubados a 27°C (Camargo 1964). En estas condiciones los parasitos se
resembraron cada 7 dias manteniendo el stock en fase logaritmica para uso

experimental.

Tabla 1. Aislados de parasitos. Aislados de T. cruzi que seran utilizados para la realizacion de este

trabajo.

NOMENCLATURA ABREV. REGION DTU REFERENCIA
TcOAX-IST-SC1-TphM SC1 Istmo Tcly TeV | (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
TcOAX-IST-SC2-TphM SC2 Istmo Tcly TeV Obtenido en este trabajo.
TcOAX-IST-SC3-TphM SC3 Istmo Tcly TeV Obtenido en este trabajo.
TcOAX-IST-SC4-TphM SC4 Istmo Tcl Obtenido en este trabajo.
TcOAX-IST-TE1-TphM TE1 Istmo Tcl (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
TcOAX-IST-CI1-TphH CH1 Istmo Tcl Obtenido en este trabajo.
TcOAX-IST-CI2-TphM Cl2 Istmo Tcl Obtenido en este trabajo.
TcOAX-IST-CI3-TphM CI3 Istmo Tcly TeV Obtenido en este trabajo.
TcOAX-IST-Cl4-TphM Cl4 Istmo Tcly TeV Obtenida en este trabajo.

TcOAX-SSU-NM1-Tsp3 NM1 Sierra Sur Tcl (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
TcOAX-SSU-NM2-Tsp3 NM2 Sierra Sur Tcl (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
TcOAX-SSU-NM3-Tsp3 NM3 Sierra Sur Tcl (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
TcOAX-SSU-NM4-Tsp3 NM4 Sierra Sur Tcl (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
TcOAX-SSU-NM5-Tsp3 NM5 Sierra Sur TeV Obtenido en este trabajo.

TcOAX-VCE-SS3-Tsp2 SS3 Valles Centrales Tcl (Martinez Cuevas 2013); tesis de maestria
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Tabla 2. Cepas de parasitos. Cepas de T. cruzi que fueron utilizadas como control en este trabajo para
la caracterizacion biolégica y/o molecular.

Cepa Descripcion Referencia
Cepa de referencia para el proyecto genoma de (Zingales, Andrade et al.
Cl Brener
T. cruzi. TeVI. 2009)
) (Zingales, Andrade et al.
Y Referencia para Tcll.
2009)

7.2. Cultivos celulares

Se utilizaron monocapas al 70% de confluencia de las siguientes lineas celulares:
fibroblastos de embrién de ratén 3T3 NIH (ATCC® CLR-1658™), fibroblastos de humano
HFF-1 (ATCC® CSCR-1041™) y células epiteliales de macaco LLC-MK2 (ATCC® CCL-
7.1 ™) mantenidas en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) alta glucosa
(Gibco life technologies 12100-061) suplementada al 10% de SFB que se incubaron a
37°C y 5% CO:a.

7.3. Modelo animal

Durante el desarrollo de este proyecto trabajamos con ratones hembras de 4-6
semanas de nacidos. Los animales fueron mantenidos en un ciclo de 12 horas luz-
oscuridad bajo temperatura, humedad, agua y alimentos adecuados segun las
recomendaciones y criterios establecidos por el comité de ética de la Unidad de
Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio del Cinvestav (UPEAL-
Cinvestav-IPN) y la norma oficial NOM-062-Z0O0-1999.

7.4. Sueros e identificacion de anticuerpos anti-T. cruzi

Cincuenta y nueve sueros de humanos reactivos a T. cruzi y 53 sueros no reactivos
fueron utilizados durante el desarrollo de este trabajo, los sueros fueron donados por el
Centro de Transfusion Sanguinea Estatal del Estado de Oaxaca, y del laboratorio 13 de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma “Benito Juarez” de Oaxaca
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(UABJO), por el Dr. Luis Alberto Hernandez Osorio. Una muestra representativa de los
sueros fue evaluada para confirmar la reactividad, o no reactividad, de los sueros al
parasito. Para la evaluacidon de los sueros se utilizaron 3 ensayos que se aplican en el
Instituto de Diagnoéstico y Referencia Epidemiologicos (InDRE), que es la institucion de
referencia de Salud Publica nacional. Las técnicas aplicadas consistieron en un ELISA
comercial (Test ELISA CHAGAS IIl/GrupoBios-BiosChile® 1300442), Elisa Casero con
extractos totales de epimastigotes y tripomastigotes de las cepas Y, Querétaro,
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) usando una mezcla de cepas mexicana (InDRE),
western blot usando extractos de proteinas totales de epimastigotes y tripomastigotes de
las cepas Querétaro, NM1-cl1, Y y CL Brener. Ademas, las muestras fueron analizadas
por PCR, amplificando dos secuencias especie-especificas de T. cruzi (region intergénica
del miniexdn y secuencia repetida intergénica C6).

7.5. Aislamiento y axenizacion del cultivo de parasitos

Una muestra de heces de triatominos positivas a T. cruzi al microscopio, se colocaron
en medio LIT complementado con 10% de SFB y adicionado con un coctel de antibi6ticos
y un antimicético para asegurar la axenizacion del cultivo (estreptomicina 10 mM,
lincomicina 20 mM; ampicilina 20mM; flurocitosina 0.03 mM) a 27°C (Camargo 1964). Los
cultivos fueron observados al microscopio cada 7 dias hasta observar unicamente las
formas de epimastigote y tripomastigote metaciclico del parasito en el cultivo. Con el fin
de garantizar la axenizacion del cultivo, se tomé una alicuota de 1 ml de cultivo y fueron
sembrados en 1 ml de medio LB (Luria-Bertani) que se incubaron por 48 horas a 32°C en
agitacion constante. De los cultivos donde no se observo crecimiento bacteriano, se tomo
una alicuota que fue observada al microscopio para identificar la presencia de algun
microorganismo. Una vez que los cultivos de parasitos se encontraban axénicos fueron
mantenidos en medio LIT complementado con 10% SFB a una temperatura de 27°C
realizando resiembras cada 7 dias, para el mantenimiento del stock y para la obtencion

de cultivos para uso experimental.
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7.5.1. Nomenclatura de los aislados

Con el objetivo de tener un control adecuado de los aislados obtenidos, asi como la
facil identificacion de las caracteristicas de aislamiento principales, se usara una
nomenclatura arbitraria establecida en el laboratorio previamente (Martinez-Cuevas,
2013). Para nombrarlos seguimos los siguientes criterios, primero se antepone el prefijo
Tc haciendo referencia a que es un cultivo de T. cruzi seguido por las siguientes

caracteristicas:

1. Las tres siglas representativas del Estado de procedencia del aislado.

2. Las tres siglas mas representativas de la regidén de procedencia del aislado.

3. Las dos siglas mas representativas del municipio de procedencia del aislado, asi
como el numero de aislado correspondiente a los obtenidos en dicho municipio.

4. Se tomaron en cuenta las tres siglas mas representativas del nombre cientifico del

vector, seguido de una sigla que represente el sexo del espécimen.

7.6. Obtencion de tripomastigotes

Se obtuvieron tripomastigotes a partir de infecciones celulares en monocapas al 70%
de confluencia de células epiteliales de macaco LLC-MK2 (ATCC® CCL-7.1 ™). Primero
se realizaron infecciones primarias en cajas de cultivo de 75 cm? con 3x108
epimastigotes/ml en medio DMEM al 2% con SFB y mantenidas a 37°C y una atmosfera
de 5% de COa2. Se realizaron dos lavados con medio DMEM sin complementar para retirar
todos los epimastigotes libres en el sobrenadante a las 24 y 48 horas. Se realizé el cambio
de medio cada 48 horas posteriores a los lavados. Una vez que se observé liberacion de
tripomastigotes al medio extracelular los sobrenadantes fueron rescatados en tubos para
cultivo de 50 ml. Los sobrenadantes fueron centrifugados durante 2 min a 2500 rpm, se
incubaron durante 1 h para mantener los restos celulares en el precipitado del tubo y la
liberacion de los tripomastigotes al medio. Se desecharon las pastillas, y los
sobrenadantes fueron centrifugados por 7 min a 3500 rpm, los tripomastigotes obtenidos
en este punto fueron utilizados para realizar nuevas infecciones o lavados y mantenidos

a -70°C hasta su uso para la extraccion de proteinas.
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7.7. Extraccion de ADN

El ADN de epimastigotes de los aislados y las cepas de referencia se purificé a partir
de 1 * 10° parasitos/ml en fase logaritmica como se describe a continuacion. Los parasitos
se obtuvieron mediante centrifugacién a 4000 rpm durante 5 min, la pastilla se lavé dos
veces con PBS 1* y las células se re-suspendieron en 400 pyL de solucion GUISCN
(Isocianato de Guanidina 0.4 M, Citrato de Sodio 1mM, Sarcosil 0.5 mM, mercaptoetanol
5.4 mM). Se adicionaron 600 uL de etanol frio al 80% para obtener una red de ADN la
cual se lavo dos veces con etanol al 70%, la red de ADN se re-suspendio en TE (Tris-
EDTA) (Tris-HCI 50mM, EDTA 10 mM, RNasa A 100 ug/ml). Se adicionaron 500 pL de
Buffer de proteinasa K (Tris-HCI 20mM, 10mM EDTA, SDS 5mM), 100 pg de Proteinasa
K (Sigma Aldrich P4850) y 60 ug de RNasa (Sigma Aldrich R4642) y se incubaron a 37°C
por 1 hora. El ADN se extrajo dos veces con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1
v/v, Sigma Aldrich 77617) se centrifugaron a 13 rpm durante 3 min para recuperar la fase
acuosa, después se realizaron dos extracciones con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1
v/v, Sigma Aldrich 25666). Se obtuvo la fase acuosa y se adicion6 NaAoc 3M (1:10 v/v)
y 2 volumenes de etanol absoluto. La red de ADN que se formo al final se recupero y
finalmente se re-suspendié en TE (10mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0), los ADN

fueron almacenados y mantenidos a -20°C hasta su uso.

7.8. Caracterizacioén biolégica y genotipificacion

7.8.1. Genotipificacion

Para realizar la genotipificacion de los aislados primero se determind la especie
usando oligonucledtidos de la secuencia especie-especifica C6 que es un elemento
repetido nuclear (Tabla 3) (Araya, Cano et al. 1997). Para la identificacion de la DTU a la
que pertenecen los parasitos aislados se realizaron una serie de amplificaciones
mediante PCR. Primero se realiz6 la amplificacidon de la regién intergénica del miniexén
con los oligonucleétidos TC, TC1 y TC2 (Souto, Fernandes et al. 1996), que con un

producto de amplificacion de 350 pb discrimina a Tcl del resto de las DTU, se obtiene un
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amplicon de 300 pb para Tcll, TcV y TcVI, o la ausencia de producto de amplificacion
para Tclll y TclV. Posteriormente, en el caso de que con esta primera amplificacion no se
pueda determinar el genotipo del parasito, se amplifica el dominio divergente D7 del gen
24Sa ARNr con los oligonucledétidos D71 y D72 (Souto and Zingales 1993), que permite
identificar a Tclll (amplicon de 110 pb), TclV (amplicén de 125, 130 o 165 pb) y TcV
(amplicones de 110 y 125 pb) de Tcll y TcVI (una banda de 125 pb). Fiinalmente
amplificamos el domino de tamafio variable del gen 18S ARNr usando los oligos V1 y V2
(Tabla 3) (Clark and Pung 1994), para discriminar entre los DTUs Il (con un producto de
165 pb) y VI (que no se obtiene producto).

Para cada una de las reacciones se us6 10 ng de ADN gendémico, con 2.5 U de Taq
polimerasa, Buffer de Taq polimerasa 10* (10 mM Tris, pH 8.3, 50 mM KCI, 5.0 mM
MgCl2), 0.5 pM de cada uno de los desoxinucledtidos trifosfatos y 0.4 yM de cada

oligonucledtido para un volumen final de 20 pL de la reaccion.

Las condiciones térmicas para amplificar la secuencia C6 fueron las siguientes:
desnaturalizacion a 95°C durante 5 min. por un ciclo, 1 min. a 94°C, alineamiento 1 min.
a 60°C y extension 1 min. a 72°C (repetido 30 veces), con una elongacion final de 5 min.
a 72°C. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% con TBE 0.5*
(0.045 M tris-borato, 1 mM EDTA pH 8.0). Para correr las muestras de ADN se usé un
buffer de corrida 2* (azul de bromofenol 0.25%, glicerol 30% xilencianol 0.25%) V/V y un
marcador de peso molecular de 1 Plus DNA Leader (Invitrogen™).
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la genotipificacion de los aislados.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA AMPLICON REF.
C6 S (sentido) 5"-GATGCGCATTTGTTACGA-3’ 330 ob (Araya, Cano et al.
p
C6 AS (antisentido) 5'-CTGGCTGGCCTTGTATCC-3’ 1997)
TC 5’-CCCCCCTCCCAGGCCACACTG-3
(Souto, Fernandes et al.
TC1 5'- GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC-3’ 300 0 350 pb 1996)
TC2 5-CCTGCAGGCACACGTGGTTGTG-3°
D71 5-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3’ 110, 120, 1250 130 (Souto and Zingales
D72 5-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3’ pb 1993)
V1 5'-CAAGCGGCTGGGTGGTTATTCCA-3’
165 pb (Clark and Pung 1994)
V2 5'-TTGAGGGAAGGCATGACACATGT-3’

Las condiciones térmicas de PCR para las muestras de ADN (1 ng) usando los
oligonucledtidos TC, TC1, TC2 sera de 27 ciclos de amplificacion: 94°C durante 30s,
alineamiento 30s a 55°C y extension 30s a 72°C, seguido por una elongacion final de 5
min. a 72°C. Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 1.5%,
usando el buffer de corrida 6* (azul de bromofenol 0.25%, glicerol 30% xilencianol 0.25%)

y un marcador de peso molecular de 1 Kb Plus ADN Leader (Invitrogen™).

El perfil de amplificacion de los oligonucledtidos D71 y D72 fue de 30 ciclos de
amplificacion: 1 min. a 94°C, alineamiento 1 min. a 60°C y extension 1 min. a 72°C,
seguido por una elongacién final de 5 min. a 72°C. Los productos de amplificacion se
corrieron en geles de poliacrilamida 5%, usando como buffer de corrida orange 6* (10
mM Tris-HCI pH 7.6, 0.15% orange G, 0.03% xileno cianol FF, 60% glicerol, 60 mM
EDTA)y el marcador O'Gene Ruler Low Range DNA Ladder de 25 bp (Thermo Scientific).
El tiempo de corrida para estos geles fue de 2:30 h. a 80 V y 400 mA.

Por ultimo, las condiciones de amplificacion para los oligonucledétidos V1 y V2 fueron:
1 minuto a 94°C, un minuto a 50°C, y un minuto a 72°C, seguido por una elongacion final
a de 5 min a 72°C y los productos de la amplificacion de la secuencia 18S ARNr se
separaron en geles de agarosa al 1.5%. Para correr las muestras de ADN se usé el buffer
de corrida 6X (azul de bromofenol 0.25%, glicerol 30% xilencianol 0.25%) y un marcador
de peso molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™).
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Todos los geles de corrida de ADN fueron tefiidos con Bromuro de etidio para ser
vistos con luz Ultravioleta y la imagen fue capturada utilizando el software DNR Bio

Imaging system.

7.8.2. Curva de crecimiento.

Se usaron cultivos con un inoculo inicial de 1*10° epimastigotes/ml en fase logaritmica
de los aislados y las cepas control Y y CL Brener mantenidos en medio LIT
complementado con 10% de SFB, 0.5 % de penicilina/ estreptomicina y 1% de hemina
(5mg/ml) incubados a 27°C (Camargo 1964).Se realiz6 un conteo en camara de
Neubauer cada 24 horas, usando como medio de exclusion Azul de tripano para descartar
las células muertas que presentaron permeabilidad en su membrana lo que permite el

paso del colorante hacia el interior celular.

7.8.3. Curvas de transformacion

Para evaluar la capacidad de transformacion de epimastigotes a tripomastigotes
metaciclicos de los aislados y las cepas control Y y CL Brener, se usaron epimastigotes
provenientes de cultivos con 15 dias de envejecimiento mantenidos en medio LIT. Los
cultivos se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente y fueron lavados
con PBS 1*. Después los parasitos se re-suspendieron en medio TAU (Triatomine
Artificial Urine) (NaCl 190mM, KCI 17mM, MgCl22mM, CaClz22mM, buffer de fosfato 8mM
pH 6.0) y se mantuvieron a 27°C durante dos horas. Posteriormente los parasitos se
diluyeron a una concentracion final de 5*10° epimastigotes/ml en medio TAU3AAG, (NaCl
190mM, KCI 17mM, MgCl2 2mM, CaClz 2mM, buffer de fosfato 8mM pH 6.0, bicarbonato
de sodio 0.35%, L-prolina 10mM, L-glutamato de sodio 50mM, L-aspartato de sodio 2mM
y glucosa 10mM) y fueron mantenidos a 27°C en cajas Petri de 1.2 cm de diametro. Se
evaluaron diariamente el porcentaje de formas de epimastigote y tripomastigote
metaciclico en 5 campos al azar observados al microscopio 6ptico a 40* durante 8 dias
(Contreras, Salles et al. 1985).
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También se evalué la capacidad de transformacion de las formas de epimastigote a
tripomastigotes y amastigote en el sobrenadante de un cultivo celular. Para ello se usaron
cultivos celulares de fibroblastos 3T3 NIH que se pusieron a interaccionar durante 48
horas con 2*10° epimastigotes/ml en medio DMEM al 2% de SFB. El porcentaje de
epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes fueron evaluados cada 24 horas bajo el

microscopio y calculada la eficiencia de transformacion.

7.8.4. Analisis morfométrico

Se evaluaron las caracteristicas morfologicas de los parasitos en su forma de
epimastigotes. Para ello se fijaron 1 * 10° parasitos/ml en 200 yL de paraformaldehido al
4% a temperatura ambiente durante 10 minutos, se colocé una alicuota de 10 pyL en un
portaobjetos, posteriormente se permeabilizaron los parasitos con 50 yl metanol y se
tineron con 100 ul de la tincion de Giemsa (Hycel Cat. no. 6303) durante 45 minutos.
Posteriormente se realizé un lavado con agua bidestilada y un lavado al chorro de agua.
Finalmente, se realizaron mediciones del largo del cuerpo del parasito sin el flagelo, largo
del flagelo, longitud total y ancho de 25 epimastigotes utilizando el programa Image-Pro
Plus V 6.0.

7.8.5. Analisis in vitro de la capacidad infectiva

Para evaluar la capacidad infectiva de los aislados se infectaron 2x10* fibroblastos de
humano HFF-1 (ATCC® CSCR-1041™) crecidos sobre cubreobjetos, (22x22 mm) con
2x10° tripomastigotes derivados de cultivos celulares de cada uno de los aislados y de
las cepas de referencia Y y CL Brener en medio DMEM al 2% con SFB a 37°C y 5% de
COs2. Dos horas después de interaccion de las células y los tripomastigotes, los cultivos
celulares fueron lavados con medio DMEM sin complementar, 18 horas después los
cubreobjetos fueron rescatados y las células tefiidas con 0.05 0.5 ug/ml DAPI (Sigma-
Aldrich D8417) y montados en un portaobjetos con VECTASHIELD para ser observadas
al microscopio invertido, y realizar el conteo del numero de células infectadas observando

5 campos al azar usando el software Image-Pro Plus V 6.0.
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7.8.6. Analisis in vivo de la capacidad infectiva

Para la infeccion in vivo se inocularon grupos de tres ratones Balb/c por via
intraperitoneal con 1x10° tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi de cada una de las
cepas aisladas, asi como de los controles Y y CL Brener. Se evaluaron las parasitémias
durante 45 dias mediante la observacion de las formas de tripomastigote liberadas al
torrente sanguineo tomando una muestra de 40 uL de sangre obtenida de la parte distal
de la cola de los ratones. La muestra se centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos y se

conto la cantidad de tripomastigotes en 10 yL de suero en una camara de Neubauer.

Durante la parasitemia se evaluaron las etapas que caracterizan a una infeccién tales
como el periodo pre-patente, que es el periodo que transcurre desde la inoculacion del
patégeno hasta el momento en que es posible detectarlo. El periodo patente, periodo en
el que es posible detectar al parasito y finalmente el periodo subpatente, que es cuando
declina la parasitemia y ya no es posible detectar la parasitemia.

7.9. Extraccion de proteinas

Se trabajaron extractos de proteinas totales de epimastigotes en fase logaritmica y
tripomastigotes derivados de cultivo celular. Ambas muestras fueron tratadas 30 min a
4°C con 500 uL de buffer de lisis (Imidazol 20 mM pH 6.8, NaCl 100 mM, CaClz2 2 mM,
triton-X100 1%, NaN3 0.04%, Inhibidores de proteasa 1x Complete-EDTA free/Roche Ref.
11873580001), y pipeteadas constantemente para homogeneizar la muestra y permitir la
correcta extraccion de proteinas totales. Posteriormente las proteinas fueron

cuantificadas como se senala a continuacion.

7.10. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método BCA (Bicinchoninic Acid)
con el kit para cuantificacion de proteinas Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific

#23225) usando las especificaciones del proveedor.
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7.11. SDS-PAGE

Los extractos de proteinas totales de los parasitos lisados se mezclaron 1:3 con buffer
de muestra 3x (Tris 200 mM ph 6.8, SDS 6%, glicerol 30%, Ditiotreitol 150 mM y una
pizca de azul de bromofenol), posteriormente se calentaron a ebullicion durante 10
minutos. Una vez que las muestras fueron desnaturalizadas se cargaron y corrieron en
camaras mini-protean Il Cell (Bio-Rad, 165-3301) utilizando el gel separador al 10% y un
gel concentrador al 5% con buffer desnaturalizante (glicina 0.19 M, Tris-OH 24.92 mM,
SDS 3.5 mM) a 80 vy 400 mA durante 2 horas. Los geles de acrilamida fueron tefiidos
con azul de coomassie para su visualizacion y la imagen fue capturada utilizando el

software DNR Bio Imaging system.

7.12. Western blot

Para la identificacion de las proteinas antigénicas reconocidas por los anticuerpos
presentes en los sueros reactivos a T. cruzi, se corrieron 400 ug de proteinas totales de
epimastigotes o tripomastigotes en geles preparativos. Las proteinas presentes en los
geles de poliacrilamida fueron electro-transferidos a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad, 162-0115) en buffer de transferencia (Tris-OH 24.9 mM, glicina 0.2 M, metanol 4%)
a 100 V por 1:10 h en camara de hielo. Para confirmar la transferencia de las proteinas a
la membrana de nitrocelulosa, esta fue tefida con rojo Ponceau por 5 min (rojo Ponceau
S 0.1%, acido acético 5%). La membrana se destifid con agua bidestilada para conservar

las bandas, y con PBS 1x para destefir completamente.

Una vez que se observd la transferencia de las proteinas las membranas fueron
cortadas en tiras de 2 mm y bloqueadas a 4°C Over Night (ON) con la solucion de bloqueo
(TBS 1x: NaCl 136 mM, Tris-base 20 mM, pH7.6; Tween 20 al 0.1%; leche svelty-Nestlee
al 10%). Después la membrana se lavé dos veces con TBS 1x-Tween 20 0.1% cada
lavado por 10 min. La membrana se incub6 por 2 h con sueros humanos reactivos o no
reactivos al parasito, en una dilucién 1:2000 en solucion de bloqueo a temperatura
ambiente y en agitacion. Se realizaron tres lavados de 10 min con TBS 1x-Tween 20 al

0.1% y se incubd la membrana con un anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de
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humano conjugado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, sc-2453) disuelto 1:15000
en solucién de bloqueo durante 1h a temperatura ambiente y en agitacion constante. Se
realizaron tres lavados con TBS 1x-Tween 20 al 0.1%, cada lavado de 10 min, después
las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia utilizando dos métodos. En uno
de ellos se utilizé el reactivo ECL (Amersham, RPN2106) como sustrato de la peroxidasa
y fueron observadas mediante el equipo ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad). El
segundo meétodo de revelado consistio en utilizar un kit de sustrato conjugado de
fosfatasa alcalina (BioRad Kit #1706432) basado en colorimetria, la imagen fue capturada

con el sistema DNR Bio Imaging system.

7.13. Ensayo de Inmunoprecipitaciéon

Para identificar las proteinas antigénicas que son reconocidas por los anticuerpos IgG
presentes en los sueros humanos que fueron reactivos al parasito, se utilizaron perlas
magnéticas acopladas a proteina G siguiendo las especificaciones de proveedor (Thermo
Fisher 10007D). Primeramente, se realizo la union de los anticuerpos IgG de humano a
las perlas incubando durante 1 hora y en agitacién constante 1.5 mg de perlas con 10 pl
de una mezcla de 59 sueros humanos reactivos a T. cruzi en un volumen final de 200 pl
en PBS1x-Tween 20 al 0.02%. Se realizaron 2 lavados con solucion de lavado y con
ayuda de un magneto que permitio la obtencion de las perlas magnéticas de proteina G
unida a los IgG. Para formar el complejo Anticuerpo-Antigeno se incubaron las perlas
unidas a los anticuerpos durante 1 hora con 500 ug de una mezcla 1:1 de los extractos
de proteinas totales de cada uno de los aislados en 200 ul de PBS1x-Tween 20 al 0.02%,
y mantenidas en agitacion constante. Después se realizaron 3 lavados con la solucion de
lavado como se menciond anteriormente, para obtener las proteinas que se unieron a los
anticuerpos se utilizaron 10 pl de buffer de elucion (proporcionado en el kit) que permite
la separacion del complejo Antigeno-Anticuerpo, el buffer de elucion se rescatdé en un
nuevo tubo y se corrieron en geles de poliacrilamida al 10% y tefidos con azul de

coomassie.
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El mismo procedimiento se realizé con 3 sueros no reactivos a T. cruzi que fueron
utilizados como control para descartar aquellas proteinas que se unieran
inespecificamente a las perlas o que pudieran causar reaccion cruzada con proteinas de

otros organismos.

7.14. Identificacién de las proteinas inmunogénicas

Con el fin de identificar las proteinas inmunogénicas que fueron reconocidas en los
ensayos de western blot (WB) e inmunoprecipitacion (IP), las muestras se procesaron
para ser analizadas mediante espectrometria de masas (MS). Para ello se corrieron 37
Mg de una mezcla de proteinas totales de tripomastigotes en geles de poliacrilamida que
fue tefido con azul de coomassie para identificar por peso molecular aquellas bandas
conservadas y de mayor reconocimiento en el WB, mientras que en el caso de la IP se
corrié el producto de IP en geles de poliacrilamida, los carriles completos fueron cortados
en siete fragmentos, que facilitara la identificacion de proteinas, ya que estas se
concentran en el gel por peso molecular. El analisis de Espectometria de masas se realiz6
en la Unidad de Genomica, Protedmica y Metabdlomica del Cinvestav, en la unidad
Zacatenco, mediante dos técnicas: MS-Maldi-TOF/TOF y mediante ionizacion por

electrospray (MS-ESI).

7.15. Analisis predictivo de epitopos
El analisis predictivo de epitopos, para evaluar determinantes antigénicos que sean

reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros humanos reactivos al parasito,

se utilizé el servidor ABCpred (http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/), que se basa en la
prediccidn de epitopos de células B en una secuencia antigénica, utilizando una red
neuronal artificial. Este servidor permite identificar epitopos lineales, es decir, epitopos

basados en la secuencia primaria de la proteina.
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7.16. Técnica de ELISA

Como se menciond anteriormente, los sueros utilizados para la realizacién de este
trabajo fueron evaluados como reactivos o no reactivos al parasito, por tanto, uno de los
ensayos que se realizaron con este fin fue la técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) casera y con un kit comercial. En el caso de ELISA casero se
utilizaron proteinas totales de epimastigotes y tripomastigotes de cepas de referencia que
han sido utilizadas en trabajos previos tanto a nivel nacional (cepa Querétaro, referencia)
como a nivel Latinoamérica (cepa Y, referencia). Se inmovilizaron extractos de proteinas
totales del parasito en el fondo de placas de 96 pozos high binding con 50 ul de buffer de
carbonatos (34 mM NaHCOs3 y 16 mM Naz2COs, pH 9.6) toda la noche a 4°C. Se lavaron
3 veces con 200 pl PBS 1X-tween 20 0.1%, para ser bloqueadas posteriormente durante
1hr a 37°C con solucion de bloqueo (PBS 1x, Tween 20 al 0.1%; Bovine serum albumin
(BSA) al 5%). Se lavo 3 veces con PBS1x Tween 20 al 0.1% y se incubo 2 horas con
sueros reactivos a una dilucion 1:50 con solucién de bloqueo en camara humeda,
posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 0.1%. Se adicion6 el segundo
anticuerpo (anti-lgG humano acoplado a peroxidasa) 1:1000 en PBS 1x-Tween 20 al
0.1% durante 1 h a 37 °C y se lavo cinco veces con PBS-Tween 0.1%. La reaccion fue
revelada con O-phenylenediamine y peroxido 0.25 % como sustrato, que se dejo
actuando 15 min a 37° C, finalmente la reaccion se detuvo con acido sulfurico 2N y los

valores de absorbancia fueron leidos a 492 nm.

El valor de corte fue calculado como sigue: cov (cut-off value) = m + 2.5 8. Donde m
es el promedio de los valores de absorbancia de los cueros negativos, y 6 la desviacion
estandar (SD).
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VIIL. RESULTADOS

8.1. Obtencion de aislados

Con el objetivo de obtener cepas de T. cruzi presentes en el Estado de Oaxaca,
debidamente genotipificadas y caracterizadas biolégica y antigénicamente, se realizé el
aislamiento de cepas de parasito a partir de heces de triatominos con infeccion natural
recolectados en las regiones del Istmo y Sierra Sur del Estado de Oaxaca. La
identificacion de los triatominos infectados se realizd mediante el analisis
coproparasitoscopico de las heces, tomando como positivas aquellas muestras en donde

se observé la presencia de epimastigotes o tripomastigotes metaciclicos (Figura 9A).

Figura 9. Identificacion de formas de T. cruzi en heces de triatominos. A) Analisis coproparasitoscopico
de heces de triatominos en donde se identificd la presencia de epimastigotes (E) y tripomastigotes
metaciclicos (TM) de T. cruzi. B) Cultivos axénicos en medio LIT obtenidos de los parasitos aislados,

cultivados con antibidticos y antimicéticos.

Para el proceso de axenizacion y aislamiento de los cultivos, primero se alimentaron
los triatominos con sangre de raton Balbc hasta saciarse para inducir su defecacion y
colectar las heces que contenian a los parasitos. Las muestras frescas se analizaron por
microscopia optica y las 8 muestras que resultaron positivas a la infeccion por T. cruzi

fueron cultivadas en medio LIT suplementado con antibidticos y antimicéticos para su
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axenizacion. Los cultivos fueron monitoreados cada 7 dias para observar el crecimiento
de formas del parasito y la disminucién hasta su eliminacion de bacterias u otros
microorganismos como hongos, indicativo de la axenizacion de los cultivos (Figura 9B).
De esta manera se obtuvieron ocho aislados los cuales fueron nombrados de acuerdo
con una nomenclatura arbitraria que se establecid en el laboratorio previamente
(Martinez-Cuevas, tesis de maestria 2013), que nos permite una identificacion rapida y

eficiente ya que resume la especie del triatomino y sus datos de recoleccion (Tabla 4).

Tabla 4. Aislados obtenidos, nomenclatura y caracteristicas de su origen.

Nomenclatura Abrev. Regién Hospedero
TcOAX-IST-SC2-TphM SC2 Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-IST-SC3-TphM SC3 Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-IST-SC4-TphM SC4 Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-IST-CI1-TphH ci Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-IST-CI2-TphM Cl2 Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-IST-CI3-TphM CI3 Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-IST-Cl4-TphM Cl4 Istmo Triatoma phyllosoma
TcOAX-SSU-NM5-Tsp3 NM5 Sierra Sur Triatoma sp

8.2. Genotipificacion

T. cruzi tiene una gran diversidad genética que repercute en una variabilidad de sus
propiedades biolégicas y moleculares. Estas diferencias observadas en el parasito han
propiciado el uso de distintos marcadores para la clasificacion de sus cepas (Zingales,
Miles et al. 2012), el estudio de su biologia y el impacto que éstas tienen en la patologia
de la enfermedad de Chagas (Andrade 1974). Por lo tanto, la identificacion de la DTU a
la que pertenecen los aislados es necesaria para comprender la eco-epidemiologia de la

enfermedad de Chagas en México.

Como se menciond anteriormente, los aislados del parasito obtenidos en el presente
trabajo provenian de heces de triatominos infectados. La determinacion de dicha

infeccion se realiza mediante microscopia, lo que permite identificar la
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presencia/ausencia de las formas de parasitos flagelados como es el caso de
epimastigote y tripomastigote de T. cruzi, pero también de otros flagelados. Tal es el caso
de Trypanosoma rangeli que aun cuando se encuentra en las glandulas salivales del
insecto transita temporalmente en el intestino del insecto. O de Blastocrithidia triatomae
que esta también presente en el aparato digestivo del triatomino. Por tanto, era
fundamental determinar primero la especie de los cultivos de parasitos obtenidos, antes
de iniciar con la genotipificacion de los aislados y de su posterior caracterizacion biologica

y antigénica.

Por tal motivo, tanto para determinar la especie como la DTU de los parasitos, se
realizd la extraccion de ADN gendmico de cultivos axénicos de epimastigotes en fase
logaritmica de cada uno de los aislados y de las cepas de referencia Y y CL Brener
usadas como controles. La especie fue identifica mediante la amplificacion de la
secuencia C6 que es un elemento repetido en el genoma del parasito (Araya, Cano et al.
1997). Se obtuvo un producto de 330 pb (Figura 10), que indicaba que los aislados
obtenidos en este trabajo efectivamente pertenecian a T. cruzi y que no se trataba de

otro tripanosomatido.
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Figura 10. Determinacion de la especie de los parasitos aislados, amplificando la secuencia repetida
nucelar C6 de T. cruzi. Los productos de amplificacion de la secuencia C6 se corrieron en un gel de
agarosa 1%, obteniéndose un amplicon de 330 pb indicativo de que los 8 aislados obtenidos y cepas control
Y y CL Brener pertenecen a cultivos de T. cruzi. Como se esperaba no se obtuvo amplificacién en el control
negativo en donde no se agregé ADN verificando la especificidad de la amplificacion. Como marcador de

tamafio se utilizé 1Kb plus de ADN ladder Invitrogen™.

Una vez que corroboramos que nuestros aislados eran cultivos de T. cruzi,
empezamos con la identificaciéon de su DTU, usando el método propuesto por (Brisse,
Verhoef et al. 2001). Dicho método consiste en una serie de amplificaciones de tres
secuencias distintas correspondientes a: la region intergénica del miniexdn (IR-Miniexon),
el dominio divergente D7 del gen 24 Sa ARNr y finalmente de la regidn variable del gen
18S ARNr, que de acuerdo con el tamano del producto amplificado podemos inferir el

genotipo del parasito como se observa en la Figura 11.

De acuerdo con el diagrama descrito en la Figura 11, primero realizamos la
amplificacion del IR-miniexdn que con un producto de amplificacion de 350 pb discrimina
a Tcl del resto de las DTU, un amplicdn de 300 pb para Tcll, TcV y TcVI, o la ausencia
de producto de amplificaciéon para Tclll y TclV. Si en esta primera amplificacion no se
puede determinar el genotipo del parasito, se realiza una segunda amplificacion, pero
ahora del dominio D7 del gen 24Sa del ARNR que permite identificar a Tclll (amplicon de
110 pb), TclV (amplicén de 125, 130 o 165 pb) y TcV (amplicones de 110 y 125 pb) de
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Tcll y TcVI (una banda de 125 pb). Finalmente se lleva a cabo la amplificacién del gen

18S del ARNr para discriminar entre los DTUs Il (con un producto de 165 pb) y VI (que

no se obtiene producto).

Extraccion de DNA

U

Identifcacion de especie.
(Secuencia C6)

O

Determinacion de DTU

U

IR-Miniexon
350 pb (Oligos TC, TC1 y Nada
TC2)
300 pb ‘
/ a <
Dominio D7 Dominio D7
F 24Sa rRNA 24Sa rRNA
(Oligos D71y D72) \ (Oligos D71y D72)
110y 125 pb 125 pb
- 110 pb
Secuencia
18S rRNA
(oligos V1y
v2) |
165 pb Nadaj |
v v VvV
Tcl TcV Tcll TeVI Tclll

—\

165, 125
or 130 pb

v
Telv

Figura 11. Método empleado para la genotipificacion de T. cruzi. La Genotipificacion del T. cruzi

requiere de una serie de amplificaciones de 3 secuencias distintas, la region intergénica del miniexén (IR-
Miniexén) utilizando los oligonucleétidos TC, TCl y TCII, el dominio divergente D7 del gen 24 Sa rARNA

usando los oligonucleétidos D71 y D72, y finalmente de la region variable del gen 18S ARNr con los

oligonucleétidos V1 y V2, que de acuerdo con el tamafno del producto amplificado podemos inferir el

genotipo del parasito. Método descrito por (Brisse, Verhoef et al. 2001)

Siguiendo el protocolo descrito anteriormente, los resultados mostraron que la

mayoria de los aislados corresponden a poblaciones Tcl (Cl1, Cl2. CI3, Cl4, SC2 y NM5),

ya que se obtuvo un producto de amplificacion de 350 pb con los oligonucleétidos para
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el IR-miniexén (Figura 12). Sin embargo, en algunos casos también se observé un
producto de 300 pb (CI3, Cl4, SC2 y NM5), lo que indicaba que habia poblaciones con
dos marcadores moleculares distintos y por lo tanto la presencia de al menos dos
poblaciones mezcladas con diferente DTU. En el caso particular de los aislados SC3 y
SC4 se obtuvo unicamente un producto de 300 pb, lo mismo que en los controles Yy CL

Brener, por tanto, se continué con la amplificacion del dominio D7 del gen 24Sa del rARN

para casi todos los parasitos excepto Cl1 y CI2 en los cuales sdlo de identifico a Tcl.
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Figura 12. Identificacion de Tcl mediante la amplificaciéon del IR-Miniexén de T. cruzi. Los productos
de amplificacion del IR-Miniexén se corrieron en un gel de agarosa 1.5%, un producto de 350 pb fue
observado para los aislados con parasitos Tcl (Cl1, ClI2. CI3.Cl4, SC2 y NM5), mientras que un producto
de 300 pb era indicativo de la posible existencia de parasitos Tcll, TcV o TcVI. Como control negativo se
corrioé una muestra sin ADN (ultimo carril). El gel se visualizé mediante tincién con bromuro de etidio y como

marcador de tamafo molecular se utilizé 1Kb plus de DNA ladder Invitrogen™ (primer carril).

Los resultados de la amplificacion de D7 del gen 24Sa del rARN indicaron que los
aislados CI3, Cl4, SC2, SC3 y SC4 presentaban dos productos de amplificacion, una
banda 110 pb y otra banda de 125 pb, caracteristicos de TcV. En el caso de NM5, se
observo sélo una banda de 125 pb, misma que se amplificé también en los controles Y y
CL Brener (Figura 13).
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Figura 13. Identificacién de TcV mediante la amplificacién del domino D7 del gen 24Sa ARNTr. Los
productos de amplificacion de D7 del gen 25Sa rARN fue corrido en un gel de poliacrilamida al 5%. El doble
producto obtenido de 110 y 125 identificd a TcV en CI3, Cl4, SC3 y SC4, mientras que el producto de 125
pb indicaba que el aislado NM5 y las cepas de referencia pertenecen a Tcll o TcVI. En el primer carril el
marcador de tamafio molecular O’Gene Ruler Low Range DNA Ladder de 25 bp (Thermo Scientific), en el

ultimo carril se observa el control sin ADN.

Dado que aun faltaba identificar el segundo genotipo encontrado en el aislado NM5,
y comprobar el genotipo de las cepas de referencia Y y CL Brener para validar los
resultados obtenidos, se amplifico la regidn variable del gen 18S, en donde los productos
de amplificacién para el aislado NM5 y la cepa Y indicaban que los parasitos pertenecen
a Tcll. Mientras que, para la cepa CL Brener se observaron los resultados esperados

indicando que se trataba de TcVI tal y como ha sido reportado previamente (Figura 14).
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Figura 14. Identificacién de Tcll mediante la amplificacién del dominio variable del gen 18S ARNTr.
Los productos de amplificacion del gen 18S ARNr de NM5 (165 pb) y de las cepas Y (165 pb) y CL Brener
(sin amplificado) se corrieron en un gel de agarosa 1.5%. El producto de 165 pb obtenido indicd que los
parasitos NM5 y Y son Tcll, y donde no se observa producto de amplificacién (CL Brener) indica que
pertenece a TcVI. En el primer carril se muestra el marcador de tamafo molecular 1Kb plus de DNA leader

Invitrogen™

Estos resultados nos indican que los aislados CI1 y CI2 son Tcl, mientras que CI3,
Cl4, SC2, SC3 y SC4 muestran marcadores moleculares para Tcl y TcV, encontrandose
dos subpoblaciones con genotipo diferente presentes en esos cultivos. Y NM5 fue el unico
aislado que ademas de tener poblaciones Tcl también presenta marcadores moleculares
para Tcll. En conjunto los resultados nos indican la presencia de poblaciones Tcl, Tcll y
TcV de T. cruzi circulando en el Estado de Oaxaca. Tcl habia sido reportada previamente
en ese Estado, ademasnuestro equipo de trabajo en un reporte previo identifico a TcV,
sin embargo, es la primera vez que se encuentra a Tcll en Oaxaca (Martinez Cuevas
2013).
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8.3. Caracterizacién biolégica
8.3.1. Curva de crecimiento

Con el objetivo de evaluar si los aislados de T. cruzi obtenidos se adaptaron
eficientemente a las condiciones de cultivo in vitro y observar si tenian diferencias en sus
tasas de crecimiento, se realizaron curvas de crecimiento con epimastigotes de cada uno
de los aislados y de las cepas de referencia en medio LIT. La curva de crecimiento se
inicié con 1*10° epimastigotes/ml mantenidos en medio LIT complementado con 10% de
SFB (ver materiales y métodos) evaluando el numero de células viables cada 24 horas

durante 7 dias.

Como se muestra en la Figura 15, no se observaron diferencias a lo largo de toda la
curva de crecimiento, ni entre los aislados ni con las cepas de referencia, indicando que
se adaptaron correctamente a las condiciones de cultivo y en su mantenimiento in vitro.
En todos los casos se observa una fase logaritmica similar, lo que indica que durante
esta fase los parasitos inician su multiplicacién exponencial de manera eficiente en el
medio de cultivo. Posteriormente los cultivos llegan a la fase estacionaria al dia 6, donde
la multiplicacién celular ha cesado y el numero de células se mantiene constante,
observandose que en todos los casos el crecimiento maximo de los cultivos se da a este
tiempo. Estos resultados indican que efectivamente todos los aislados se adaptaron
adecuadamente a las condiciones de crecimiento in vitro de laboratorio, permitiendo su

mantenimiento y uso posterior para la realizacion de experimentos futuros.
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Figura 15. Curvas de crecimiento. Se realizdé una curva de crecimiento con 1*108 epimastigotes en fase
logaritmica, de cada uno de los aislados y de las cepas de referencia Y y CL Brener en medio LIT
complementado con 10% SFB. La curva de crecimiento fue evaluada durante 7 dias en los que se observé
la cinética de crecimiento esperada (fase logaritmica y fase estacionaria). Se realizaron 3 experimentos

independientes, en la curva se muestra la media y la desviacion estandar.

8.3.2. Curvas de transformacion

Las diferentes cepas de T. cruzi presentan heterogeneidad en la eficiencia de
transformacién de las formas no infectivas (epimastigotes) hacia sus formas infectivas
(tripomastigotes metaciclicos, amastigotes y/o tripomastigotes) (Contreras, Salles et al.
1985, Cardoso, Soares et al. 2008). Por lo tanto, evaluamos la capacidad de
diferenciacion que presenta cada uno de los aislados obtenidos en dos condiciones
distintas.

Una de las caracteristicas que evaluamos fue la diferenciacion de epimastigotes a
tripomastigotes metaciclicos en medio artificial de orina de triatomino (TAU3AAG), para
evaluar la capacidad de metaciclogénesis. Para ello epimastigotes provenientes de
cultivos axénicos en fase estacionaria tardia mantenidos en medio LIT se cultivaron en
TAU3AAG vy su transformacion a tripomastigote metaciclico fue evaluada cada 24 horas

mediante microscopia éptica, como se describe en materiales y métodos.
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Observamos que todos los aislados y las cepas de referencia tienen diferentes
capacidades de transformacién, la cual inicia a las 24 horas y va incrementando conforme
pasa el tiempo hasta alcanzar los maximos porcentajes de diferenciacion al 5° dia
(aislados CI1, CI2, Cl4, SC2, SC3 y SC4, y la cepa Y) o 6° dia (aislados CI3 y NM5 y la
cepa CL Brener) (Figura 16A). Como el dia 6 fue el ultimo dia evaluado, se compararon
los porcentajes de transformacion de todos los aislados y las cepas de referencia, en este

dia de transformacion (Figura 16B).

Los resultados mostraron que tanto los aislados como las cepas de referencia tienen
un porcentaje de transformacion diferente, siendo NM5 el aislado que exhibi6 la mayor
eficiencia de transformacion (40.66 + 3.50%) y SC3 es el aislado con el nivel mas bajo
de metaciclogénesis (0.68 £ 0.60%). El mismo comportamiento diferencial se observo en
las cepas de referencia, puesto que la cepa Y mostré una metaciclogénesis mas alta
(37,87 £ 2,77%) que la cepa CL Brener (7,82 + 0,21%) (Figura 16B). Estos resultados
indican que tanto los aislados y como las cepas de referencia tienen diferentes eficiencias
de transformacién, un comportamiento ya reportado previamente para otras cepas
(Contreras, Salles et al. 1985).
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Figura 16. Evaluacién de la eficiencia de metaciclogénesis de los aislados y cepas de referencia. A)
Se realizé una curva de metaciclogénesis en medio TAU3AAG en donde se observo el comportamiento de
diferenciacion de los aislados y las cepas de referencia en medio durante 6 dias. B) Comparaciéon de la
eficiencia de metaciclogénesis evaluado al sexto dia de diferenciacion. Se realizaron 3 experimentos

independientes, en las figuras se muestra la media y la desviacion estandar.
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También evaluamos la capacidad de transformacién de los parasitos a las formas
presentes en el hospedero mamifero (amastigotes y tripomastigotes), en un sistema de
transformacién extracelular in vitro. Para ello se pusieron epimastigotes en fase
logaritmica en contacto con fibroblastos 3T3 NIH en cultivo en medio DMEM
complementado al 2% con SFB. Estos cultivos se mantuvieron durante 48 horas y se
cuantificaron las formas de epimastigote, tripomastigote y amastigote presentes en el

medio cada 24 horas.

Como se puede observar en la Figura 17 los aislados muestran diferencias en su
capacidad de transformacion. En la diferenciacion extracelular a las 24 horas los aislados
Cl1 (15.36 £1.79 %) y CI3 (17.25 £ 1.23 %), tuvieron los mayores porcentajes de
diferenciacion (Figura 17A), conservando sus altos niveles de transformacion a las 48
horas (CI1 35.30 + 3.02 % y CI3 33.61 £ 1.27 %), tiempo en que también el aislado SC3
(34.72£0.93 %) ylacepaY (44.53 £ 1.99 %), mostraron altos niveles de transformacion
(Figura 17B). Por el contrario, el aislado CI2 mostrd tener el menor porcentajes de las
formas infectivas del parasito (tripomastigotes y amastigotes), tanto a las 24 horas (1.84
+ 0.71 %), como a las 48 horas (11.77 £ 0.90 %), lo que posiblemente pudiera estar

relacionado con su capacidad infectiva.
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Figura 17. Transformaciéon extracelular de epimastigotes en tripomastigotes y amastigotes en el
sobrenadante de un cultivo celular de fibroblastos NIH 3T3. Los aislados muestran diferencias en su
eficiencia de transformacion de epimastigotes a tripomastigotes y amastigotes presentes en el
sobrenadante de un cultivo celular de fibroblastos NIH 3T3 en medio DMEM complementado con 2% de
SFB alas 24 (A) y 48 horas (B) de interaccién. Se realizaron 3 experimentos independientes, en las figuras

se muestra la media y la desviacion estandar.
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Estos resultados contrastan con lo observado en la metaciclogénesis en donde se
observo que NM5 es el aislado con mayor transformacion a tripomastigotes metaciclicos
y poca diferenciacion extracelular a tripomastigotes y amastigotes. Del mismo modo el
aislado SC3 muestra una baja eficiencia de metaciclogénesis, pero uno de los mas altos
porcentajes de diferenciacion extracelular. Este mismo comportamiento se observé en
cepas de referencia control Y y CL Brener que tienen bajos niveles de metaciclogénesis
y altos de diferenciacion extracelular. Estos resultados concuerdan con lo reportado en
la bibliografia en donde se ha observado que las cepas de T. cruzi muestran diferencias
en capacidad de transformacién bajo diferentes condiciones no observandose correlacion
entre ellas. Estas variaciones podrian tener algun reflejo en el proceso de infectividad de
los parasitos ya que algunos grupos sugieren la posibilidad de una mayor capacidad
infectiva de cepas de parasitos que presentan un mayor porcentaje de diferenciacion a

las formas infectivas de T. cruzi (tripomastigotes) (Contreras, Salles et al. 1985).

8.3.3. Analisis morfométrico

Debido a que las cepas de T. cruzi muestran heterogeneidad en varias de sus
caracteristicas bioldgicas y moleculares, evaluamos sus propiedades morfométricas que
es uno de los parametros en que han mostrado variabilidad. Para ello se realizé un
analisis de la longitud de cuerpo, longitud del flagelo, longitud total y ancho de parasitos
tefidos con Giemsa y se calcul6 el promedio de las medidas de 25 parasitos evaluados,

como se describe en materiales y métodos.

Aun cuando se observaron algunas diferencias morfométricas en cuanto al largo del
cuerpo del parasito y/o flagelo, el promedio de las medidas indicé que no hay diferencias
estadisticamente significativas (p 0.05) entre los aislados y las cepas de referencia (Tabla
5).
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Tabla 5. Mediciones morfométricas de epimastigotes.

Cepa Cuerpo (um) Flagelo (um) Longitud Total (um) Ancho (pm)
cH 14.73 +1.26 18.03 +2.14 3277 +2.65 2.309 + 0.54
Cl2 15.8+2.18 18.25+2.46 34.04 £ 3.52 2.538 £ 0.60
CI3 13.22 +1.60 16.39 £ 2.49 29.62+3.13 2.437 £0.51
Cl4 13.75+2.40 16.3 £2.97 30.05+4.60 2.551+0.44
SC2 13.88 +2.08 17.92 +2.03 31.8+£3.32 2.602 +0.42
SC3 13.6 £ 2.45 17.57 £ 3.05 3117 £4.85 3.006 * 0.66
SC4 15.44 + 4.86 19.65 +4.22 35.08 £4.25 2.61+0.58
NM5 14.63 +1.82 18.92+2.19 33.56 £ 2.91 24 +0.51

Y 13.41+2.76 17.84 £+ 2.50 31.25+3.70 3.091 £ 0.47
CL Brener 14.42 +1.55 17.57 £2.15 31.99+2.88 3.027 £ 0.67

Los valores representan la media y desviacion estandar de 25 parasitos.

Ademas, en general el tamafo promedio de los epimastigotes de cada cepa esta en
el rango de tamafno reportado en la literatura en que se han reportado tamanos variables
que oscilan entre 20-40 um de longitud y un ancho de 2-3 uym (Rimoldi, Tome Alves et al.
2012).

8.3.4. Analisis in vitro de la capacidad infectiva de los parasitos aislados

T. cruzi tiene un amplio rango de hospederos mamiferos en los que se establece la
infeccidn con diferente eficiencia. Se ha propuesto que estas diferencias pueden deberse
a las caracteristicas bioldgicas, bioquimicas y moleculares propias de cada cepa de T.
cruzi, asi como a las caracteristicas del hospedero por lo que se han establecido
diferentes modelos de infeccion tanto in vitro como in vivo (Kress, Tanowitz et al. 1977,
Andrade 1985, Camargos, Franco et al. 2000, Manning-Cela, Cortes et al. 2001,
Espinoza, Rico et al. 2010, Florencio-Martinez, Marquez-Duenas et al. 2010).

Por lo tanto, dentro de la caracterizacion biolégica de las cepas del parasito

evaluamos su capacidad infectiva. Para ello llevamos a cabo ensayos in vitro realizando
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infecciones de monocapas de fibroblastos HFF-1 con tripomastigotes derivados de
infecciones. Las monocapas de fibroblastos fueron crecidas sobre cubreobjetos para
poder realizar tinciones con DAPI y diferenciar las células con parasitos intracelulares y
determinar el porcentaje de células infectadas en 5 campos observados al azar a las 18
horas post-infeccion. Se tomaron como células infectadas aquellas células donde se
observaron parasitos intracelulares en sus formas de amastigote lo que aseguraba que
las células estaban infectadas. Ademas, se realizé la medicion de la infeccidn a tiempos
tempranos con la intencion de cuantificar la capacidad infectiva inicial de los
tripomastigotes que se pusieron a interaccionar directamente con los fibroblastos y no la

acumulativa de los tripomastigotes que son liberados durante el progreso de la infeccién.

Los resultados mostraron que todos los aislados son infectivos, pero tienen
eficiencias variables de infeccion, tanto entre ellos como con las cepas de referencia Y y
CL Brener (Figura 18). El aislado SC4 tiene el nivel mas alto de infeccion (8.67 + 0.52),
incluso por arriba de los niveles observados en las cepas de referencia Y (6.31 £ 0.60) y
CL Brener (0.75 + 0.09), que han sido reportadas como cepas altamente infectivas
(Guedes, Veloso et al. 2007). Por el contrario, el aislado CI2 fue el que mostré menor
porcentaje de células infectadas (0.75 = 0.14) siendo al parecer el aislado menos
infectivo, aunque a un nivel similar al observado en la cepa CL Brener que como se dijo

antes es considerada infectiva (Guedes, Veloso et al. 2007).
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Figura 18. Infeccidn in vitro de los aislados. Se evalu6 la capacidad infectiva de los aislados tiempos
tempranos inoculando cultivos celulares de células HFF-1 con Tripomastigotes provenientes de cultivos
celulares de infecciones in vitro, todos los aislados y controles muestran la misma capacidad infectiva. Se

muestra la media y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

8.3.5. Analisis in vivo de la capacidad infectiva de los parasitos aislados en un

modelo murino

Si bien el estudio de la capacidad infectiva de las cepas de T. cruzi en modelos de
lineas celulares es eficiente, siempre es necesario realizar también estudios en un
modelo in vivo que asemeje lo que puede estar sucediendo durante la infeccidon en el
mamifero. Por ello en este trabajo nos propusimos también evaluar la capacidad infectiva

de los parasitos aislados en un modelo murino.

Se inocularon 1 * 10° tripomastigotes metaciclicos via intraperitoneal a grupos de 3
ratones Balb/c por cada aislado y cepa de referencia, y se monitored la cinética de
parasitemia tres veces por semana para evaluar el periodo pre-patente (periodo en el
que se establece la infeccion y no hay liberacion de parasitos), los niveles de parasitemia
en sangre (periodo patente) y periodo post-patente (cuando la infeccion declina), asi
como la sobrevivencia de los ratones.
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La mayoria de los aislados mostraron una parasitemia como la esperada, con un
periodo pre-patente, que en este caso se mantuvo en un rango del dia 1 al dia 10 post-
infeccion, un periodo patente de la infeccion en forma creciente del dia 5 al 13 y una fase
post-patente en que se observa la caida de la parasitemia a partir del dia 33 en la mayoria

de los casos (Figura 19A).

El periodo pre-patente mas corto fue de 5 dias de la cepa NM5, es decir, éste fue el
aislado que tardé menos tiempo en establecer su ciclo en el mamifero y presentd un inicio
temprano en la parasitemia. En contraste el aislado CI2 no presentd la curva
caracteristica de una infeccién parasitaria, impidiendo observar los periodos pre-patente,
patente y post-patente, ya que no pudimos detectar la presencia del parasito en sangre.
Este resultado indicaba que esta cepa no es infectiva o que los niveles de infeccion que
produce son tan bajos que fueron indetectables, posibilidad que se evalué mas tarde
utilizando un inoculo un orden de magnitud mayor de parasitos (1x10°) para iniciar la
infeccion donde se si se observo parasitemia (Figura 19C). Este resultado comprobé que
el asilado CI2 también es infectivo, pero en menor proporcion que los demas aislados
necesitandose un mayor inéculo al usado para el resto de los asilados para poder ver la

parasitemia en raton.
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Figura 19. Curvas de parasitemia. A) Curva de parasitemia de ratones Balbc, inoculados con 1x10%
tripomastigotes metaciclicos de cada uno de los aislados y las cepas de referencia Y y CL Brener. Las
parasitemias fueron evaluadas durante 45 dias. B) Los picos de parasitemia de cada uno de los aislados
fueron comparados con el grupo control CL Brener para evaluar su capacidad infectiva. C) Curva de
parasitemia de ratones Balbc, inoculados con 1x108 tripomastigotes metaciclicos del aislado CI2 y la cepa
de referencia CL Brener, para evaluar la infectividad de CI2. Las parasitemias fueron evaluadas durante 45

dias. Se muestra la media y desviacién estandar de tres experimentos independientes.
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Los aislados que presentaron mayores niveles promedio de parasitemia y, por
tanto, los parasitos mas infectivos de los aislados y cepas de referencia fueron SC4 (2395
parasitos/ml) y NM5 (1385 parasitos/ml) como podemos observar en la Figura 19A. Para
valorar mejor los niveles de infeccion in vivo, se normalizaron los datos obtenidos en el
pico maximo de la parasitemia de cada uno de los aislados y la cepa Y con respecto al
control CL Brener (Figura 19B). Estos resultados muestran mas claramente que los
aislados SC4 y NM5 fueron las cepas con mayor infectividad, en una proporcién 7y 5
veces mayor a la cepa de referencia CL Brener. El resto de los aislados mostraron niveles
variables de infectividad. Es importante resaltar que en el caso particular de SC4,
observamos que conservoé su alta infectividad tanto en los ensayos in vitro (Figura 18)

como en los ensayos in vivo (Figura 19).

También se evalud la sobrevivencia de los ratones infectados a los 150 dias post-
infeccion (Tabla 6), obteniendo un 100% de sobrevivencia en los grupos de ratones
infectados tanto con los aislados como con las cepas Y y CL Brener. Cabe mencionar
que los tripomastigotes metaciclicos con los que se iniciaron las infecciones son
obtenidos in vitro a partir de epimastigotes mantenidos en cultivo como se describe en
materiales y métodos. Posiblemente si se hacen infecciones consecutivas con
tripomastigotes sanguineos obtenidos de infecciones mantenidas en ratén la infectividad
de los parasitos se vera exacerbada y se observaria mortalidad en los ratones como ya
se ha reportado en la literatura.
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Tabla 6. Maximos niveles de parasitemia, dia maximo de parasitemia y sobrevivencia de ratones

Balbl/c.

Aislado/ Cepa

Maxima Parasitemia

(Tripomastigote/ml)

Dia Maximo de

Parasitemia

Infectividad

Mortalidad

(%)

(%)

cH

265

21

100

0

CI2

0

No determinado

No determinado

CI3

8

30

100

Cl4

158

23

100

SC2

25

23

100

SC3

495

23

100

SC4

2395

19

100

NM5

1385

19

100

Y

15

28

100

CL Brener

183

14

100

o| ol ol o] o] o o] o| ©

Estos resultados en conjunto muestran que los diferentes aislados presentan

diferente capacidad infectiva al igual que lo reportado en la literatura para otros aislados

y cepas del parasito (Deneris and Marshall 1989, Carneiro, Romanha et al. 1991, Andrade

and Magalhdes 1997, Devera, Fernandes et al. 2003, Espinoza, Rico et al. 2010,
Andrade, Campos et al. 2011, Risso, Sartor et al. 2011, Rimoldi, Tome Alves et al. 2012).

8.4. Identificaciéon de antigenos

Una vez genotipificadas las cepas aisladas y determinadas sus caracteristicas

bioldgicas, se procedid a determinar sus caracteristicas antigénicas. Para ello era

necesario contar con cepas de parasitos circulantes en un estado endémico a la

enfermedad de Chagas en México, asi como la obtencién de sueros humanos con

anticuerpos anti T. cruzi provenientes del mismo estado que proporcionaran una mejor

reactividad, para la identificacidon de antigenos autéctonos. Por lo tanto, como cepas

utilizamos las cepas aisladas y caracterizadas en este trabajo de investigacion junto con

las obtenidas en mi trabajo previo de maestria, las cuales se resumen en la Tabla 7 y

como sueros los que se describen a continuacion.
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Tabla 7. Aislado de T. cruzi utilizados para la identificaciéon de antigenos.

. . INFECCION IN VIVO
cer | METAGICLOGENESIS | DYERENCIACION | WERCOON |
(%) (%) 18H Parasitemia vc(egﬁs
(parasites/mL) Brener)
TE1 29.89 9.214 2.16 108 0.44 Tcl
cl1 14.35 15.362 1.65 265 1.09 Tcl
Cl2 17.61 1.84 0.75 0 0 Tcl
CI3 15.21 17.248 1.78 8 0.03 Tcly TeV
Cl4 12.62 2.556 1.17 158 0.65 Tcly Tev
SC1 61.03 38.817 2.63 366 1.51 Tcly TeV
SC2 15.21 5.083 2.69 23 0.09 Tcly TeV
SC3 1.48 8.575 3.25 495 2.05 TeV
SC4 8.1 8.59 8.67 2395 9.93 TeV
NM1 3.96 17.777 6.14 2633 10.92 Tcl
NM2 36.7 5.808 5.97 1275 1.62 Tcl
NM3 20.21 20.555 3.1 2325 9.62 Tcl
NM4 12.99 7.326 19.16 158 0.65 Tcl
NM5 40.66 4.055 1.99 1385 5.74 Tcly Tell
SS3 23.43 4.752 7.42 50 0.13 Tcl

8.4.1. Caracterizacion de los sueros humanos reactivos a T. cruzi

Se obtuvieron un total de 112 sueros provenientes del Estado de Oaxaca, donados por
dos instituciones distintas: el Centro de transfusion estatal (CETS) y el laboratorio 13 de
la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ) de la UABJO, que se encuentra bajo la direccion
del Dr. Luis Alberto Osorio Hernandez (Apéndice 1). Se obtuvo un total de 59 sueros
reactivos a T. cruzi, 9 unidades de sangre y 14 muestras seroldgicas por parte del CETS,
y 36 muestras provenientes de la localidad El Potrero del Municipio de Santa Maria
Huazolotitlan localizado en la region de la costa del Estado de Oaxaca, que fueron
obtenidos por el grupo de trabajo del Dr. Luis Alberto Osorio Hernandez. Asi mismo, se
obtuvieron un total de 54 sueros no reactivos al parasito, 4 unidades de sangre que dieron
reactivas a otros microorganismos (datos no proporcionados) diferentes a T. cruzi por
parte del CETS, y 40 sueros no reactivos a T. cruzi provenientes de la localidad El Potrero.
Ademas, obtuvimos 1 suero proveniente de una zona no endémica con infeccion a
Plasmodium falciparum, asi como 10 sueros no reactivos a T. cruzi provenientes de zona

endémica.
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En un analisis muy general de las muestras obtenidas, observamos que se obtuvieron
cantidades similares por género entre grupos, es decir, 33 sueros reactivos y 30 no
reactivos del género femenino; 23 sueros reactivos y 22 sueros no reactivos del género
masculino, asi como 3 sueros con los cuales no contamos con los datos completos (Tabla
8). Las edades de los donantes de las muestras fueron muy variadas, pues oscilan entre
los 3 a los 73 afos en el caso de los sueros reactivos, y de 6 a 64 anos en el caso de los

sueros no reactivos.

Tabla 8. Datos generales de los pacientes.

NUm. de Sexo Edad (anos)
Reactividad L
Individuos | Femenino | Masculino | Sin Datos | Menor | Mayor | Media
Positiva 59 33 23 3 3 73 41.41
Negativa 53 30 22 3 6 64 30.41

Para los ensayos de identificacién de antigenos de las cepas aisladas era importante
confirmar la reactividad de las muestras sanguineas/seroldgicas, confirmando la
presencia de anticuerpos IgG dirigidos contra T. cruzi. Con este fin, se confirmé la
reactividad o no reactividad de una muestra representativa de 35 sueros (21 positivos y
14 negativos), calculando el tamafio de esta muestra representativa con la formula para
estimar la proporcién de una poblacion finita (Garcia Garcia, Jiménez Ponce et al. 2011).
Siguiendo las recomendaciones de la OMS, se realizaron al menos 3 pruebas
diagnosticas diferentes, de las cuales un minimo de 2 necesita ser positivas para
considerar la muestra sanguinea analizada como reactiva a T. cruzi. En un primer grupo
se utilizaron 3 pruebas que comunmente se utilizan en el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemiolégicos (INDRE), consistentes en: Elisa comercial (Test Elisa para
Chagas Ill/Grupo BIOS, Santiago, Chile), Elisa Casero e Inmunofluorescencia Indirecta
(IF1), en donde para los dos ultimos, utilizamos extractos totales de proteinas (ELISA) y
parasitos fijados (IFl) de la forma de epimastigotes de 21 cepas provenientes de distintos
Estados de la Republica aislados por el INDRE. Ademas, utilizamos algunos ensayos
implementados en el laboratorio tales como ELISA a partir de extractos totales de

epimastigote y tripomastigotes derivados de cultivo celulary WB (Tabla 9). En la siguiente
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tabla se muestran los resultados de 35 sueros (etiquetados de origen como 21 reactivos
y 14 no reactivos) en los cuales se aplico el esquema completo de 7 pruebas distintas (3

aplicadas comunmente en el INDRE y 4 implementadas en nuestro laboratorio).
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Tabla 9. Informacion general de la caracterizacion de los sueros.

CHAGAs | ELISA IFI “etor CASERO | cASERO ELISA
MUESTRAS TEST Il CASERO INDRE QRO. Y TRIPOMASTIGOTES
INDRE Extr;c?o total (1:200) (1:200)
pim.

R1 Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos

R2 Neg Neg Pos Pos Ind Ind Ind

R3 Pos Ind Pos Ind Ind Ind Ind

R4 Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos

R5 Neg Neg Neg Neg Ind Ind Neg

R6 Pos Nd Nd Pos Pos Pos Pos

R7 Pos Nd Nd Pos Pos Pos Pos

R8 Pos Nd Nd Pos Neg Neg Pos

R9 Pos Nd Nd Pos Pos Ind Pos

R10 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

Reactivas R11 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos
R12 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Ind

R13 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

R14 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

R15 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

R16 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

R17 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Ind

R18 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Ind

R19 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

R20 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

R21 Pos Nd Nd Nd Nd Nd Pos

NR1 Pos Neg Pos Neg Neg Neg Neg

NR2 Neg Neg Neg Neg Neg Ind Neg

NR3 Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg

NR4 Neg Neg Pos Pos Ind Neg Neg

NR5 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg

NR6 Neg Pos Nd Nd Nd Nd Neg

No NR7 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Neg
Reactivas |  NRs Neg Nd Nd Nd Nd Nd Ind
NR9 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Neg

NR10 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Ind
NR11 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Neg

NR12 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Ind
NR13 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Neg

NR14 Neg Nd Nd Nd Nd Nd Ind

CutOff = 0.452 0.315 01:32 1:500/1:2000 0.071 0.086 0.085

Pos= Positivo; Neg= Negativo; Ind= indeterminado; Nd= No determinado.
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Los resultados obtenidos durante la caracterizacion de los sueros mostraron que
existen discrepancias entre las pruebas utilizadas, ya que no todas las muestras
presentan reactividad en todos y cada uno de los ensayos evaluados, a excepcion de R1
y R4 que dieron reactividad positiva a todas las pruebas. Del mismo modo los sueros
clasificados de origen como no reactivos en algunas pruebas dieron positivos o se
encontraban en zona gris. Incluso en el caso de NR5, que es un suero que proviene de
zona no endémica y tenemos certeza de que el individuo no se encontraba infectado con
T. cruzi, dos de las pruebas aplicadas dieron positivas. Por tanto, decidimos también
incluir la identificacion de ADN del parasito en las muestras mediante la amplificacién de
dos secuencias especie-especificas de T. cruzi, la secuencia repetitiva C6 y la IR-
Miniexén de T. cruzi (Tabla 10). Para ello se realiz6 la extraccion de ADN de 200 pL de
suero/sangre y proces6 inmediatamente para realizar la amplificacion de las secuencias

antes mencionadas, como se describe en materiales y métodos.
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Tabla 10. Amplificacion de secuencias especie-especificas de T. cruzi.

MUESTRAS SECUENCIA C6 | IR-MINIEXON
R1 Pos Pos
R2 Neg Pos
R3 Neg Pos
R4 Neg Neg
R5 Neg Neg
R6 Pos Pos
R7 Pos Neg
R8 Pos Neg
R9 Pos Neg
R10 Pos Pos
R11 Pos Pos

Reactivas
R12 Pos Pos
R13 Pos Pos
R14 Pos Pos
R15 Pos Neg
R16 Pos Pos
R17 Pos Neg
R18 Pos Neg
R19 Pos Neg
R20 Pos Neg
R21 Pos Pos
R22 Pos Pos
NR1 Pos Pos
NR2 Pos Pos
NR3 Pos Pos
NR4 Pos Neg
NR5 Neg Neg
NR6 Neg Neg
NR7 Neg Neg
No Reactivas NRS Neg Neg
NR9 Neg Neg
NR10 Neg Neg
NR11 Neg Neg
NR12 Neg Neg
NR13 Neg Neg
NR14 Neg Neg

Pos= Postivo, si hubo amplificacion; Neg= Negativo, no hubo amplificacién.
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Se tomaron como positivas aquellas muestras en donde se observo, mediante geles
de agarosa, el producto de amplificacion del tamano esperado, de 330 pb para C6 y de
300/350 para el IR-Miniexdn. Los resultados mostraron que en 19 de los 21 (90.47 %)
sueros originalmente clasificados como reactivos, son positivos a T. cruziy 10 de los 14
(71.43 %) sueros originalmente clasificados como no reactivos, fueron negativos al
parasito. Lo que indicaba cuales, de los sueros reactivos, y los sueros no reactivos eran
adecuados para continuar con los experimentos. En el caso de la muestra NR5
efectivamente dio negativa a la presencia de T. cruzi. Estos resultados indicaron que la
prueba de PCR ayudd como una prueba adicional adecuada para la clasificacion de las

muestras como reactivas o no reactivas.

De los resultados anteriores se seleccionaron los sueros R1, R4, R6 y R7 como
reactivos para llevar a cabo los estudios de WB, por dar positivos a las 7 pruebas
serologicas, a WB y a PCR. También de los sueros no reactivos se seleccionaron NR5,
NR6, NR7, NR8 y NR9, por dar negativos a las dos pruebas serologicas que se les
aplicaron y a PCR (Tabla 9 y 10). Para los ensayos de inmunoprecipitacion, se usé una
mezcla de 59 sueros clasificados de origen como reactivos, debido a que en nuestra
caracterizacién todos ellos dieron positivos a las pruebas de WB y ELISA usando
extractos totales de tripomastigotes de la cepa Querétaro, que mostraron ser de utilidad
en nuestros experimentos confirmatorios de reactividad positiva. Y como negativos se
usaron NRS5 (suero de zona no endémica), NR6 y NR41 por dar negativos a 6 pruebas
(ELISA comercial, ELISA con extractos totales de epimastigotes de las cepas Querétaro
y Y, ELISA con extracto total de tripomastigotes de la cepa Querétaro, WB con extracto
total de epimastigotes, y PCR de las dos secuencias analizadas) en los dos primeros
casos y a 3 pruebas (ELISA comercial, WB y ELISA con extracto total de tripomastigotes
de la cepa Querétaro) en el tercer caso. Cabe mencionar que no se aplicé todo el panel
completo de pruebas a todos los sueros, por razones econémicas y de tiempos diferentes
de recepcion de éstas, pero si se aplicaron a todas las muestras aquellas pruebas que

mostraron los resultados mas confiables.
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8.4.2. Analisis de WB

Con el fin de saber si también existe variabilidad antigénica entre cepas de T. cruzi
e identificar antigenos del parasito que pudieran ser reconocidos por los distintos sueros
mostrando estar compartidos entre diferentes cepas del parasito (Tabla 7), se realizaron
ensayos de WB con extractos totales de proteinas de tripomastigotes derivados de
infecciones en cultivo celular de las cepas NM1-cl1, Querétaro, NM1 y NM2, asi como de
la cepa de referencia Cl-Brener. Cabe sefalar que se utilizaron tripomastigotes debido a
que es la forma de desarrollo presente en el mamifero y que solo se analiz6é una parte de

cepas del parasito para mayor facilidad del estudio.

Se corrieron 400 pg de proteinas de extractos totales de tripomastigotes, en geles
preparativos de poliacrilamida de diferentes aislados (NM1 y NM2), clonas (NM1-cl1) o
cepas de referencia, (Querétaro y CL Brener). Las proteinas fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa, donde después fueron expuestas a los sueros reactivos al
parasito (Figura 20A), o a sueros no reactivos (Figura 20B), con la finalidad de que
existiera reconocimientos de los anticuerpos IgG de humano a las proteinas del parasito.
Como se puede observar en la Figura 20, se obtuvo un patron de reconocimiento variable

entre los distintos sueros analizados.

78



RESULTADOS

R1

Ctrl
Ctrl
Ctrl

T ET B O Ooammssssse R4

B BT TS R
e

'R7
- » R4

. W R1

250 =
150 -
100

-
-4
250 o=
150 ==
100
75 ==

50 ==

37 -

25 - 25 -

Tt 1t 1t ]
w wn N
N o) ]
I | I
2 P
_ ras
& & EEEssssw v .+ mPR6
r N . SeEssssmmmmmmm——— R7
Tt T+ 111ttt 11

«i 8.8

o S ¥ W O e EEEESSEEEE R4
EF B e SSNENNESSRES R

IR R o SRS 7
Tt Tt 1% ¢ Tt t

20 == 20 -

15 =
15 -

250 =
150 =~
100 w
75 ==
SO =
37 -
25 -
20 -
1S =
10 =

E 10 ==
10 = .
NM1-cl1 Querétaro Cl Brener
2eER2E 2EeER2E 22 2x
222220 222220 - e e 2 e O
! z - g B ” L 4 ® i
250~ &3 b
: 250 — i
150- e 250 — 150 — |
4] 100 —
192: 150 — 75— B
. - 100 — :
: 75 — 2
~ 50 — :
]
50 —
50 — 37 — ..
37— 37 —
\ 25 —_—
25— 26 20 —. s 3
20— “ 20 — - : ! ]
; £ | 15 —
S 15 = . ‘ . = 10 —
15 = - i
10 - 10 — i HEaES] &
NM1-cl1 Querétaro Cl Brener

Figura 20. Western blot de extractos totales de tripomastigotes. A) Western blot realizado extractos
totales de tripomastigotes y sueros reactivos. B) Western blot realizado con extractos totales de
tripomastigotes y sueros no reactivos. Las flechas indican las bandas con mayor reconocimiento por los

sueros reactivos.

De acuerdo con el numero de bandas que se observaron en el ensayo de WB
pudimos clasificar los sueros en tres grupos: sueros altamente reactivos, sueros con

reactividad intermedia y sueros con baja reactividad. En el caso de los sueros menos
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reactivos se identificaron alrededor de 4 bandas en un rango de peso molecular de 19 a
240 KDa. En el caso de los sueros con mediana reactividad, se identificaron alrededor de
12 bandas en un rango de peso molecular de 10 a 260 KDa. Finalmente, con los sueros
con alta reactividad, se identificaron alrededor de 28 bandas con un rango de peso
molecular de 10 a 271 KDa. No se observd reconocimiento con los sueros negativos,
como era esperado. En los sueros con alta y mediana reactividad se identifico una banda
de peso molecular aproximado de 36 KDa, que se detectdé de manera constante utilizando
extractos totales de proteinas de las cepas mexicanas NM1-cl1, Querétaro, NM1 y NM2,
asi como en la cepa CL Brener. En el caso de los sueros con baja reactividad no se

observo reconocimiento constante de alguna banda en particular.

La banda de 36 KDa identificada con los sueros alta y medianamente reactivos, se
cortd del gel de poliacrilamida y se analizd por espectrometria de masa, donde fue
analizada mediante la técnica MS-ESI. Los resultados mostraron un total de 446
proteinas del parasito presentes en dicha banda (36 KDa). De éstas, 318 estaban
presentes en los tres experimentos independientes, mientras que 128 se encontraban
solamente en dos de ellos, mostrando la alta reproducibilidad de los resultados. Estas
proteinas fueron posteriormente cotejadas con las proteinas identificadas en los ensayos
de Inmunoprecipitacién para identificar aquellas proteinas probables de reconocimiento

antigénico, cuyo analisis se describe mas adelante.

Estos resultados en conjunto mostraron una variabilidad antigénica entre distintas
cepas del parasito al igual que la observada en sus caracteristicas bioldgicas y genéticas.
Ademas, el hecho de que los sueros reactivos dieron sefial en los ensayos de WB y no
asi los sueros no reactivos, confirma que nuestros criterios de seleccién de sueros

reactivos versus no reactivos son adecuados.

8.4.3. Inmunoprecipitacion y deteccion de antigenos de epimastigotes

Ya que observamos variabilidad antigénica entre cepas del parasito, quisimos
evaluar e identificar a los antigenos propios de las cepas de T. cruzi aisladas en este
trabajo de investigacion y el previo, obtenidas del estado de Oaxaca (Martinez Cuevas
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2013), utilizando para ello sueros de individuos infectados provenientes del mismo
estado. Como se dijo anteriormente, nuestro lugar de estudio es el Estado de Oaxaca,

por ser uno de los estados de México mas endémicos para la enfermedad de Chagas.

Debido a la gran cantidad de aislados (15) y sueros (59) con los que contabamos
para este estudio, decidimos utilizar como estrategia ensayos de inmunoprecipitaciéon que
permiten utilizar mezclas tanto de los extractos totales de los parasitos de los aislados,
asi como la mezcla de diferentes sueros. En un primer acercamiento, y con la intencion
de verificar si se encontraban proteinas antigénicas compartidas por estadio, realizamos
primero un ensayo de inmunoprecipitacidon con extractos totales de epimastigotes (esta
seccion) y posteriormente con tripomastigotes (seccion 8.4.4). Por lo tanto, primero
utilizamos una mezcla de proteinas totales de epimastigotes, en cantidades 1:1 de cada
uno de los 15 aislados (obtenidos en este trabajo y el previo de maestria). Estos extractos
se pusieron a interaccionar con una mezcla de los 59 sueros reactivos o con la mezcla

de 3 sueros no reactivos como control.

Se identificd un perfil proteico entre los sueros positivos y los sueros negativos en
un rango de peso molecular de 10 a 160 KDa (Figura 21). Los resultados de los controles
negativos (sueros no reactivos), permitieron descartar aquellas bandas sugerentes de ser
resultado de reaccién cruzada, resultando en un perfil de reconocimiento antigénico con
los sueros positivos de 16 bandas (12, 17, 20, 25, 30, 33, 41, 45, 50, 57, 63, 67, 70, 88,
97 y 100 KDa) con un peso molecular en un rango de 12 a 100 KDa.
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Figura 21. Perfil de Inmunoprecipitacion de epimastigotes. A) Perfil de reconocimiento antigénico (1.P.)
a extractos totales (E. Totales) de epimastigotes con los sueros reactivos a T. cruzi. B) Perfil de
reconocimiento antigénico (I.P.) a extractos totales de epimastigotes (E. Totales) de los sueros no reactivos
a T. cruzi. Las flechas verdes indican la cadena pesada vy ligera, respectivamente, de los anticuerpos IgG
de humano.

Mediante un analisis de espectrometria de masas acoplado a Maldi-TOF/TOF, se
identificaron inicialmente 68 proteinas totales distintas con los sueros reactivos y 20 con
los sueros no reactivos. Considerando unicamente aquellas secuencias que tenian mas
del 95% de cobertura y al menos 4 péptidos identificados por secuencia fueron
seleccionadas 66 proteinas totales, de las cuales 64 fueron identificadas con los sueros
reactivos y 9 con los sueros no reactivos. De éstas ultimas, se eliminaron aquellas que
estaban compartidas en ambos grupos quedando un total de 60 proteinas distintas
(90.90%) reconocidas sélo por los sueros reactivos. De las proteinas encontradas al 50%
(30) se les identificd una funcion, al 31.67% (19) fueron reconocidas con una funcién
putativa y al 11.33% (11) restante no se les pudo asociar con alguna funcion, quedando
como proteinas hipotéticas. Dentro de las proteinas que se les reconocidé alguna
localizacion o funcion se encuentran 4 proteinas de superficie (6.67%), 6 citoplasmaticas
(10.00%), 18 ribosomales (30.00%), 2 transialidasas (3.33%) y los 19 restantes
correspondieron a retrotrasposones (31.67%). La localizacion celular que se les encontro
a las proteinas fue la siguiente: citoplasmica (51.47%), Mitocondrial (19.12%), Nuclear
(13.24%), Reticulo Endoplasmico (10.29%), Membrana plasmatica (2.94%),
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Citoesqueleto (1.47%), Extracelular (1.47%). Se les reconocio alguna funcién celular a
estas proteinas dentro de las que se encontraron 11 proteinas hipotéticas (18.33%), es
decir, sin funcion conocida, 18 proteinas ribosomales (30%), 4 proteinas enzimaticas
(6.67%), 3 MASP (5.00%), 2 proteinas que forman parte del citoesqueleto (3.33%), 2
transialidasas (33.33%), 1 proteina glicosomal (1.67%) y en su mayoria encontramos

secuencias que pertenecen a retrotransposones (19/ 31.67%) (Figura 22).
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Hipoteticas Extracelular

Funcién

Nuclear

Mitocondrial Citoplasmica

C
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Figura 22. Analisis de funcién de las proteinas antigénicas de epimastigotes. A) Anotacion funcional
de las proteinas identificadas en epimastigotes reconocidas por anticuerpos IgG de humano mediante un
ensayo de inmunoprecipitacion. B) Identificacion de posible localizacion celular de las proteinas antigénicas
de epimastigotes. Citoplasmica (51.47%), Mitocondrial (19.12%), Nuclear (13.24%), Reticulo Endoplasmico
(10.29%), Membrana plasmatica (2.94%), Citoesqueleto (1.47%), Extracelular (1.47%). C) Determinacion
de la funcién de las proteinas de epimastigote inmunoprecipitadas donde se observan proteinas hipotéticas
(18.33%), proteinas ribosomales (30%), proteinas enzimaticas (6.67%), MASP (5.00%), proteinas que
forman parte del citoesqueleto (3.33%), transialidasas (33.33%), proteina glicosomal (1.67%) y en su

mayoria encontramos secuencias que pertenecen a retrotransposones (31.67%).
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Una vez que se contaba con la secuencia de las proteinas de epimastigotes reconocidas
por los sueros humanos reactivos a T. cruzi, procedimos a la identificacion de epitopos
en ellas mediante la base de datos ABCpred. Este analisis indicé que todas las proteinas
presentaban posibles sitios de reconocimientos antigénico, prediciéndose un total de
1541 epitopos totales con un valor de prediccion superior 0.51, en donde 1 es el valor
maximo. Acotamos los resultados quedandonos sélo con las secuencias con valores
superiores a 0.8 para quedarnos con aquellos epitopos con mejor score, identificandose
721 epitopos posibles, presentes en 41 proteinas. Al hacer un analisis de las secuencias
encontradas con la base de datos de NBCI, encontramos que los epitopos predichos
presentaban mas del 80% de similitud con otros tripanosomatidos (Tabla 11), o con otros
microorganismos (Tabla 12), indicativo de una alta probabilidad de mostrar reaccion

cruzada.
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Tabla 11. Alineamiento de un epitopo predicho de epimastigotes. El epitopo presentd mas de 0.8 de
valor de prediccion, el alineamiento muestra que esta secuencia tiene mas del 80% de identidad con

otros tripanosomatidos.

. COVERTURA VALOR ACCESO
ANOTACION IDENTIDAD
% DE e (NCBI)
40S ribosomal protein S16, putative [Trypanosoma
1 100% 1.00E-07 100% EKG06567.1
cruzi
40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma cruzi
. 100% 1.00E-07 100% XP_812797.1
strain CL Brener]
40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma cruzi
Dm28c] 100% 1.00E-07 100% ESS69949.1
m28c
40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma rangeli] 93% 1.00E-06 100% ESL05263.1
hypothetical protein [Trypanosomatidae sp. 100% 2.00E-05 88% AGG11527.1
yp p yp P
putative 40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma
vax] 100% 2.00E-05 88% CCC48744 .1
vivax
40S ribosomal protein S16, putative [Trypanosoma
100% 3.00E-05 88% XP_011774409.1
brucei gambiense]
putative 40S ribosomal protein S16 [Leishmania
braziliensis] 100% 3.00E-05 88% XP_001562321.1
raziliensis
putative 40S ribosomal protein S16 [Leishmania
) ! 100% 3.00E-05 88% XP_003876388.1
mexicana
putative 40S ribosomal protein S16 [Leishmania
infantum] 100% 3.00E-05 88% XP_001470429.1
infantum
40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma brucei
b i 100% 3.00E-05 88% XP_845728.1
rucei
putative 40S ribosomal protein S16 [Leptomonas
1 100% 3.00E-05 88% KP182397.1
seymouri
40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma theileri] 100% 5.00E-05 88% ORC87595.1
putative 40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma
100% 5.00E-05 88% CCC91274 .1
congolense]
40S ribosomal protein S16 [Trypanosoma grayi 100% 9.00E-05 88% XP_009309260.1
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Tabla 12. Alineamiento de epitopos predicho de epimastigotes que presenta mas del 80% de

identidad con otros microorganismos.

3 COVERTURA VALOR ACCESO
ANOTACION IDENTIDAD
% DE e (NCBI)

hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain CL

100% 2.00E-08 100% XP_810790.1
Brener

hypothetical protein BCY84 13369 [Trypanosoma

] ] 100% 2.00E-08 100% PBJ73922.1
cruzi cruzi

hypothetical protein TCDM_01352 [Trypanosoma

] 100% 2.00E-08 100% ESS69909.1
cruzi Dm28c
hypothetical protein TCSYLVIO 002363
100% 2.00E-08 100% EKG06527.1
[Trypanosoma cruzil

hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain CL

100% 1.00E-06 94% XP_812414.1
Brener

hypothetical protein MOQ 001082 [Trypanosoma

] ] 100% 1.00E-06 94% EKF38707.1
cruzi marinkellei

Estos resultados muestran que los sueros reactivos a T. cruzi detectan diversas
proteinas antigénicas de epimastigotes del parasito, pero con un alto riesgo de tener

reaccion cruzada con antigenos similares de otros microorganismos.

8.4.4. Inmunoprecipitacion y deteccion de antigenos de tripomastigotes

Continuando con la caracterizacion antigénica de nuestros aislados, era importante
realizar este analisis antigénico en tripomastigotes, que es el estadio presente en el
hospedero mamifero. Similar a los experimentos anteriores (seccion 8.4.3), utilizamos
una mezcla de proteinas totales, pero en este caso de tripomastigotes, en cantidades 1:1
de cada uno de los 15 aislados (obtenidos en este trabajo y el previo de maestria) y se
interaccionaron con la mezcla de los 59 sueros reactivos o con la mezcla de 3 sueros no

reactivos como control.

Se identificé un perfil proteico entre los sueros positivos y los sueros negativos en un
rango de peso molecular de 10 a 250 KDa (Figura 23B). Se observo que ambos perfiles
son similares, pero con algunas diferencias en bandas cercanas a los 20 KDa y

superiores a 100 KDa en el perfil de reconocimiento antigénico con los sueros reactivos.
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Figura 23. Perfil de inmunoprecipitacion de tripomastigotes. A) Extractos totales de tripomastigotes de

aislados (NM1, NM2, NM3 y NM4) de T. cruzi, representativos del total de aislados corridos en geles de
poliacrilamida al 10% y tefiidos con azul coomassie, en donde se muestra su integridad. B) Perfil antigénico
de tripomastigotes de los aislados, identificado mediante inmunoprecipitacion con sueros reactivos y no
reactivos a T. cruzi. Las flechas verdes indican la cadena pesada y ligera, respectivamente, de los

anticuerpos IgG de humano.

Con la finalidad de identificar a las proteinas inmunoprecipitadas, se realizd un
analisis de espectrometria de masas por electro-spray (MS-ESI) de los productos de
inmunoprecipitacion, tanto de los ensayos con los sueros reactivos como con los no
reactivos. Se identificaron un total de 5581 secuencias en promedio de tres experimentos
distintos (4241, 6620 y 5884) con los sueros reactivos, y 5019 secuencias en promedio
de tres experimentos distintos (3978,5250 y 5830) con los sueros no reactivos. Al igual
que los ensayos anteriores, consideramos entonces unicamente aquellas que tuvieran
un valor de proteina = 100 (valor asignado por el sistema utilizando la herramienta
SLiMSuite), al menos 4 péptidos reconocidos en la secuencia de la proteina y eliminando
secuencias redundantes, dejando unicamente a un representare por grupo. Bajo estos
criterios se identificaron un total de 3918 proteinas con sueros reactivos y 2308 con
sueros no reactivos. Posteriormente, estos resultados se compararon y se descartaron
las secuencias compartidas, consideradas como fondo por ser reconocidas con los

sueros no reactivos y asi quedarnos solo con las secuencias reconocidas
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especificamente por los sueros reactivos. Bajo estos criterios, se identificaron 432
proteinas reconocidas unicamente por los sueros reactivos. Se realizd un analisis de Gen

ontology usando la herramienta Psort Prediction (https://psort.hgc.jp/form2.html), para

conocer la posible localizacion celular de las secuencias identificadas y se encontré que
204 son citoplasmicas (47.22%), 84 nucleares (19.44%), 51 mitocondriales (11.81%), 44
de Reticulo endoplasmico (10.19%), 28 extracelulares (6.48%), 8 de membrana
plasmatica (1.85%), 5 de Golgi (1.16%), 4 de vacuolares/vesicula secretora (0.93%), 3
de citoesqueleto (0.69%), y una peroxisomal (0.23%). También se realizé una busqueda
de funcién generalizada donde observamos que la mayoria de las proteinas eran
hipotéticas (191/44.21%), seguida de aquellas proteinas con alguna funcion enzimatica
(83/19.21%), 31 de union a ADN/ARN (7.18%), 22 involucradas en algun tipo de
transporte (5.09%), 19 retrotransposones (4.40%), 18 nucleasas (4.17%), 14 Mucinas
(3.24%), 8 proteinas de Shock térmico (1.85%), 8 proteinas que participan en la
fosforilacién/defosforilaciéon (1.85%), 8 ribosomales (1.85%), 6 MASP (1.39%), 6
proteinas que participan en la infectividad (1.39%), 5 proteinas de motilidad (1.16%), 5
proteinas de sobrevivencia (1.16%), 5 proteinas con actividad de proteasa (1.16%), y
finalmente 3 proteinas involucradas en procesos distintos a los mencionados (0.69%)
(Figura 24).
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Figura 24. Posible localizacion celular de las proteinas antigénicas de tripomastigotes. A) Anotacion
funcional de las proteinas identificadas en tripomastigotes reconocidas por anticuerpos IgG de humano
mediante un ensayo de inmunoprecipitacion. B) Se realizé un analisis in silico para determinar la posible
localizacion celular de las proteinas antigénicas de tripomastigotes identificadas median
Inmunoprecipitacion. El diagrama de pastel muestra que 204 son citoplasmicas (47.22%), 84 nucleares
(19.44%), 51 mitocondriales (11.81%), 44 de Reticulo endoplasmico (10.19%), 28 extracelulares (6.48%),
8 de membrana plasmatica (1.85%), 5 de Golgi (1.16%), 4 de vacuolares/vesicula secretora (0.93%), 3 de
citoesqueleto (0.69%), y una peroxisomal (0.23%). C) También se realizé una busqueda de funcion
generalizada de las 432 proteinas inmunoprecipitadas de tripomastigotes encontrando 191 proteinas
hipotéticas (44.21%), 83 proteinas con alguna funcién enzimatica (19.21%), 31 de union ADN/ARN
(7.18%), 22 involucradas en algun tipo de transporte (5.09%), 19 retrotransposones (4.40%), 18 nucleasas
(4.17%), 14 Mucinas (3.24%), 8 proteinas de Shock térmico (1.85 %), 8 proteinas que participan en la
fosforilacién/defosforilacion (1.85%), 8 ribosomales (1.85%), 6 MASP (1.39%), 6 proteinas que participan
en la infectividad (1.39%), 5 proteinas de motilidad (1.16%), 5 proteinas de sobrevivencia (1.16%), 5
proteinas con actividad de proteasa (1.16%), y finalmente 3 proteinas involucradas en otros procesos

distintos a los antes mencionados (0.69%)
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Posteriormente se realizé la identificacion de epitopos mediante la base de datos
ABCpred. Este analisis indico que todas las proteinas presentaban posibles sitios de
reconocimientos antigénico, prediciéndose un total de 18, 723 epitopos con un valor de
prediccion superior 0.51, siendo 1 el valor maximo. Acotamos los resultados
quedandonos sélo con las secuencias con valores superiores a 0.8, disminuyendo la
identificacion a 8170 epitopos posibles en 428 proteinas de las 432 proteinas totales.

Con el objetivo de encontrar las proteinas antigénicas inmunodominantes, se tomaron
en consideracion dos caracteristicas mas. Por un lado, el enriquecimiento del conjunto
de determinantes antigénicos, es decir, aquellos epitopos mas representados en los 8
170 totales (Tabla 13). Y, por otro, aquellas proteinas que contaran con el mayor numero

de epitopos predichos en su secuencia (Tabla 14).

Tabla 13. Numero de veces que se repiten los epitopos identificados en 428 proteinas de

tripomastigotes de T. cruzi, inmunoprecipitadas con sueros humanos reactivos al parasito.

NUM. VECES | NUM. EPITOPOS

11 1

10 1

8 2

6 1

5 2

4 8

3 17

2 240

1 7554

Observamos que uno de los epitopos se repetia 11 veces y fue identificado en 11
proteinas distintas, mientras que, otro de ellos se repetia 10 veces a lo largo de una
misma secuencia (Figura 25). Dentro de las frecuencias encontradas para el resto de los
epitopos tenemos: 1 epitopo 6 veces, 2 epitopos 5 veces, 4 epitopos 8 veces, 3 epitopos
17 veces, 2 epitopos 240 veces y en la mayoria de los casos (7554), se encontro que las

secuencias de los determinantes antigénicos eran unicas (Tabla 13).
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Figura 25. Proteina de tripomastigote con repetidos antigénicos a lo largo de su secuencia. Mediante
un analisis in silico se encontraron repetidos de un determinante antigénico (FPGGAGGFPGGAGGFP), en
una secuencia de tripomastigotes de T. cruzi. La proteina fue hallada mediante ensayos de

inmunoprecipitacion utilizando sueros humanos reactivos al parasito (Acceso NCBI: XP_811491.1).

En cuanto a los resultados obtenidos en el analisis de las 428 proteinas, en las
que se determinaron epitopos con valores predictivos = 8.0, con el fin de identificar cuales
de ellas son los mejores candidatos antigénicos reconocidos por los anticuerpos IgG de
humano, se observdé que en la mayoria de las proteinas de tripomastigote (326) se
encontraron mas de 10 sitios candidato a determinantes antigénicos (Tabla 15). Es de
llamar la atencion que una de las proteinas tiene un alto numero de epitopos, razén por
la cual asta podria ser una molécula importante en el reconocimiento antigénico durante

la infeccion por T. cruzi en humanos.
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Tabla 14. Nimero de epitopos con valor predictivo mayor a 0.8. Agrupacion de epitopos presentes en

proteinas inmunoprecipitadas de tripomastigotes de los aislados de T. cruzi de acuerdo con el valor

predictivo.

NUM. EPITOPOS | NUM. DE PROTEINAS NUM. EPITOPOS | NUM. DE PROTEINAS
138 1 27 8
79 2 26 8
72 1 25 8
57 1 24 9
52 2 23 13
51 1 22 8
50 3 21 13
49 2 20 9
48 1 19 15
47 1 18 6
46 1 17 20
45 4 16 14
43 3 15 11
42 3 14 19
41 3 13 19
40 1 12 19
39 5 11 24
38 4 10 16
37 4 9 17
36 2 8 22
35 3 7 12
34 5 6 15
33 3 5 16
32 3 4 10
31 5 3 5
30 6 2 3
29 9 1 2
28 8 - -

Dados los hallazgos encontrados, se realizaron alineamientos de las secuencias

de la proteina en la que se encontraron los repetidos antigénicos, y de la proteina que

presenta el alto numero de epitopos. Los resultados obtenidos para la primer proteina,

identificada como una proteina hipotética de interaccion con Hsc70 (XP_811491.1) de T.

cruzi, se resumen en la Tabla 14. Se puede observar que se trata de una secuencia
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altamente conservada entre tripanosomatidos, por lo que no podria ser un buen candidato

para ser utilizada como marcador biolégico en la ECh.

Tabla 15. Alineamiento realizado a la proteina XP_811491.1 de tripomastigotes con repetidos

antigénicos.
QUERY
DESCRIPTION E VALUE | IDENT ACCESSION
COVER
Hsc70-interacting protein (Hip) [Trypanosoma cruzi
9P . (Hip) [Typ 100% 0 100% XP_811491.1
strain CL Brener]
Hsc70-interacting protein, putative [ Trypanosoma
9P . .p [revp 100% 0 77% EKF33114.1
cruzi marinkellei]
Hsc70-interacting protein [Trypanosoma cruzi
90% 0 96% ESS68223.1
Dm28c]
Hsc70-interacting protein (HIP) [Trypanosoma cruzi
9P (HIP) [Tryp 90% 0 96% PBJ72894.1
cruzi]
Hsc70-interacting protein [Trypanosoma cruzi strain
90% 0 96% XP_818820.1
CL Brener]
Hsc70-interacting protein, putative [Trypanosoma
9P P L 59% 0 98% EKF98401.1
cruzi]
putative Hsc70-interacting protein (Hip)
66% 3.00E-80 55% CCC89895.1
[Trypanosoma congolense]
Hsc70-interacting protein (Hip), putative
_ 66% 3.00E-78 62% SCU64296.1
[Trypanosoma equiperdum]
Hsc70-interacting protein (Hip) [ Trypanosoma brucei
9P . (Hip) [7ryp 66% 1.00E-77 62% XP_844124.1
brucei TREU927]
Hsc70-interacting protein (Hip), putative
. . 66% 1.00E-77 62% | XP_011772551.1
[Trypanosoma brucei gambiense)
putative Hsc70-interacting protein (Hip)
] 82% 1.00E-76 51% CCC47301.1
[Trypanosoma vivax]
putative Hsc70-interacting protein (Hip)
) 67% 4.00E-72 61% ORC90085.1
[Trypanosoma theileri]

Los resultados del alineamiento de la proteina que posiblemente contiene 183
epitopos, identificada como una ubiquitin ligasa de T. cruzi (XP_810457.1), se muestran
en la Tabla 15. Se puede apreciar que es una proteina conservada en tripanosomatidos,
pero que cuenta con bajos porcentajes de identidad. Sin duda, al tratarse de una ubiquitin
ligasa es una proteina altamente conservada en los sistemas eucariontes en general
(Hershko, Heller et al. 1983, Platta, EI Magraoui et al. 2009, Gualdron-Lopez, Chevalier
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et al. 2013, Rojas, Koszela et al. 2017). Motivo por el cual decidimos realizar un

alineamiento de la secuencia que contiene los epitopos.

Tabla 16. Alineamiento de la proteina XP_810457.1 de tripomastigote.

QUERY
DESCRIPTION E VALUE | IDENT ACCESSION
COVER
ubiquitin-protein ligase-like [ Trypanosoma cruzi
. 100% 0 100% XP_810457 .1
strain CL Brener]
ubiquitin-protein ligase-like [ Trypanosoma cruzi
a P 9 [Tryp 100% 0 98% PBJ74418.1
cruzi]
ubiquitin-protein ligase [ Trypanosoma cruzi
100% 0 98% ESS63862.1
Dm28c]
ubiquitin-protein ligase, putative [Trypanosoma
a P 9 P [Tryp 100% 0 98% EKF99292.1
cruzi]
ubiquitin-protein ligase-like, putative
] ) 100% 0 94% EKF27941.1
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
ubiquitin-protein ligase [ Trypanosoma brucei
a P 9 [ .ryp 97% 0 38% XP_846993.1
brucei]
ubiquitin-protein ligase, putative [Trypanosoma
a P g. P ) [Tryp 97% 0 39% XP_011775448.1
brucei gambiense]
utative ubiquitin-protein ligase [Trypanosoma
P a P 9 [7rvp 98% 0 52% CCC91928.1
congolense]
utative ubiquitin-protein ligase-like [Trypanosoma
P a P 9 [Tryp 22% 0 73% XP_009315571.1
grayi]
utative ubiquitin-protein ligase-like [Trypanosoma
P a P . g [Trye 68% 0 78% ORC86511.1
theileri]
ubiquitin-protein ligase, putative, (fragemnt
a P g P . (frag ) 74% 0 82% CCC49496.1
[Trypanosoma vivax]

Se agruparon los epitopos por rango de prediccion, para identificar aquellas proteinas
con mayor probabilidad de ser buenas candidatos antigénicos. Se formaron cuatro
grupos: el primero conformado por 148 epitopos con valores predictivos en un rango de
0.98-0.95, presentes en 117 proteinas; el segundo grupo con 1484 epitopos en un rango
de 0.94-0.90 en 387 proteinas; el tercer grupo, que contenia 2850 epitopos en un rango
de 0.89-0.85 contenido en 419 proteinas; el cuarto grupo, conformado por 3688 epitopos
en un rango de 0.84-0.80, presentes en 427 proteinas (Figura 26).
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Figura 26. Grupos de epitopos de acuerdo con su valor predictivo. Se agruparon 1870 epitopos con
valores predictivos =0.80, que fueron organizados de acuerdo con sus valores predictivos. Se obtuvieron
cuatro grupos: grupo 1 con 148 epitopos, grupo 2 con 1484 epitopos, grupo 3 con 2850 epitopos, y grupo

cuatro con 3688.

De las proteinas que contienen los mayores niveles de valores predictivos de epitopos
(20.90), seleccionamos 4 posibles candidatos para su evaluacién experimental en
experimentos futuros. Para ello consideramos tres criterios: 1) que tuvieran valor de
prediccion de epitopos mayor a 0.90, 2) que no tuvieran alta homologia con otros
tripanosomatidos, microorganismos, y otros eucariontes, y 3) que se encontraran en al
menos dos, de los tres experimentos independientes realizados. De esta manera las
proteinas candidato que seleccionamos corresponden a una proteina de ensamblaje de
la cubierta de clatrina (Q4CRX2), una proteasa de superficie (Q4CPFO0), y dos proteinas
no caracterizadas (Q4DJ00 y Q4DX97) (Tabla 17).

Tabla 17. Proteinas seleccionadas por MVPE, homologia y reproducibilidad.

(Gﬁﬁ,i%% ANOTACION mvpe | COUPONENTE GEN (;DMA) MUESTRAS
Q4CRX2 PrOtdee”E ng?gigﬂzlaJe 0.95 Citoplasmico GN:TCO&;(’;J 053503 | 5575 | R1,R2 R3
clatrina )
Q4CPFO Pr°‘g§,%%f';j:g\fgi°ie 0.93 Nuclear GN=Tc00.1047053509 | 36.73 R2, R3
Q4DJ00 roteina no. 0.93 Nuclear GN=Tc00.10470535T1 | 3765 | R1,R2R3
Q4DX97 roteina no 0.94 Nuclear GN=Tc00.1047053500 | 3654 | R1,R2R3

MVPE= Mayor Valor predictivo de epitopo; PM= Peso molecular
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De las 117 proteinas, que son las que comprenden los mas altos valores de
prediccidn de epitopos (0.98-0.95), realizamos tres posibles grupos de seleccion para
identificar a los mejores candidatos antigénicos. En el primer grupo seleccionamos a las
proteinas de acuerdo con su posible localizacion celular, quedandonos con 11 proteinas
que se encontraban de forma extracelular o en membrana plasmatica (Tabla 18). De las
proteinas comprendidas en este grupo, dos de ellas son mucinas TcMUCII (Q4E046 y
Q4D412), dos MASP (mucin associated Surface protein; Q4E2A9 y Q4E4WS8), una
transialidasa (Q4D9H3), una ubiquitin ligasa (Q4D7V1), una lipasa (Q4CQ28), una
Subunidad de oligosacariltransferasa (Q4D2C9), una alpha-1,2-Manosidasa (Q4DC56),
una NADH-citocromo b5 reductasa (Q4DYC3) y una proteina no caracterizada (Q4CY87).

Tabla 18. Proteinas extracelulares o de membrana plasmatica con MVPE 0.98-0.95.

ACCESO ) COMPONENTE PM
ANOTACION MVPE GEN MUESTRA
(UNIPROT) CELULAR (KDA)
GN=Tc00.104705350
Q4E046 Mucina TcMUCII, putativa 0.98 Extracelular 24.43 R2
6501.40
GN=Tc00.104705350
Q4D412 Mucina TcMUCII, putativa 0.96 Extracelular 23.84 R3
8745.40
Ubiquitin proteina ligasa-like, Membrana GN=Tc00.104705350
Q4D7V1 0.96 461.79 R3
putativa Plasmatica 8971.50
o . Membrana GN=Tc00.104705350
Q4D9H3 Trans-sialidasa, putativa 0.96 . 86.59 R2
Plasmatica 8717.60

Proteina de superficie
GN=Tc00.104705351

Q4E2A9 asociada a mucina (MASP), 0.96 Extracelular 38.13 R1
1603.300
putativa
GN=Tc00.104705351
Q4CQ28 Lipasa, putativa 0.95 Extracelular 39.79 R3
0681.30
Membrana GN=Tc00.104705351
Q4CY87 Proteina no caracterizada 0.95 93.69 R1
Plasmatica 0001.20
Subunidad de
Membrana GN=Tc00.104705350
Q4D2C9 oligosacariltransferasa, 0.95 91.38 R2 R3
Plasmatica 5163.80
putativa
GN=Tc00.104705350
Q4DC56 alpha-1,2-Manosidasa 0.95 Extracelular 69.3 R1
8317.80
GN=Tc00.104705351
Q4DYC3 NADH-citocromo b5 reductasa 0.95 Extracelular 32.38 1817.40 R1

Proteina de superficie

GN=Tc00.104705351
Q4E4W8 asociada a mucina (MASP), 0.95 Extracelular 26.93 R2
. 1255.670
putativa

MVPE= Mayor Valor predictivo de epitopo; PM= Peso molecular.
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El segundo grupo fue seleccionado basandonos en su hallazgo en los tres
experimentos independientes, quedando un total de 7 proteinas: espermidina (Q4CXJ6),
un inhibidor de ribonucleasa (Q4DLI2), una proteina de transporte de la familia Sec1
(Q4E2E3), una proteina de ensamblaje de la cubierta de clatrina (Q4CRX2), una proteina
de choque térmico HSP-70 (Q4CL09), una proteina de interaccion con Hsc-70 (Q4DATG6),
y una metalopeptidasa de zinc (Q4E5H7) (Tabla 19).

Tabla 19. Proteinas halladas en tes experimentos independientes con MVPE 2 0.95.

(Cﬁﬁi%% ANOTACION mvpe | COMPONENTE (:Q"A) GEN MUESTRA
Q4CXJ6 Espermidina sintasa putativa 0.96 Citoplasma | 3348 | CN1e00.10070 | R1R2R3
Q4DLI2 Inhibidor ?)ig%?/gucleasa L 0.96 Citoplasma | 7378 | TN-TC001070 | R1R2R3
Q4E2E3 | Proteina desgs??%‘t’;tﬁvge la familia | g gg Citoplasma 696 | CNTO00-10470 | R1R2R3
Q4CRX2 Pr°telﬂiiift:gza§abt'r?£ dela | g5 Citoplasma | 55.72 | Cpo1999.10470 | Re R2 R3
Q4CLO9 P”’teit”éa”:}ictgc;’ong[jf;t?v‘”’asr“’d‘ 095 | Miocondria | 2052 | CN199919%70 | e RoR3
Q4DAT6 Pr"te'ﬂgg‘;g‘;ir;;if” con 0.95 Citoplasma | 4826 | CN1990.10°70 | R1R2R3
et | T | o | e | e || i

MVPE= Mayor Valor predictivo de epitopo; PM= Peso molecular.

Como siguiente paso hicimos un analisis de los antigenos que han sido probados
experimentalmente y reportados en la literatura. Cabe sefalar que no en todos los casos
los autores reportan la secuencia del antigeno en estudio, por lo tanto, de los 122
antigenos reportados solo en 91 de los casos encontramos el numero de acceso
correspondiente a UniProt. De estos ultimos antigenos (91), solamente dos de ellos
(Q4DCWO/Proteina no caracterizada y Q4E2M9/Glucosa-6-fosfato isomerasa) (Ohyama,
Huy et al. 2016) coincidieron con nuestros candidatos seleccionados.

En conjunto, todos los resultados anteriores permitieron aumentar nuestro
conocimiento de las cepas que circulan en el estado de Oaxaca, asi como de sus
caracteristicas moleculares, biolégicas y antigénicas. Ademas, también establecimos una
plataforma de posibles antigenos, sustentada en ensayos de inmunoprecipitacion con
sueros reactivos al parasito, micro-secuenciacion y analisis de secuenciacion masiva,
que nos permitieron identificar antigenos candidato para futuros experimentos que

permitan su validacion como buenos antigenos. Estos experimentos, ademas,
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proporcionan una plataforma cuya utilidad va mas alla que la hasta ahora evaluada en
este trabajo, accesible no sélo para nuestro grupo de investigacién, sino también para la

comunidad cientifica interesada en el area.
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IX.DISCUSION

La obtencion de nuevos aislados de T. cruzi permite comprender diferentes aspectos
de la genética y biologia del parasito; asi como, servir de plataforma para realizar estudios
futuros, dirigidos a la identificacion de moléculas que pudieran ser importantes para la
sobrevivencia del parasito, el establecimiento de la patologia de la enfermedad en la
Chagas en el humano y en la identificacion del parasito y la infeccion. Por lo tanto el
estudio de las poblaciones de parasitos que circulan en un territorio determinado
proporciona informacion necesaria para comprender la eco-epidemiologia de la

enfermedad (Zingales, Miles et al. 2012).

A pesar de su importancia es poco lo que se sabe de las cepas de parasitos presentes
en México. Por lo tanto, en este trabajo obtuvimos aislados de T. cruzi circulantes en una
zona endémica del pais, para realizar su posterior genotipificacion, y caracterizacion
bioldgica y antigénica. Los aislados fueron obtenidos a partir de heces de triatominos con
infeccion natural con T. cruzi colectados en el Estado de Oaxaca, que es una region
altamente endémica de la infeccion por T. cruzi y de la enfermedad de Chagas en México,
y que a pesar de ello han sido obtenidos y estudiados muy pocos aislados del parasito

(Cruz-Reyes and Pickering-Lopez 2006, Carabarin-Lima, Gonzalez-Vazquez et al. 2013).

Se aislaron ocho cepas de T. cruzi obteniendo una eficiencia de aislamiento del 80%,
valor cercano al obtenido en el trabajo previo (77%) (Martinez Cuevas 2013), pero
superior a lo reportado en la literatura en donde se han obtenido eficiencias iguales o
menores a un 47% (Valente, da Costa Valente et al. 2009). Lo anterior indica el
mejoramiento y adaptacion de la técnica de aislamiento y axenizacién de los cultivos en

nuestro laboratorio.

Ya que los triatominos pueden estar colonizados por otro tipo de tripanosomatidos
diferentes a T. cruzi, tales como T. rangeli que se encuentran en las glandulas salivales
y temporalmente en el intestino del insecto, o B. triatomae presente en el aparato
digestivo del triatomino, fue necesario caracterizar molecularmente los cultivos obtenidos
para comprobar la presencia de T. cruzi, y proceder entonces con su genotipificacion y
caracterizacion biologica y antigénica (Hoare 1972, Afiez 1984, Jensen and Schaub 1991,
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Guevara, Dias et al. 2005, Dias, Diotaiuti et al. 2007, Naves, da Silva et al. 2017). Esta

caracterizacion mostro que en todos los parasitos aislados correspondian a T. cruzi.

La amplificacion de las secuencias de IR-miniexon, 24Sa rRNA y 18S rRNA
mostraron la presencia de los DTUs: Tcl, Tcll y TcV. Estos resultados contrastan con
reportes previos en donde sélo Tcl habia sido reportado en Oaxaca (Bosseno, Espinoza
et al. 2000, Bosseno, Barnabé et al. 2002, Ruiz-Sanchez, Leon et al. 2005, Gomez-
Hernandez, Rezende-Oliveira et al. 2011). Una posible explicacion a estos resultados
distintos es que los aislados previamente reportados fueron obtenidos de regiones
diferentes del estado (Bosseno, Barnabé et al. 2002), a los obtenidos en este trabajo. Las
cepas que han sido reportadas previamente fueron obtenidas (Sba-026, Sba-056, Sba-
35 and Jua-022) de los municipios de San Bartolo Coyotopec y Jalapa del Valle, que se
encuentran en la region de Valles Centrales (Bosseno, Barnabé et al. 2002). Mientras
que, las cepas obtenidas en este trabajo (Cl1, CI2, CI3, Cl4, SC2, SC3, SC4 y NM5)
fueron aisladas de triatominos colectados en los municipios de Ciudad Ixtepec, Salina
Cruz y Nejapa de Madero, que se encuentran en las regiones del Istmo y Sierra Sur.
Estos resultados indican una mayor variedad de DTUs circulantes en Oaxaca,
distribuidas en diferentes regiones geograficas del estado. Sin embargo, seran
necesarios realizar un mayor numero de estudios para conocer todas las DTU circulantes,

asi como su distribucion en el estado.

Al igual que en Oaxaca, en el resto del pais también se penso6 durante muchos afos,
que Tcl era el unico DTU circulante (Bosseno, Espinoza et al. 2000, Ruiz-Sanchez, Leon
et al. 2005, Sanchez-Guillen, Lopez-Colombo et al. 2006, Bosseno, Barnabe et al. 2009,
Gomez-Hernandez, Rezende-Oliveira et al. 2011) . Sin embargo, en los ultimos afios se
ha identificado la presencia de las otras cinco DTUs (Tcll-TcVI), las cuales han sido
determinadas directamente en muestras de mamiferos no humanos y de triatominos
(Ruiz-Sanchez, Leon et al. 2005, Sanchez-Guillen, Lopez-Colombo et al. 2006, Bosseno,
Barnabe et al. 2009, Cura, Mejia-Jaramillo et al. 2010, Gomez-Hernandez, Rezende-
Oliveira et al. 2011, Ramos-Ligonio, Torres-Montero et al. 2012, |banez-Cervantes,
Martinez-lbarra et al. 2013, Martinez, Nogueda et al. 2013, Cura, Duffy et al. 2015, Lopez-

Cancino, Tun-Ku et al. 2015). Es posible que todas las DTU han estado presentes en el
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pais, pero considerando el predominio de Tcl junto con el bajo numero de muestras
analizadas, es lo que posiblemente ha llevado a sélo identificar a esta DTU. Ejemplo de
esto, es el caso del caso clinico de megasindrome reportado en Oaxaca hace muchos
afnos (Salazar Schettino, Tay et al. 1984 ), que es una manifestacion clinica asociada con
Tcll, TclV, TcV y TcVI (Zingales, Miles et al. 2012), aunque cabe la posibilidad de que
este hallazgo podria ser el resultado de la heterogeneidad presentada por las cepas de
Tcl, ya que algunos autores han reportado que cepas Tcl también pueden causar dafo
digestivo durante el desarrollo de la enfermedad de Chagas (DosReis 2011, Martins,
Castanho et al. 2014).

Se ha reportado que las co-infecciones o infecciones mixtas de dos o mas genotipos
del parasito, pueden ocurrir en la naturaleza tanto en los triatominos como en los
mamiferos, ya sea como resultado de infecciones multiples secuenciales o simultaneas.
Estas infecciones mixtas podrian alterar la severidad de los sintomas, la transmision de
patégenos y la epidemiologia de la enfermedad (Ragone, Pérez Brandan et al. 2015). En
la literatura, se han reportado co-infecciones de dos, tres e incluso 4 DTUs distintos: Tcl
y TcV (26.61%), TcV y TcVI (25.81%), Tcll y TcV (14.52%), Tcl y Tcll (13.71%), Tcl y
TcVI (4.84%), Tcll, TcV y TcVI (3.23%), Tcll y TclV (2.42%); Tcll y TcVI (2.42%), Tclll y
TcV (2.42%), Tcl, Tcll y TcV (1.61%), Tcl, Tclll y TcV (1.61%), Tcl, Tcll, TcV y TcVi
(1.61%), y Tcl, Tclll y TcV en menor proporcién (0.81%) (Spitzner, de Freitas et al. 2007,
del Puerto, Nishizawa et al. 2010, Abolis, Araujo et al. 2011, Valadares, Pimenta et al.
2012, Ibanez-Cervantes, Martinez-lbarra et al. 2013, Botto-Mahan, Rojo et al. 2015,
Monje-Rumi, Brandan et al. 2015). Este comportamiento también se observé en este
trabajo, donde identificamos coinfecciones de Tcl y Tcll (12.5%) y Tcl y TcV (37.5%).
Curiosamente, la mayoria de los aislados (13 de 15 aislados totales, este trabajo y en el
trabajo previo de maestria) pertenecen a Tcl, ya sea solos o en una mezcla con otras
DTU, lo que demuestra el predominio de Tcl y/o su mejor adaptacion a las condiciones

de cultivo.

Para comprender la relaciéon entre los genotipos de las cepas de T. cruziy la patologia

que causan en humanos, es necesario realizar la caracterizacion bioldgica de las cepas
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del parasito. Los resultados indicaron que no existen diferencias en el crecimiento de los

aislados, ni en las caracteristicas morfométricas de sus epimastigotes.

Estos resultados nos indicaban que, nuestros parasitos se habian adaptado
adecuadamente a las condiciones de cultivo in vitro, empleadas en el laboratorio.
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado en la literatura (Martinez-Diaz, 2001
#176), aunque existen también algunas reportes en que las cepas analizadas no
muestran el mismo comportamiento de crecimiento en cultivo (Rimoldi, Tome Alves et al.
2012). Desafortunadamente, son muy pocos los trabajos en donde se han reportado las
curvas de crecimiento de los aislados, por lo que es dificil asociar si las similitudes o
diferencias entre sus curvas de crecimiento, es una caracteristica de distintas tasas de
crecimiento propias de cada cepa o resultado de la falta de tiempo necesario para que se
adapten a las condiciones de cultivo.

Al igual que lo reportado en la literatura (Souza 2009) nosotros también observamos
diferencias en el tamafio de los epimastigotes presentes en las heces de triatominos. Por
lo tanto, realizamos un analisis morfométrico de los epimastigotes aislados. Los
resultados indicaron que no existen diferencias en el tamafno de los epimastigotes de los
distintos aislados, una vez que se han adaptado al cultivo. Tampoco observamos
diferencias entre los aislados y las cepas de referencia (Y y CL Brener), lo que podria
indicar que los epimastigotes de cualquier cepa tienen un tamafio promedio en un rango
de 20 a 40 ym de longitud y de 2 a 3 ym de ancho, como se ha reportado en la literatura
(Rimoldi, Tome Alves et al. 2012). Los resultados anteriores sugieren que las condiciones
micro-ambiéntales en el intestino del triatomino versus el medio de cultivo, podrian estar
influyendo en las diferentes caracteristicas morfométricas observadas. Posiblemente
porque el paso del parasito a través del intestino del insecto, que lo expone a las senales
necesarias para llevar a cabo su metaciclogénesis, resulta en la mezcla de epimastigotes,
formas intermedias y tripomastigotes metaciclicos, que en conjunto resulta en una

variabilidad de formas y tamafos del parasito.

Una de las caracteristicas biologicas indispensables para que el parasito complete
su ciclo biolégico, es el proceso de diferenciacion hacia las formas infectivas de
tripomastigotes (metaciclico y sanguineo). En la evaluacion de la capacidad de
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transformacion de los aislados, observamos que estos presentan un comportamiento
variable. En el caso de la metaciclogénesis, el paso de diferenciacion de epimastigotes
hacia tripomastigote metaciclico, algunas cepas presentaron un alto porcentaje de
diferenciacion (NMS5), lo que podria estar relacionado con una mejor adaptacion a los
cambios en el microambiente (Crane and Dvorak 1979, Jimenez 2014, Gongalves, Avila
et al. 2018), comparados con aquellos parasitos que se diferenciaron en menor
proporcion (SC3). Este mismo comportamiento ya fue observado otras cepas evaluadas
en otros trabajos de investigacion, en también se observaron diferencias en su eficiencia
de metaciclogénesis (Contreras, Salles et al. 1985, Avendano, Calderén-Arguedas et al.
2006).

Cuando se evaluo la capacidad de transformacion que tienen los epimastigotes hacia
tripomastigote sanguineo (diferenciacion extracelular), los resultaros indicaron que al
igual que en la metaciclogénesis, cada aislado se comporta de manera distinta. Ademas,
no observamos una correlacion entre su eficiencia de metaciclogénesis y diferenciaciéon
extracelular, observandose que las cepas con mayor porcentaje de transformacion
extracelular (CI1, CI3, SC3 y la cepa de referencia Y), no fueron las mismas que tuvieron
los mas altos niveles de metaciclogénesis. Estos resultados sugieren que ambos

procesos de diferenciacion aparentemente no comparten la misma maquinaria biolégica.

En el caso de la capacidad de infeccion in vitro de los aislados, los resultados
indicaron que todos ellos son capaces de establecer una infeccion productiva en un
modelo celular de mamifero, pero lo hacen con una diferente eficiencia al igual que lo que
se ha reportado para otras cepas del parasito (Lopez-Olmos, Perez-Nasser et al. 1998,
Andrade, Campos et al. 2011). Esto concuerda con la amplia variedad de
comportamientos biolégico observados en las distintas poblaciones del parasito, lo que
se ha relacionado a la dificultad en el entendimiento y dilucidacion de los mecanismos
que determinan el establecimiento y progreso de la infeccion en el mamifero (Lopez-

Olmos, Perez-Nasser et al. 1998, Andrade, Campos et al. 2011).

Al igual que la capacidad de infectividad de los aislados in vitro, en el modelo en
ratdbn todos los aislados mostraron diferentes niveles de infectividad. Este mismo
comportamiento ha sido reportado para diversas cepas del parasito (Andrade 1974,
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Lopez-Olmos, Perez-Nasser et al. 1998, Andrade, Machado et al. 1999, Martinez-Diaz,
Escario et al. 2001, Dias, Gruendling et al. 2013, Ragone, Pérez Brandan et al. 2015), lo
que muestra la variabilidad de sus caracteristicas bioldgicas asociadas a su alta
diversidad genética intraespecifica (Zingales, Miles et al. 2012)

Se ha sugerido en la literatura que la eficiencia de transformacion hacia las
distintas formas infectivas del parasito, pudiera ser un sistema de seleccion para las
cepas mas infectivas (Jimenez 2014). Sin embargo, nosotros no encontramos una
relacion entre ambos procesos ya que, las cepas que mas se diferenciaron (CI1, CI3,
SC3 y la cepa de referencia Y), no fueron las mismas que presentaron mayores

porcentajes de infeccion (SC4 y NMS).

Es interesante analizar el comportamiento de algunos aislados, como es el caso
de CI2, que mostro distintas eficiencias de infeccion entre los dos modelos analizados (in
vitro e in vivo). Una posible explicacion a este comportamiento, es que estos parasitos
cuentan con una pequena bateria de factores de virulencia, que se sabe que le son
necesarios para poderse enfrentar al sistema inmunoldgico del hospedero mamifero de

manera eficiente (DosReis 2011, Flavia Nardy, Freire-de-Lima et al. 2015).

Es importante resaltar, que los modelos experimentales de infeccion por T. cruzi,
permiten dilucidar y comprender los mecanismos moleculares que el parasito utiliza para
establecer la infeccion. En especial, con el uso de modelos murinos en el que se ha
logrado reproducir algunas caracteristicas de la infeccion por T. cruzi, como la observada
en el humano (Andrade, Machado et al. 1999, Macedo, Machado et al. 2004). Sin
embargo, aun no se cuenta con modelos animales eficientes que permitan reproducir la
ECh, y por lo tanto es aun escaso el avance en el conocimiento de los factores
involucrados en la heterogeneidad clinica de la enfermedad y su relacion con la
diversidad genética de las cepas del parasito, en el desarrollo de la patologia de la
enfermedad, en el impacto que la repuesta inmunolégica del hospedero ejerce en el
parasito y en la identificacion de antigenos que pudieran servir como marcadores de
deteccion del parasito y la infeccion (Kierszenbaum, Fresno et al. 2002, Gutierrez,
Guedes et al. 2009, DosReis 2011, Oladiran and Belosevic 2012, Flavia Nardy, Freire-
de-Lima et al. 2015).
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Continuamos, por tanto, con la caracterizacion antigénica de los aislados,
incluyendo para ello los aislados obtenidos en el trabajo previo de maestria junto con los
obtenidos en este trabajo. Los resultados observados en los ensayos de western blot,
mostraron patrones distintos de reconocimiento entre diferentes aislados y cepas del
parasito con los sueros reactivos a T. cruzi, reforzando la idea de que cada cepa del
parasito presenta un casete antigénico diferente durante la infeccion al mamifero, como
ya se ha propuesto en la literatura (Di Noia, Buscaglia et al. 2002, De Marchi, Di Noia et
al. 2011, Mendes, Reis Cunha et al. 2013). En estos ensayos, se observo que se
compartia unicamente una banda de aproximadamente 37 KDa en los distintos extractos
de tripomastigotes, la cual se analizé por micro-secuenciacion. De manera interesante,
se ha reportado la identificacion y analisis por micro-secuenciacion de una banda de peso
molecular similar, utilizando extractos totales de epimastigotes (Teixeira, Borges-Pereira
et al. 1994, Sanchez, Monteon et al. 2001, Verissimo da Costa, Lery et al. 2013).
Comparando nuestros resultados con el obtenido con epimastigotes, reportado en la
literatura, identificamos tres proteinas compartidas (Nucledsido fosforilasa/Q4DAD9,
deshidrogenasa/Q4DAE1 y ribonucledsido difosfato reductasa/Q4DFS6), las cuales aun
no han sido validadas experimentalmente. El hecho de que estas proteinas estén
compartidas en ambos estadios del parasito y considerando que los extractos de
epimastigotes suele arrojar altos niveles de reaccidn cruzada con sueros reactivos contra
T. cruzi (Malchiodi, Chiaramonte et al. 1994), pensamos que estas tres proteinas no
serian buenos candidatos para estudios posteriores. Ademas, cuando analizamos estos
resultados con los obtenidos en los ensayos de inmunoprecipitacion usando los sueros
reactivos y extractos totales de proteinas de tripomastigotes ligados a micro-
secuenciacion, no se encontrd a ninguna de estas tres proteinas, o que apoya que no

serian buenos candidatos para estudios posteriores.

En cuanto a los resultados encontrados en la inmunoprecipitacion de proteinas de
epimastigotes, el analisis in silico de sus secuencias mostraron una alta homologia con
proteinas de otros microorganismos lo que resultaria en altos niveles de reaccion
cruzada. Esto concuerda con lo reportado en la literatura, en donde efectivamente se ha
observado que las proteinas de epimastigotes suelen presentar reaccién cruzada con

proteinas de otros tripanosomatidos, parasitos endémicos de las mismas zonas y
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proteinas del hospedero (Verissimo da Costa, Lery et al. 2013, Novaes, Goncalves et al.
2016).

Los ensayos de inmunoprecipitacion con la mezcla de extractos totales de
tripomastigotes de los aislados (15) y la mezcla de sueros reactivos al parasito (59)
ligados a micro-secuenciacion, identificaron un total de 432 proteinas de tripomastigotes
qgue no fueron encontrados con los sueros no reactivos y que cumplieron los criterios de
seleccién (un valor de proteina mayor a 100, que presentaran al menos 4 péptidos en su
secuencia, y eliminando secuencia redundantes dejando s6lo a un representante). El
analisis de localizacion celular de estas proteinas fue muy variada desde: citoplasmicas,
nucleares, mitocondriales, de reticulo endoplasmico, extracelulares, membrana
plasmatica, Golgi, vacuolares y vesiculas secretoras, citoesqueleto y peroxisomas. Esta
localizacion tan diversa de proteinas antigénicas reconocidas, concuerda con las que se
han encontrado en otros trabajos, en donde al igual que nosotros, el mayor porcentaje
corresponde a proteinas con una localizaciéon citoplasmicas (Ibanez, Affranchino et al.
1988, Hoft, Kim et al. 1989, Lafaille, Linss et al. 1989, Levin, Mesri et al. 1989, Frasch and
Reyes 1990, Kerner, Liegeard et al. 1991, Burns, Shreffler et al. 1992, Cetron, Hoff et al.
1992, Gruber and Zingales 1993, Peralta, Teixeira et al. 1994, Aznar, Lopez-Bergami et
al. 1995, Cotrim, Paranhos-Baccala et al. 1995, Umezawa, Nascimento et al. 1996,
Breniere, Yaksic et al. 1997, Oliveira, Broude et al. 1998, Houghton, Benson et al. 1999,
Buchovsky, Campetella et al. 2001, Breniere, Bosseno et al. 2002, Marcipar, Roodveldt
et al. 2005, Campo, Buscaglia et al. 2006, Diez, Gea et al. 2006, Camussone, Gonzalez
et al. 2009, Bhattacharyya, Brooks et al. 2010, Russomando, Sanchez et al. 2010, Fabbro,
Olivera et al. 2011, Gil, Cimino et al. 2011, Bottino, Gomes et al. 2013, Oliveira, Kuehn et
al. 2013, Verissimo da Costa, Lery et al. 2013, Yao, Zheng et al. 2013, Carmona, Nielsen
et al. 2015, Ohyama, Huy et al. 2016).

Para la seleccion de posibles proteinas antigénicas, que pudieran ser buenos
candidatos para estudios futuros de seleccion de marcadores biolégicos para la
identificacion del parasito, la infeccion y la enfermedad, generamos una plataforma de
8170 antigenos comprendidos en 428 proteinas que cumplieron los criterios de seleccion

(valor predictivo mayor a 0.8). De este total de antigenos fue necesario seleccionar
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aquellos que cumplian con diferentes criterios que permitieron su clasificacion en tres
grupos, quedandonos con un total de 24 proteinas candidato. Este analisis, ademas,
permitiria validar los resultados obtenidos del ensayo de inmunoprecipitacion-ligado a
espectrometria de masas, con lo reportado en la literatura. En donde esperariamos
encontrar coincidencias, indicativas de que nuestros ensayos son correctos. De las 24
proteinas candidato solo encontramos 2 de ellas (Q4DCWO0 y Q4E2M9) en la literatura,
las cuales fueron identificadas mediante espectrometria de masas en el inmunoproteoma
del parasito de la cepa Sylvio (Tcl) (Ohyama, Huy et al. 2016)lo que valida nuestros
resultados. De las 22 proteinas restantes, 19 de ellas tienen una anotacion en el genoma
y 3 estan anotadas como hipotéticas. Ademas, poco se ha descrito en la literatura de
estas proteinas candidato o de integrantes de las mismas familias, como se describe a

continuacion.

De nuestras proteinas candidato, primero analizamos aquellas con una
localizacion en superficie, debido a que serian las primeras vistas por el sistema inmune,
y porque se han reportado en la literatura diversas proteinas de superficie como buenos
antigenos para el reconocimiento indirecto del parasito (Hoft, Kim et al. 1989, Frasch and
Reyes 1990, Gruber and Zingales 1993, Peralta, Teixeira et al. 1994, Camussone,
Gonzalez et al. 2009, Russomando, Sanchez et al. 2010). Nosotros encontramos dos
mucinas del grupo Il, de los cuales ya se ha reportado otra proteina de este grupo como
buen antigeno llamada TSSA. Se ha visto que esta proteina permite diferenciar en dos
grandes grupos a los DTU's del parasito, debido a que reconoce de manera especifica a
sus dos isoformas, las cuales se expresan diferencialmente en las distintas cepas del
parasito (TSSAI: Tcl, Tclll y TclV; TSSAII: Tcll, TcV y TcVI), ademas de que no presenta
reaccion cruzada con otros microrganismos (Di Noia, Buscaglia et al. 2002,
Bhattacharyya, Brooks et al. 2010). Estos antecedentes apoyan la propuesta de que las
proteinas encontrada en este estudio (Q4E046 y Q4D412) pudieran ser utilizadas en
analisis posteriores para evaluar su potencial como buenos antigenos para la deteccién

indirecta del parasito.

Otra de las proteinas antigénicas candidato (Q4E5H7) corresponde a una

metaloproteinasa (MMP). Se ha observado que las MMP de humano se expresan en altos
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niveles en pacientes con cardiomiopatia chagasica cronica en comparacion a los
pacientes con cardiomiopatia no chagasica, siendo por tanto propuestas como posible
biomarcadores (Bautista-Lopez, Morillo et al. 2013). Hasta el momento no se han
evaluado las MMP del parasito como antigenos, sin embargo se sabe que estas juegan
un papel importante durante el proceso de infeccion (Marino, Silva et al. 2003, Castillo,

Lopez-Munoz et al. 2012, Duaso, Yanez et al. 2012).

Finalmente, también encontramos a una HSP70 (Q4DAT6) que no ha sido
estudiada directamente en la literatura, pero otra proteina de la misma familia ha
mostrado ser un buen candidato para la deteccién indirecta de T. cruzi en individuos

infectados en fase crénica de la enfermedad (Krautz, Peterson et al. 1998).

Diversos reportes han mostrado que la diversidad genética del parasito tiene un
gran impacto en sus caracteristicas epidemiologicas, biologicas, antigénicas y
patoldgicas (Tibayrenc 2010). Por lo tanto, es indispensable caracterizar los genotipos de
T. cruzi que circulan en determinadas areas geograficas y en sus hospederos, para la
mayor comprension de la eco-epidemiologia de ECh y un mejor entendimiento de los
sistemas epidemioldgicos.

Por lo tanto, el aislamiento y caracterizacion molecular, bioldgica y antigénica de
aislados de T. cruzi autéctonos de Oaxaca analizados en este estudio, asi como la
generacion de una plataforma de antigenos de las cepas que circulan en el estado,
contribuyen significativamente en un mayor conocimiento de la eco-epidemiologia de la
infeccion de T. cruzi en Oaxaca y sin duda sientan las bases necesarias para estudios

futuros.

108



RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSION

X. RESUMEN DE RESULTADOS.

Se obtuvieron 8 aislados de T. cruzi provenientes de su vector triatomino, capturados

en el Estado de Oaxaca.

La genotipificacion de los aislados nos permitid confirmar la presencia de Tcl,
siendo la DTU mas predominante. Asi mismo, encontramos por primera vez a TcV y Tcll

presentes en Oaxaca (datos conjuntos de los resultados previos y este trabajo).

Se identifico la presencia de co-infecciones dadas por Tcl y TcV, asi como de Tcl y
Tcll, al encontrar dos subpoblaciones con marcadores moleculares para ambos

genotipos en una misma poblacién.

Los resultados de la caracterizacion biolégica nos indican que las cepas tienen
propiedades infectivas distintas.

Los ensayos de inmunoprecipitacion de proteinas de tripomastigotes ligados a
espectrometria de masas, utilizando sueros humanos reactivos al parasito, permiten

identificar un amplio numero de proteinas antigénicas de T. cruzi.

Las proteinas antigénicas de epimastigotes identificadas, no son buenos candidatos
como marcadores biolégicos a la deteccidon de la infeccion por T. cruzi, por compartirse

con otros tripanosomatidos y otros microorganismos.

XI. CONCLUSION.

Cepas de T. cruzi, autéctonas del estado de Oaxaca, muestran variabilidad

genética, bioldgica y antigénica.
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1.

Xll. PERSPECTIVAS.

Clonacién de las secuencias candidato seleccionadas de acuerdo con los valores
predictivos de epitopos, localizacion celular, reproducibilidad, homologia con otros
organismos: proteinas no caracterizadas (Q4DJ00, Q4DX97, Q4CY87 y Q4DCWO),
mucinas TcMUCII (Q4E046y Q4D412), MASP (Q4E2A9 y Q4E4WS8), proteina de ensamblaje
de la cubierta de clatrina (Q4CRX2), proteasa de superficie (Q4CPFO0), transialidasa
(Q4D9H3), ubiquitin  ligasa (Q4D7V1), lipasa (Q4CQ28), subunidad de
oligosacariltransferasa (Q4D2C9), alpha-1,2-Manosidasa (Q4DC56), NADH-citocromo b5
reductasa (Q4DYC3), espermidina (Q4CXJ6), inhibidor de ribonucleasa (Q4DLI2), proteina
de transporte de la familia Sec1 (Q4E2E3), proteina de choque térmico HSP-70 (Q4CL09),
proteina de interaccion con Hsc-70 (Q4DAT6), metalopeptidasa de zinc (Q4E5H7), y
Glucosa-6-fosfato isomerasa (Q4E2M9)

Obtencién de las proteinas recombinantes fusionadas a banderas de GST o

Histidinas.

Evaluacion de las proteinas candidato, solas y en conjunto, con sueros humanos

reactivos a T. cruzi, provenientes de Oaxaca y otros estados del pais.

Evaluacién de las proteinas candidato, solas y en conjunto con sueros provenientes de

distintas zonas endémicas de Latinoamérica.
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APENDICE I. Datos generales de los sueros reactivos y no reactivos

Tabla 20. Sueros reactivos utilizados en este trabajo (Parte 1). Datos generales de los sueros

donados como reactivos a T. cruzi.

Origen SEXO
Muestra Donado por
Pais Estado
R1 CETS México Oaxaca H
R2 CETS México Oaxaca H
R3 CETS México Oaxaca M
R4 CETS México | Oaxaca H
R5 CETS México | Oaxaca H
R6 CETS México | Oaxaca M
R7 CETS México Oaxaca M
R8 CETS México | Oaxaca M
R9 CETS México Oaxaca | Sin Datos
R10 Banco seroldgico CETS México Oaxaca M
R11 Banco seroldgico CETS México Oaxaca M
R12 Banco seroldgico CETS México Oaxaca M
R13 Banco seroldgico CETS México Oaxaca M
R14 Banco serologico CETS México Oaxaca M
R15 Banco serologico CETS México Oaxaca H
R16 Banco serologico CETS México Oaxaca M
R17 Banco seroldgico CETS México Oaxaca H
R18 Banco seroldgico CETS México Oaxaca H
R19 Banco seroldgico CETS México Oaxaca H
R20 Banco seroldgico CETS México Oaxaca H
R21 Banco seroldgico CETS México Oaxaca H
R22 Banco seroldgico CETS México Oaxaca M
R23 Banco seroldgico CETS México Oaxaca H
R24 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca | Din datos
R25 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca H
R26 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca M
R27 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca H
R28 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca M
R29 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R30 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca H
R31 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca M
R32 L13, FCQ, UABJO México Oaxaca M
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Tabla 21. Sueros reactivos utilizados en este trabajo (Parte 2). Datos generales de los sueros

donados como reactivos a T. cruzi.

Origen SEXO
Muestra Donado por
Pais | Estado
R33 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R34 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R35 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R36 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R37 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R38 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R39 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R40 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R41 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R42 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R43 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R44 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R45 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R46 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R47 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R48 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R49 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R50 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R51 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R52 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R53 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R54 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R55 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R56 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
R57 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R58 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
R59 L13, FCQ, UABJO México |Oaxaca| Sin Datos
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Tabla 22. Sueros no reactivos utilizados en este trabajo (Parte 1). Datos generales de los sueros

donados como no reactivos a T. cruzi.

Origen
Muestra Donado por SEXO
Pais Estado
NR1 CETS México | Oaxaca H
NR2 CETS México | Oaxaca Sin Datos
NR3 CETS México | Oaxaca Sin Datos
NR4 CETS México | Oaxaca Sin Datos
NR5 CETS Nigeria M
NRG6 CETS México | Oaxaca M
NR7 CETS México | Oaxaca H
NR8 CETS México | Oaxaca M
NR9 CETS México | Oaxaca M
NR10 Banco seroldgico CETS México | Oaxaca H
NR11 Banco seroldgico CETS México | Oaxaca H
NR12 Banco serolégico CETS México | Oaxaca H
NR13 Banco serolégico CETS México | Oaxaca H
NR14 Banco serolégico CETS México | Oaxaca M
NR15 Banco serolégico CETS México | Oaxaca H
NR16 Banco serolégico CETS México | Oaxaca M
NR17 Banco seroldgico CETS México | Oaxaca H
NR18 Banco seroldgico CETS México | Oaxaca H
NR19 Banco serolégico CETS México | Oaxaca H
NR20 Banco serolégico CETS México | Oaxaca M
NR21 Banco serolégico CETS México | Oaxaca H
NR22 Banco seroldgico CETS México | Oaxaca H
NR23 Banco serolégico CETS México | Oaxaca M
NR24 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca H
NR25 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
NR26 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
NR27 L13, FCQ, UABJO México | Oaxaca M
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Tabla 23. Sueros no reactivos utilizados en este trabajo (Parte 2). Datos generales de los sueros

donados como no reactivos a T. cruzi.

MUESTRA

DONADO POR

ORIGEN

SEXO

Pais Estado

NR28

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR29

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR30

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR31

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR32

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR33

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR34

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR35

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR36

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR37

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR38

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR39

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR40

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR41

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR42

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR43

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR44

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR45

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR46

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR47

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR48

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR49

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR50

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR51

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR52

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR53

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

NR54

L13, FCQ, UABJO

México Oaxaca

I K| Z| | S| | S| ZI ||| | Z|I || Zf 2= x| =2 =2l =l
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APENDICE Il. Caracterizacién de los sueros, reactivos y no reactivos

ELISA Comercial

Una de las primeras pruebas que evaluamos fue la aplicacion del ensayo de ELISA con
un kit comercial. Dado que en el momento de realizar |la caracterizacion de los sueros
con esta técnica solo contabamos con 9 muestras reactivas y 5 no reactivas, estas fueron
las unicas muestras evaluadas mediante esta técnica. Utilizamos el kit comercial Test
ELISA CHAGAS lll (GrupoBios-BiosChile® 1300442), que consta de placas de 96 pozos
sensibilizadas con una mezcla de antigenos provenientes de extractos totales de las
cepas Tulahuén y Mn (ambas TcV), y antigenos de membrana altamente inmunogénicos
(Datos no disponibles). Se utilizé esta técnica porque es la empleada por algunos centros
de referencia a nivel nacional (comunicacién personal), ademas de que en un estudio
realizado en 2010 por la OMS mostré ser una sensibilidad del 99.40% y una especificidad
del 99.61%, siendo unos de los ensayos mas sensible y especifico de los valorados en
ese estudio (WHO 2010).

Los sueros fueron utilizados a una diluciéon 1:11 como indica el fabricante, se utilizaron
los controles positivo y negativo incluidos en el kit, arrojando los resultados que se
muestran en la Figura 26. De las 9 muestras positivas, 8 dieron el mismo resultado, una
de ellas fue clasificada como negativa al tener bajos niveles de densidad o6ptica (DO). En
las muestras que fueron otorgadas como negativas, observamos que 4 de ellas fueron
negativas a T. cruzi, mientras que 1 de ellas dio valores para presencia de anticuerpos
anti-T. cruzi igual que las muestras reactivas. En la Figura 26 A podemos observar que
los datos muestran una dispersion amplia para reactividad positiva, mientras que los
datos negativos se mantienen en un rango pequefio y con valores muy similares entre
ellos. En la tabla presente en la Figura 26B se resumen los resultados obtenidos para

este ensayo.

150



APENDICE Il

2.0
*
1.54
—
(@] .
A 1.0 :
ol®
0.5 -
. | |
0.0 . —
& C
& &°
o o
Qg, <
eo
NUm. Muestras Resultados ELISA
Reactividad Alici
Allalsi ELISA | cov | Zzonagris | Media | SD
previo comercial
Positiva 9 8 0.986 | 0.410
0.417 | 0.375-0.455
Negativa 5 6 0.124 | 0.078

Figura 27. Ensayo de ELISA comercial Chagastest ELISA CHAGAS llI (GrupoBios-BiosChiIe®). Un

grupo de muestras se analizé6 mediante una prueba comercial para evaluar su reactividad a antigenos de
T. cruzi. A) Se muestra la dispersion de los datos, asi como la desviacion estandar. B) Valores de corte, y
resultados totales de reactividad de los sueros. Cada prueba fue realizada dos veces por triplicado.

Validaciéon mediante ensayos de referencia epidemiolégicos a nivel nacional

Analizamos un pequefio grupo de muestras con las pruebas estandar utilizadas por el
INDRE (5 reactivas y 5 no reactivas), que es la entidad epidemiolégica en el pais
encargada de validar los sueros para identificar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi
en sueros humanos. Estas pruebas consisten en un ELISA casero con extracto total de
epimastigotes de una mezcla de 21 cepas del parasito de originarias de distintos estados
de la Republica Mexicana. La segunda prueba fue un ensayo de Inmunofluerescencia
indirecta (IF1), en el que el antigeno consiste en epimastigotes fijados, provenientes de

una mezcla de tres cepas distintas.

Para el ensayo de ELISA los sueros fueron utilizados a una dilucién de 1:50, se utilizaron

4 sueros control: un suero con alta reactividad, uno con reactividad media, un suero con
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reactividad baja, y uno negativo a 21 pruebas seroldgicas a las que fueron sometidos
para validarlas como panel de referencia. El punto de corte (Cov) fue determinado
previamente por el grupo de trabajo, utilizando la prueba ROC. Por lo que este fue
establecido en 0.315. Los resultados indicaron que sélo dos de las 5 muestras reactivas
dieron positivo, 3 de ellas fueron negativas, y de los sueros no reactivos todos fueron

concordantes con el resultado esperado (Figura 27).
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NUm. Muestras Resultados ELISA
Reactividad slisi
Analisis | ELISA | ooy | 70nagris | Media sD
previo InDRE
Positiva 5 2 0.455 0.352
0.315 |0.315-0.385
Negativa 5 8 0.14 0.065

Figura 28. ELISA con extracto total de epimastigotes de distintas cepas mexicanas utilizada en el
InDRE. Se realizé un analisis de las muestras utilizando la técnica de ELISA, que consiste en extracto total
de proteinas de epimastigotes de veinte cepas de distintos Estados de la Republica Mexicana, uso de la
técnica aplicada en el INDRE. A) Diagrama de dispersion, donde se muestra la media de cada valor, que
obtuvo cada muestra analizada por cuadruplicado, y la desviacion estandar. B) Tabla general con los

resultados obtenidos en el ensayo, valor de corte (COV), media y desviacién estandar (SD).

Las muestras seroldgicas se analizaron a seis diluciones distintas 1:32, 1:64,
1:128, 1:256, 1:512 y 1:1024, usando dos controles positivos, uno con alta reactividad y
uno con baja reactividad, ademas de usar un control negativo. Los resultados en este tipo

de pruebas se analizan de manera cualitativa ya que depende del observador para
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identificar a una muestra como positiva o negativa, ya que se utilizan parasitos fijados, y
la medicidn de la prueba se hace mediante microscopia de epifluorescencia. Se toman
como positivas aquellas muestras en donde se observen mas del 50% reactivas de
parasitos en color verde, y como negativas aquellas donde mas del 50% de los parasitos
se vean rojos, se leyeron 5 campos al azar.

Los resultados indican que 4 de los 5 sueros reactivos (R) dieron positivo mediante esta
técnica, la muestra R4 mostro una alta concentracion de anticuerpos anti-T. cruzi ya que
se pudo detectar mas del 50% de fluorescencia de los parasitos hasta una la dilucién
1:256. La muestra R5 dio negativo a esta prueba, y las muestras NR1, NR3, NR4 y NRS

dieron positivo a T. cruzi, sélo una de las muestras negativas no reaccion6é con los
parasitos (Tabla 17).

Tabla 24. Resultados de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) utilizada en el INDRE. Los ensayos IFI
fueron realizados con epimastigotes fijados de una mezcla de aislados obtenidos por el INDRE.

MUESTRA RESULTADO | DILUCION
R1 Positivo 1:32
R2 Positivo 1:32
R3 Positivo 1:32
R4 Positivo 1:256
R5 Negativo 0
NR1 Positivo 1:32
NR2 Negativo 0
NR3 Positivo 1:32
NR4 Positivo 1:32
NR5 Positivo 1:32
Ctrl Positivo +++ Positivo 1:128
Ctrl Positivo + Positivo 1:32
CtrINegativo Negativo 0

R= muestras reactivas. NR= muestras No Reactivas. Ctrl = control.

Como podemos observar en los resultados obtenidos por estas pruebas la discordancia

entre pruebas varia mucho, ya que ensayos realizados en un mismo laboratorio, y con
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antigenos similares modifica el resultado obtenido. Motivo por el cual las
recomendaciones de la OMS son utilizar al menos dos pruebas y que en ambas tengas
resultados similares. En el caso de la muestra 5, que dio positiva a las pruebas
serologicas utilizadas en el CETS y dio resultados negativos a ambas pruebas utilizadas
cotidianamente por el INDRE (ver resultados de ELISA en Apéndice 2), podria indicar,
por un lado, que se trata de una muestra negativa, o que se trata de un suero con

anticuerpos que provocan reaccion cruzada.

ELISA casero

Una de las técnicas que se aplica en los laboratorios de diagndstico a nivel nacional es
la prueba de ELISA casero, se denomina asi porque se utilizan antigenos provenientes
de cepas mantenidas en el laboratorio y procesadas por el mismo equipo de trabajo. Para
este ensayo se utilizaron extractos totales de epimastigotes y de tripomastigotes

derivados de infecciones en cultivo celular.

Por tanto, en el laboratorio se establecieron las condiciones para implementar esta
técnica y confirmar el titulo de anticuerpos IgG de humano anti-T. cruzi presentes en los
sueros donados y utilizados para la realizacion de este trabajo. Se utilizaron dos cepas
del parasito como antigenos de referencia, la cepa Querétaro como referencia a ensayos
de inmunoensayo ELISA realizados a nivel Nacional, y la cepa Y como cepa de referencia
para pruebas realizadas a nivel Latinoameérica e internacional puesto que muchas de las
pruebas comerciales utilizan antigenos provenientes de esa cepa (Almeida, Covas et al.
1997, Oelemann, Teixeira et al. 1998, Pinho, Pedrosa et al. 1999, Sanchez, Monteon et
al. 2001, WHO 2010, Cervantes-Landin, Martinez-Martinez et al. 2014, Cervantes-Landin,
Martinez et al. 2014).

En cuanto a los resultados obtenidos usando extractos totales de epimastigotes de
ambas cepas de referencia, podemos observar que los datos de los sueros reactivos
muestran mayor dispersion que los sueros no reactivos. Se utilizaron tres diluciones

distintas 1:50, 1:100 y 1:200 para identificar aquella dilucidon en la que se representaran
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mejor los datos, ademas de ver el limite detectado por los anticuerpos de las muestras
(Figura 28).
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Figura 29. ELISA casero con extractos totales de epimastigotes de la cepa Querétaro y de la cepa
Y. Diagramas de dispersion de los ensayos de ELISA con extracto total de epimastigotes de las cepas
Querétaro y Y. Para estandarizar las condiciones de la prueba, se utilizaron tres diluciones distintas de los
sueros para cada caso. A) Dilucién 1:50 de los sueros evaluados con extracto total de epimastigotes
Querétaro. B) Dilucion 1:100 de los sueros evaluados con el extracto total de epimastigotes Querétaro. C)
Dilucién 1:200 de los sueros evaluados con el extracto total de epimastigotes. D) Dilucién 1:50 de los sueros
evaluados con extracto total de epimastigotes de la cepa Y. E) Dilucién 1:100 de los sueros evaluados con
extracto total de epimastigotes de la cepa Y. F) Dilucion 1:200 de los sueros evaluados con extracto total
de epimastigote de la cepa Y. En cada grafico de dispersidon se muestra la media de tres evaluaciones, y

la desviacion estandar.

Para reporte y analisis de datos se tomaron en cuenta los resultados obtenidos en la

dilucion 1:50 dado que con en esta concentracion se observaron los mejores resultados,
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aunado al hecho de que en los laboratorios de diagnédstico esta es la diluciéon con la que
se trabaja comunmente. El punto de corte (COV) se establecié como se menciona en
materiales y métodos, tomando en consideracion la media mas 2.5 desviaciones estandar
(SD) (Tabla 9). Tanto con los extractos de la cepa Querétaro como con la cepa Y, se
obtuvieron como positivos solo 8 de los 9 sueros reactivos (88.88%), mientras que, para
los sueros con reactividad negativa obtuvimos el mismo resultado previo en el 100% de
los casos (6/6). Finalmente, una muestra reactiva, mostré no ser reactiva a T. cruzi
mediante este ensayo, esto podria ser un reflejo de lo reportado en la literatura, donde
se menciona la existencia de muestras con resultados discordantes entre las técnicas

empleadas.

Tabla 25. Resultados obtenidos en un ensayo de ELISA con extracto total de epimastigotes de la

cepa Querétaro y cepa Y.

NUM. MUESTRAS RESULTADOS ELISA
CEPA REACTIVIDAD
Analisis previo | ELISA casero | COV | Zona gris Media | SD
Positiva 9 8 0.96 [0.419
Querétaro 0.42210.380- 0.464
Negativa 6 7 0.26 |0.065
Positiva 9 8 1.01 [0.492
Y 0.24110.217- 0.265
Negativa 6 7 0.15 [0.038

Se realizaron ensayos de ELISA con extractos de tripomastigotes derivados de
cultivo celular de la cepa Querétaro, utilizando las mismas diluciones que en el ensayo
anterior (1:50, 1:100, 1:200). Donde se observaron resultados similares a los anteriores,
una distribucién mas amplia en los sueros con reactividad positiva y 29una distribucion

mas concentrada entre muestras negativas (Figura 29).

156



APENDICE Il

1:50 1:100 1:200
0254 0204 0154
0201 . o
[ 0.154 [
15 . N 0104
o = 04 = o —3:— .
0.10
Q 4101 Q . . o . #
o0 . o . 0.054 oo
0.054 al
0054 —=—
000 : . 0.00 , , 0.0 . ;
) ) o o ) )
.;\40 (\Ao 4\\‘40 \\‘40 .\40 .\Qo
'3 'y 3 2 é’\ é}
& & < S & ¢
]
N ¥ N

Figura 30. ELISA casero con extractos totales de tripomastigotes de la cepa Querétaro. Se realizaron
ensayos de ELISA de extractos totales de tripomastigotes de la cepa Querétaro como antigeno. Se
emplearon tres diluciones distintas (1:50, 1:100 y 1:200), para detectar el nivel mas bajo de reactividad de
los sueros. Se muestran los graficos de dispersion con la media de cada muestra evaluada por triplicado,

asi como la desviacion estandar.

Al realizar un analisis de las muestras en la dilucién 1:50, encontramos una
concordancia de los datos del 73% con los resultados obtenidos previamente en el
diagnostico de las muestras. De las 9 muestras positivas obtuvimos el 55.55% de
concordancia (5/9), menor al observado en la prueba anterior, sugiriendo la posibilidad
de que en el uso de proteinas de totales de epimastigotes incrementara la existencia de
fasos negativos puesto que ya se ha observado que algunas proteinas sintetizadas por
este estadio del parasito producen reactividad cruzada (Tabla 19). El 80% de las
muestras negativa (5/6) arrojaron un resultado similar al visto tanto en por el analisis
previo (diagnodstico) como por el ensayo anterior (ELISA con proteinas de epimastigotes).
No obstante, se obtuvieron 2 pruebas que cayeron en la zona gris 0 zona indeterminada,
evento que ocurre comunmente en los analisis de muestras sanguineas. El numero de
pruebas discordantes incremento ya que, de sélo tener una muestra positiva con un
resultado negativo, en este caso se obtuvieron 3 de ellas lo que representa el 20.0% del

total de muestras.
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Tabla 26. Resultados obtenidos en ELISA con extracto total de tripomastigotes de la cepa Querétaro.

Num. Muestras Resultados ELISA
Cepa Reactividad
Analisis previo | ELISA casero | COV |Zonagris |Media |SD
Positiva 9 5 0.082 |0.042
Querétaro | Negativa 6 8 0.064 | 0.057 - 0.07 | 0.055 [0.004
Indeterminada | 0 2 Nd Nd

Dado que las muestras analizadas hasta este momento eran pocas, y de acuerdo
con los resultados obtenidos, decidimos realizar un ensayo de ELISA de todas las
muestras recabadas (112), utilizando como antigeno extracto total de tripomastigotes de
la cepa Querétaro ya que al tratarse del estadio presente en el hospedero mamifero este
podria arrojar mejores resultados de especificidad. En este caso se utilizé unicamente la
dilucion 1:50, ya que los resultados previos nos indicaron que es una dilucion lo

suficientemente optima para identificar las muestras positivas y negativas.

Como era de esperar, se observo una dispersion mas amplia en las muestras
positivas que en la no reactivas (Figura 30A). Al analizar los datos con el valor de corte
calculado, los resultados indican que no todas las muestras dieron el resultado previsto,
pues 45 de las 59 muestras reactivas dieron un resultado positivo, 12 se quedaron en la
zona indeterminada, es decir, no sabemos si se tratan de muestras positivas o negativas,
por lo que, con lo establecido en el reglamento de la OMS para diagnoéstico de ECh
deberian hacerse al menos dos pruebas extras para estas muestras, y finalmente dos
muestras dieron valores francamente negativos. Se obtuvo una concordancia baja entre
los resultados negativos del 32.08% (17/53), ya que la mayoria de las muestras
permanecieron en la zona indeterminada (28/53), y 9 muestras negativas arrojaron

resultados positivos.
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Figura 31. ELISA casero con extracto total de proteinas de tripomastigote de la cepa Querétaro. Las
59 muestras reactivas y las 53 muestras no reactivas fueron analizadas por ensayo de ELISA casero,
usando extracto total de proteinas de tripomastigotes de la cepa Querétaro. A) Dispersion de datos
obtenidos en el ensayo de ELISA, donde se representan los resultados obtenidos en la media de un ensayo
realizado por triplicado, a una dilucion 1:50 de los sueros, asi como la desviacion estandar obtenida por
estos datos. B) Tabla general de los resultados obtenidos, valor de corte (COV), media de los resultados

obtenidos y desviacion estandar (SD).

Amplificacion de secuencias especie-especificas

También utilizamos una prueba no convencional para la detecciéon de T. cruzi en
sueros humanos, se trata de la amplificacién de secuencias especie-especificas, aunque
es una prueba poco utilizada debido a que los ensayos serologicos se realizan en la etapa
conica de la enfermedad, y como es bien sabido, en esta etapa los niveles de parasitemia
son indetectables. Habitualmente se utilizan secuencias repetidas del genoma del
parasito, ya sé del cinetoplasto como del DNA nuclear, en este caso utilizamos dos
secuencias repetidas del DNA gendmico, la secuencia repetida C6, y la region intergénica

del miniexén.
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Primero realizamos una curva de deteccion, y ya que contabamos tanto con
muestras seroldgicas como con muestras de sangre total, era importante identificar la
sensibilidad del sistema. Realizamos una extraccion de ADN de una muestra de sangre
de un paciente sin evidencias de historial clinico o serolégico. A la que se le adicionaron
cantidades pequefias de parasitos de la cepa Y, en cantidades decrecientes a escala
logaritmica (Figura 31). Se evalué tanto la sensibilidad en sangre completa como en
suero. Ademas, se metieron como controles, muestras provenientes de ratones que

fueron infectados con 1x10° TM de tres cepas distintas: NM1, CI2 y CL Brener.
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Figura 32. Deteccion de ADN de T. cruzi en muestras serolégicas mediante la amplificacion de la
secuencia repetida C6 de DNA nuclear del parasito. Los productos de amplificacion de la secuencia C6
se corrieron en geles de agarosa al 1%, obteniendo un amplificado de 330 pb. La amplificaciéon de este
producto indica que se pudo detectar de ADN del parasito presente en cantidades decrecientes en una
muestra sanguinea/serolégica (carriles del 4-7), asi como la deteccion del parasito en sangre de ratones
infectados con el aislado CI2 y la cepa CL Brener, carril 9 y 10 respectivamente. Como control positivo se
utiliz6 ADN de la cepa Y, y como control negativo muestra sin DNA. M= Marcador de tamafio molecular
1Kb plus de ADN ladder Invitrogen™,
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La sensibilidad del sistema fue identificada en 10 parasitos para las muestras seroldgicas,
ya que con esa cantidad fue posible obtener un amplificado de 330 pb. Sin embargo, en
sangre total no fue posible detectar el DNA de mil epimastigotes. En el caso de la sangre
de ratones con 150 dias post-infeccion, observamos que a excepcion de la cepa NM1, se
pudo detectar el DNA contenido en la muestra biolégica, procedente de un organismo

infectado con T. cruzi.

Una vez establecidas las condiciones de sensibilidad procedimos a amplificar la
secuencia C6 del ADN extraido de las muestras serologicas (Figura 31). Realizamos una
primera amplificacion, sin embargo, no pudimos detectar ADN del parasito del tamafio
esperado (R4, R8, R9, NR2 y NR3) (Figura 32A). El resultado obtenido en los controles
positivos, que consistia en sangre de ratones infectados con tripomastigotes metaciclicos
del aislado CI2 y la cepa control CL Brener nos indicaban que no se debia a las
condiciones de amplificacion (Figura 32B). Por tanto, llevamos a cabo una segunda
amplificacion utilizando como control de deteccion ADN de un parasito en una alicuota
de 200 pL de sangre, y como control negativo ADN de sangre libre de parasitos (Figuras
32C y E). Los resultados indicaron que no era posible detectar ADN de un parasito, es
decir que el sistema era poco sensible, por tanto, realizamos una PCR anidada usando
oligonucledtidos internos a la secuencia C6 (C6 anidado sentido &
AAAGGCAGGAATTATCGAGGA 3, C6 anidado antisentido 5
ATCCATTGGGAGCCGTGTC 3’) (Figuras 32D y F).
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Figura 33. Deteccién de T. cruzi en muestras serolégicas a través de la amplificacién de la secuencia
repetida C6. Los productos de amplificaciéon fueron corridos en geles de agarosa al 1%, se obtuvo un
producto de 33pb o 313 pb (PCR anidada) en aquellas muestras donde fue posible detectar ADN del
parasito. A) Amplificacion de la secuencia C6, con un producto de 330 pb para las muestras serolégicas
positivas. B) Amplificado de 330 pb de la secuencia C6 de los controles de positivos. C) Amplificacion de
la secuencia C6 de muestras seroldgicas reactivas a T. cruzi. D) El producto de 313 pb de una PCR anidada
de la secuencia C6, indica que las muestras reactivas (en C) fueron positivas a la deteccion de ADN del
parasito. E) Amplificacion de la secuencia C6 de 5 muestras serolégicas no reactivas a T. cruzi. F) El
producto de 313 pb de una PCR anidada de la secuencia C6, indica que las muestras reactivas (en E)
fueron positivas a la deteccién de ADN del parasito. M= Marcador de tamafio molecular 1Kb plus de ADN

ladder Invitrogen™.
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Los resultados mostraron una banda de 313 pb para las muestras R1, R6, R7, R8, R9,
NR1, NR2, NR3, NR4 y para el control positivo. No se observé amplificacion en las
muestras R2, R3, R4, R5, NRS y el control negativo. Estos resultados nos indicaban que
con la PCR anidada es posible detectar la presencia de hasta de un parasito en sangre,
aumentando la sensibilidad de la prueba. En el caso de las muestras reactivas en las que
no se identific6 el ADN de T. cruzi, es posible que se deba a la carga parasitaria o
degradacion de la muestra. Es importante sehalar que se obtuvo producto de
amplificacion en los sueros donados como negativos, ya que este tipo de muestras
muchas veces es utilizado para su uso en transfusiones sanguineas, pudiendo transmitir

la infeccidon con T. cruzi.

También realizamos la amplificacién del IR del miniexon de 9 muestras reactivas y 5
muestras no reactivas, como control positivo se utilizO ADN de epimastigotes en fase
logaritmica de cultivo de la cepa Y, y como control negativo ADN extraido de sangre no
contaminada con el parasito. Se observé una banda de 350 pb para las muestras R1, R2,
R3, R5, NR1, NR2 y NR3, que ademas de indicar la presencia de ADN del parasito en
estas muestras, muestra que este ADN proviene de parasitos Tcl, mientras que, el control
positivo (ADN de epimastigotes de la cepa Y) amplific6 una banda de 300 pb

correspondiente a Tcll (Figura 33).
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El producto de ampilificacion fue corrido en geles de agarosa al 1.5%, un producto de 300 o 350 pb
indicaban que las muestras eran positivas a la presencia de ADN del parasito. Como control positivo de
reaccion se utilizd ADN de epimastigotes de la cepa Y en fase logaritmica, y como control negativo muestra

libre de ADN del parasito. M= Marcador de tamario molecular 1Kb plus de ADN ladder Invitrogen™.
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