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1. Abreviaturas

°C

pL

mL

ng

HE
ADN
ARN
ADNsa
PBS
DAPI

dNTP

SFB
BHI
PFA
GPI
hs
gPCR
CO;
pb
PI3K

PIP3

Grado Celsius

Microlitros

Mililitros

Nanogramos

Microgramos

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico
Desoxirribonucleasa

Tampén salino de fosfato
4',6-diamino-2-fenilindol
Desoxinucledsido -5 - trifosfato
Aceleracion de la gravedad terrestre
Suero fetal bovino

Brain-Heart Infusion
Paraformaldheido
Glucosilfosfatidil inositol

Horas

Reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real
Didxido de carbono

Pares de bases

Fosfoinositol 3-quinasa

Fosfatidilinositol (3,4,5) -trisfosfato
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2. Resumen

Typanosoma cruzi (T. cruzi) es el protozoario causante de la enfermedad de Chagas,
patologia que afecta a millones de personas alrededor del mundo, no solo en el centro
y sur de América, sino que también, debido a las corrientes migratorias se ha extendido
a otras regiones como Canada, EEUU y Espafia, constituyendo de esta manera un serio
problema sanitario y econdmico. El pardsito atraviesa un ciclo de vida bastante
complejo, el cual involucra un insecto triatomino, hematéfago que funciona como
vector, y un hospedero vertebrado. Presenta al menos cuatro estadios principales bien
diferenciados relacionados a los distintos entornos a los que se enfrenta. La forma
amastigota se encuentra en las células del hospedero mamifero, siendo la Unica forma
intracelular, asi como replicativa en este organismo. La misma se encuentra en estrecho
contacto con el hospedero vertebrado siendo esencial para la proliferacion vy
mantenimiento del pardsito dentro del mismo. Sin embargo, a pesar de su relevancia
bioldgica, estas formas han sido poco exploradas, dirigiendo la mayor parte de las
investigaciones hacia una aproximacion in vitro de las formas epimastigotas del parasito.
No obstante, muchas veces el uso de este ultimo como modelo de estudio no alcanza
para contestar determinadas preguntas bioldgicas. Por otro lado, dado que aun se
conoce poco de los factores que desencadenan la amastigogénesis primaria, existe
cierta controversia en cuanto a la validez de los amastigotas axénicos (obtenidos en
cultivo in-vitro fuera de células de mamifero) como un modelo representativo de
amastigotas intracelulares. En este trabajo se puso a punto y se establecié una infeccién
de T. cruzi en células de mamifero. Se extrajeron amastigotas intracelulares, asi como
también se generd un cultivo in vitro de amastigotas axénicos. Con el fin de realizar un
analisis comparativo entre ambos modelos, se evalud la expresion diferencial de
proteinas de superficie para distintos genes por qPCR. Se encontré proteinas
diferencialmente expresadas pertenecientes a este grupo tanto en amastigotas axénicos
como amastigotas celulares. Asimismo, se logré comparar morfolégicamente ambos
modelos por Microscopia Electrénica de Barrido, halldndose asi notables similitudes
microscépicas. Con estos resultados se intentd aportar datos relevantes hacia un tema

gue genera polémica dentro de la comunidad.
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3. Introduccion

3.1 Introduccién
3.1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es
una enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoo Trypanosoma
cruzi. La enfermedad lleva el nombre del médico e investigador brasilefio que la

descubrié en 1909, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (WHO, 2018).

Presenta dos fases claramente diferenciadas. Una fase inicial o aguda que dura
entre 4 y 8 semanas, y una fase crénica que persiste durante toda la vida del huésped.
La fase aguda presenta parasitos circulantes en la sangre y es usualmente asintomatica
o puede presentar leves sintomas no especificos, probablemente debido a que la carga
parasitaria aun es leve. Entre los sintomas, los que mas se destacan son dolores de
cabeza, edema en las extremidades inferiores o en la cara, dolor abdominal y/o toracico,
erupcidon cutanea, diarrea, miocarditis y mas raramente meningoencefalitis. Sin
embargo, hasta un 70% de los casos nunca desarrollara manifestaciones clinicas de esta
naturaleza. El tratamiento para esta enfermedad es dificil y es recomendado
Unicamente para pacientes con infeccién aguda. La utilizacién de drogas antiparasitarias
en este estadio puede curar la infeccidn y prevenir manifestaciones crénicas. Los Unicos
medicamentos disponibles son benznidazol y nifurtimox, que producen efectos
secundarios graves. Los datos son escasos en cuanto a la efectividad del medicamento
para pacientes con infecciones crénicas. Las manifestaciones clinicas en la fase aguda de
la enfermedad se resuelven espontdaneamente en un 90% de los pacientes infectados,
incluso si estos no fueron tratados (Rassi Jr, 2010). Los pacientes que no desarrollaron
sintomas tienen la forma indeterminada de la enfermedad de Chagas crénica, que es
definida por la presencia de la infeccion y confirmada a través de pruebas seroldgicas
y/o parasitarias. La mayor parte de la poblacion infectada en areas endémicas se
encuentran dentro de esta fase indeterminada de la enfermedad (Nunes, et al., 2013).
Aproximadamente un tercio de los pacientes progresan desde dicha fase hacia una fase
determinada en la cual surgen sintomas y signos crénicos (Malik, et al., 2015). Las

presentaciones clinicas de esta fase involucran patologias en drganos especificos,
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especialmente el corazdn, el eséfago o el colon, que estan agrupados en tres formas
principales de la enfermedad: cardiaca, digestiva o cardio-digestiva (Nunes, et al., 2013).
Durante el transcurso de la misma, los parasitos permanecen ocultos principalmente en
el musculo cardiaco y digestivo. Hasta un 30% de los pacientes sufren trastornos
cardiacos y hasta un 10% presentan alteraciones digestivas (tipicamente,
agrandamiento del eséfago o del colon), neuroldgicas e incluso mixtas. Con el paso de
los afios, la infeccidon puede causar muerte subita por arritmias cardiacas o insuficiencia
cardiaca progresiva por destrucciéon del musculo cardiaco y sus inervaciones (WHO,

2018).

La fase crdnica dura toda la vida del individuo y resulta en una disminucidn en su
esperanza de vida (Nunes, et al., 2013). El equilibrio entre la contenciéon inmunoldgica
mediada por el parasito y el dafio provocado en los tejidos del huésped a causa de la

inflamacién, probablemente determinan el curso de la enfermedad (Rassi Jr, 2010).

3.1.2 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es la enfermedad mas frecuente de las enfermedades
tropicales transmisibles en América Latina. Datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(World Health Organization, WHO) calculan que en el mundo hay cerca de 8 millones de
personas infectadas por Trypanosoma cruzi, el parasito causante de esta enfermedad.
Se encuentra sobre todo en zonas endémicas, donde se transmite a los seres humanos
principalmente por las heces u orina de insectos triatominos conocidos como vinchucas,
chinches o con muchos otros nombres, segln la zona geografica. Esta patologia ha sido
clasificada dentro del grupo de enfermedades desatendidas debido a la baja inversién

historica por parte de la industria farmacéutica (WHO, 2018).

Existe un promedio de aproximadamente 10.000 muertes anuales por
complicaciones en las fases aguda y crénica de la enfermedad. Incluso los numeros
coinciden en que provoca mas muertes por afo que cualquier otra enfermedad
transmitida por parasitos incluyendo la malaria (Moloney, 2009). Se estima ademas, que
alrededor de 100 millones de personas en las Américas viven en dreas de exposicidon y
estan en riesgo continuo de contraer la enfermedad. Esta reportado que la incidencia

anual es de casi 56.000 casos (PAHO, 2018). La enfermedad de Chagas se encuentra
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principalmente en la parte continental de América Latina (y no en las islas del Caribe),
pero en las Ultimas décadas se ha observado con mayor frecuencia en los Estados Unidos
de América, Canada, muchos paises europeos y algunos del Pacifico Occidental (WHO,

2018).

El principal mecanismo de transmision es vectorial, por hemipteros (chinches), de
la Subfamilia Triatominae (con alimentacién hematdfaga). Estos insectos pueden vivir
en las grietas y en las ranuras de viviendas mal construidas en las zonas rurales o
suburbanas. Normalmente se esconden durante el dia y se vuelven activos durante la
noche, cuando se alimentan de sangre, incluso humana. Por lo general pican una zona
expuesta de la piel o mucosas (labios, conjuntiva, etc.), y el insecto defeca cerca de la
picadura. Los pardsitos entran en el cuerpo cuando la persona instintivamente rasca las
heces del insecto en la picadura, y contamina los ojos, la boca, o en cualquier lesién que
comprometa la integridad de la piel. Otras modalidades de transmisién son
transfusional, congénita, trasplantes de dérganos u oral (PAHO, 2018).
A pesar de que han sido identificadas 140 especies de triatominos (Schofield, 2009),
solamente algunos son vectores competentes para T. cruzi; particularmente Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus, y Triatoma dimidiata son los vectores mds importantes en
la transmision de T. cruzi al hombre (WHO, 2002). Estos vectores se encuentran
desigualmente distribuidos por el Sur de América, por lo que cada regiéon posee un
vector principal de la enfermedad: en el Cono Sur es Triatoma infestans, en
Centroamérica Rhodnius prolixus, mientras que Triatoma dimidiata se encuentra
diseminado desde el centro de México hasta Panama3, registrandose también focos en

ciertos lugares de Colombia, Venezuela, Ecuador y el norte de Peru (Cerecetto, 2012).

Actualmente no existe vacuna contra la enfermedad de Chagas. El control integrado
de vectores es el método mas eficaz de prevenir la enfermedad. El cribado de la sangre
donada es necesario para prevenir la infeccién por transfusiones sanguineas y donacién
de drganos. Resulta ser una enfermedad muy dificil de erradicarse, debido al gran
numero de animales silvestres que sirven de reservorio a este parasito en las Américas.
Por esta razon es que todos los esfuerzos son dirigidos hacia el control continuo y
prevencion de la transmisidén, asi como también lograr que la poblacién infectada y

enferma tenga acceso temprano a la asistencia sanitaria (WHO, 2018). En el afio 1991 la
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Organizacion Mundial de la Salud, con el fin de disminuir la transmisién vectorial y
transfusional, liderd un plan para eliminar el vector de la enfermedad de Chagas en dreas
endémicas. Estas acciones de control permitieron que Uruguay se encuentre
actualmente en un estado avanzado de control vectorial, con interrupcién de la

transmisidn, certificada desde 1997 (OPS, 2004).

3.1.3 Generalidades de T. cruzi

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protista perteneciente a la Clase
Zoomastigophora, Orden Kinetoplastidiae, Familia Trypanosomatidae,
GéneroTrypanosoma y Subgénero Schizotrypanuma. Su clasificacidn taxondmica
constituye una poblacién muy heterogénea que consiste en un gran nimero de cepas
con diferentes caracteristicas en relaciéon a distintas propiedades como la tasa de
crecimiento, virulencia, perfil antigénico, patogenicidad, tropismo y sensibilidad a

drogas antichagasicas.

El ciclo de vida del parasito alterna entre formas no infectivas e infectivas.
Epimastigota y amastigota son formas replicativas en el intestino del vector hematdéfago
y dentro de la célula de mamifero, respectivamente. La etapa tripomastigota es infectiva
pero no replicativa y también puede encontrarse en dos etapas de diferenciacién
diferentes: los tripomastigotas sanguineos, que se encuentran en la sangre de los
vertebrados hospedero y los tripomastigotas metaciclicos, que se encuentran en el recto
del insecto vector (Buscaglia, 2003; Pech-Canul, et al., 2017). Los distintos estadios han
sido definidos inicialmente en base a sus caracteristicas morfoldgicas que implican
cambios a nivel celular en los que se incluyen cambios en composicion de superficie, asi
como cambios en el metabolismo. Mientras que epimastigotas son altamente activos en
vias relacionadas al catabolismo y anabolismo, los tripomastigotas presentan bajos
niveles de transcripcién y traduccién, especialmente en adherencia e infeccién celular.
Por otro lado, aunque los amastigotas sean metabdlicamente mas activos que los
tripomastigotas, no tienen la versatilidad de respuesta frente a diferentes situaciones

nutricionales (Berna, et al., 2017).

T. cruzi es un organismo unicelular que presenta diferencias en los procesos

nucleares en comparacién con otros eucariotas. Sin embargo, su nucleo presenta una
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organizacién estructural semejante al de una tipica célula eucariotas. El mismo tiene una
longitud de aproximadamente 2.5 um de diametro y contiene un nucléolo centralizado
en epimastigotas (Schenkman, et al., 2011). En amastigotas el nucleo se muestra de
forma esférica y también presenta un nucléolo central. Cuando el mismo es comparado
con los tripomastigotas metaciclicos se observan claras diferencias, aparece una especie
de organelo elongado con alto contenido de heterocromatina y carente de nucléolo.
Presenta una membrana nuclear tipica provista de poros y la cromatina condensada

dispersa a lo largo del nucleoplasma (Elias, et al., 2001).

Ademas, posee una mitocondria Unica que se extiende a lo largo del cuerpo celular.
La matriz mitocondrial posee una regidn especializada formada por ADN extranuclear
correspondiente al genoma mitocondrial, denominado kinetoplasto, el cual puede llegar
a representar hasta el 25% del ADN total del parasito (Hoffmann, 2016; Shapiro and
Englund, 1995). T. cruzi presenta un flagelo responsable de su movilidad. En las formas
epimastigota y tripomastigota el flagelo esta adherido al cuerpo del pardsito. También
puede observarse en amastigotas, pero el mismo tiene un tamano muy corto. El flagelo
muestra un arreglo tipico de nueve pares de dobletes de microtubulos periféricos y un

par central.

3.1.4 Ciclo devidade T. cruzi

T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo que involucra varias etapas de desarrollo
alternando entre hospederos vertebrados e invertebrados (Souza, 2009). Entre estos
estadios se encuentran formas de vida replicativas y no replicativas, asi como también
formas infectivas y no infectivas. Las formas amastigotas y tripomastigotas sanguineos
se encuentran en el hospedero mamifero, mientras que en el insecto vector se

desarrollan las formas epimastigota y tripomastigota metaciclico (De Carvalho, 1986).

El ciclo de vida comienza cuando el insecto vector ingiere tripomastigotas
sanguineos presentes en la sangre del hospedero mamifero infectado. Una vez
ingeridos, la mayoria de los tripomastigotas mueren en el estémago del insecto, aquellos
qgue logran sobrevivir luego de unos dias se transforman a la forma epimastigota no
infectiva. Estos migran hacia el intestino donde comienzan a dividirse intensamente. En

las regiones mas posteriores del intestino delgado y el recto del vector, tiene lugar una
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nueva diferenciacion (metaciclogénesis), donde los epimastigotas se transforman en
tripomastigotas metaciclicos infectivos no proliferativos. Estos tripomastigotas
metaciclicos se liberan junto con las heces del insecto cuando el insecto vuelve a
alimentarse con sangre de un nuevo mamifero no infectado pudiendo llegar al torrente
sanguineo del mismo a través de la herida causada o a través de mucosas. En el torrente
sanguineo del nuevo hospedero infectado, los tripomastigotas metaciclicos pueden ser
ingeridos por macréfagos pudiendo infectar ademas fibras cardiacas y de musculo liso.
Los tripomastigotas penetran en la célula hospedera. Una vez en el mamifero, los
tripomastigotas se internalizan en las células en vacuolas endociticas conocidas como
vacuolas parasitoforas. Luego de la acidificacién del medio, los tripomastigotas se van
diferenciando en amastigotas a la vez que se liberan en el citoplasma de la célula luego
de romper la vacuola. Los amastigotas intracelulares proliferan activamente en el
citoplasma y después de varias rondas de replicacion, cuando se llega a un niumero
critico de parasitos intracelulares los amastigotas se diferencian en tripomastigotas
sanguineos y ocurre la lisis celular. Los tripomastigotas sanguineos pueden infectar a
otras células o alcanzar el sistema circulatorio pudiendo ser ingeridos por un insecto

vector, completando el ciclo (de Souza, et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. Los tripomastigotas metacicliocos derivados de epimastigotas en el

Amastigota
intracelular

insecto vector son transmitidos al hospedero mamifero a través de sus heces. Una vez dentro del
mamifero, invaden sus células y son rdpidamente dirigidos hacia la vacuola parasitofora. Dentro de las
vacuolas comienza su transformacion hacia la forma amastigota (2-8 hs), luego ésta se rompe y los
pardsitos se localizan en el citoplasma (8-16 hs). Los amastigotas intracelulares comienzan a dividirse 24
hs post infeccidn, y contindan replicdndose cada 12 hs durante 5-6 dias. Finalmente, se diferencian hacia
tripomastigotas y rompen la célula liberédndose a la circulacion del hospedero y diseminando la infeccion.
Extraido y modificado de (Caradonna and Burleigh, 2011).

3.1.5 Particularidades celulares y de biologia molecular de T. cruzi

Tal como se comentd previamente T. cruzi es un organismo unicelular que presenta
al menos cuatro estadios bien diferenciados: epimastigotas, tripomastigotas
metaciclicos, tripomastigotas sanguineos y amastigotas (Caradonna and Burleigh, 2011).
Durante el proceso de transicién de un estadio al otro, el parasito exhibe cambios en el
metabolismo y modificaciones profundas en morfologia en cuanto al tamafio y forma

celular, posicién de nucleo y kinetoplasto asi como la longitud del flagelo.

En principio los epimastigotas tienen un tamafio que oscila entre 10 y 20 um de

largo, pero a medida que viajan por el intestino del insecto crecen y aumentan 10 um
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en longitud. Alli es donde se diferencian a tripomastigotas metaciclicos. Los
epimastigotas tienen un flagelo anclado cerca del centro del cuerpo del parasito y el
kinetoplasto con formas de disco tiene una ubicaciéon anterior al nucleo. Los
tripomastigotas metaciclicos miden aproximadamente 20 um de largo y 3 um de
diametro y tienen el nucleo cercano a la parte posterior de su cuerpo. En este caso el
kinetoplasto se ubica posterior al nucleo. Tienen ademas, un flagelo libre anclado a una
membrana ondulante en el cuerpo. Si bien, desde el punto de vista parasitoldgico los
tripomastigotas metaciclicos y los sanguineos son casi indistinguibles morfolégicamente
y parecen compartir las mismas propiedades bioldgicas pues son capaces de
interaccionar e invadir la célula hospedera, existen diferencias a nivel de su biologia
molecular que permiten su identificacién. Las formas metaciclicas y las formas
sanguineas presentan antigenos especificos presentando ademas modos diferentes de
interaccionar con el hospedero. Los ultimos estan expuestos a las moléculas efectoras
del sistema inmune del hospedero mamifero, incluyendo anticuerpos especificos. Estas
formas celulares expresan en su superficie multiples miembros de una gran familia de
moléculas, las mds caracterizadas son las mucinas y las transialidasas, asociadas a
proteccion y evasién del sistema inmune del hospedero (Burleigh and Andrews, 1995;

De Pablos and Osuna, 2012; Navarro, et al., 2003).

Los primeros pasos del proceso de interaccion entre T. cruzi y la célula hospedera
se pueden dividir en tres etapas: adhesién y reconocimiento, sefializacién e invasion (de

Souza, et al., 2010).

En el paso de adhesion esta implicado el reconocimiento de moléculas presentes en
la superficie de las células del parasito como diversas glicoproteinas y distintas
proteasas, y del huésped en las que se destacan moléculas similares a lectinas, residuos
de carbohidratos y distintas integrinas que funcionan como receptores (de Souza, et al.,

2010) (Figura 3).

Después de la unidn y el reconocimiento del parasito por la superficie de la célula
huésped, tiene lugar una serie de procesos de senalizacion celular que culminan en la
invasion del parasito en la célula hospedera (de Souza, et al., 2010)(Figura 2). En los

momentos iniciales del reconocimiento, tanto en el pardsito como en la célula
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hospedera, se produce un aumento transitorio de los niveles citoplasmaticos de calcio

(Yoshida, 2008) (Garzoni, et al., 2003).

Figura 2 Modelo de la invasion de T. cruzi. El modelo indica tres mecanismos distintos de entrada del
parasito en la célula huésped. (a) la ruta dependiente de lisosomas se inicia por la endocitosis requlada
por Ca2+ de los lisosomas en la membrana plasmadtica; (b) en la via dependiente de la actina, los
tripomastigotas penetran en una célula huésped a través de la expansion de la membrana plasmdtica que
culmina en el ensamblaje de una vacuola; (c) en la via independiente de lisosomas, los pardsitos entran en
las células a través de la invaginacion de la membrana plasmdtica que acumulan PIP3 (producto de la
activacion de PI3K de clase 1). Finalmente, la forma del tripomastigota se transforma gradualmente en una
forma amastigota con lisis simultdnea de la membrana de la vacuola parasitofora. Entonces, los
amastigotas en contacto directo con el citoplasma comienzan a dividirse. Extraido y modificado de (de
Souza, et al., 2010).

La via dependiente de los lisosomas se inicia mediante la exocitosis regulada por
Ca2 + dirigida de los lisosomas en la membrana plasmatica. Otra via utilizada para la
internalizacion del parasito en las células no fagociticas es la via independiente del
lisosoma. En este modelo, los pardsitos ingresan a las células a través de la invaginacion
de la membrana plasmatica que acumulan PIP3, el principal producto de la activacién

de PI3K de clase | (de Souza, et al., 2010).

En otro mecanismo conocido como endocitosis, se produce la participacién de los
filamentos de actina presentes. Se ha demostrado que los aumentos transitorios de
calcio en el citoplasma de la célula huésped, después de la interaccién con

tripomastigota, causan una reorganizacién del citoesqueleto de actina. Ademas, la
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despolimerizacion de los filamentos de actina en el sitio de entrada del parasito puede

potenciar la invasién del pardsito (Woolsey and Burleigh, 2004).

Los amastigotas a diferencia del resto de los estadios, presentan un tamafio mucho
menor, alcanzan un valor maximo entre 1,5y 5 um de largo. Ademas, son intracelulares
y no tienen un flagelo protuberante. Poseen una forma redondeada u oval y su

kinetoplasto se encuentra anterior al nucleo.

La amastigogénesis ocurre en una primera instancia cuando los tripomastigotas
metaciclicos de las heces de triatominos se diferencian en amastigotas dentro de las
células de los mamiferos, y un proceso secundario cuando los tripomastigotas derivados
del tejido infectado invaden nuevas células y se diferencian nuevamente a amastigotas
(Navarro, et al., 2003). Usando condiciones axénicas, varios investigadores han logrado
obtener amastigotas en cultivo axénico a partir de tripomastigotas celulares (Contreras,

et al., 2002).

CL Brener fue la cepa elegida como referencia para el proyecto gendmico de T. cruzi,
publicado en 2005. Se calculé que el genoma estaba compuesto por 12.000 genes, y que
el 50% del mismo correspondia a secuencias repetidas, mayoritariamente grandes

familias mutagénicas y retrotrasposones (El-Sayed, et al., 2005; Pech-Canul, et al., 2017).

T. cruzi presenta procesos particulares que lo diferencian del resto de los eucariotas.
Tanto su transcripcién, asi como la estructura nuclear y organizacién de la cromatina
presenta caracteristicas muy peculiares (Schenkman, et al., 2011). El genoma de los
tripanosomatidos esta organizado en grupos de genes codificantes para proteinas
ubicados en tandem en la misma cadena de ADN, separados por regiones intergénicas
relativamente cortas (Martinez-Calvillo, et al., 2010). Con algunas excepciones, los genes
no contienen intrones, y los grupos se transcriben como unidades policistréonicas
nucleares largas donde a diferencia de los operones bacterianos, los genes contenidos
en el mismo policistron no necesariamente comparten funcion relacionada. Esta
particular organizacién aunada al hecho de no haberse encontrado promotores
candnicos para la polimerasa Il, han llevado a proponer la hipdtesis de que la regulaciéon
de la expresion génica estaria dandose exclusivamente a nivel post-transcripcional

(Kramer, 2012). La maduracién de mRNAs en tripanosomas implica la adicion comun de
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un ARN de 39 nucleétidos (SL ARN) a todos los ARNm en su extremo 5’ en un proceso

conocido como trans-splicing y poliadenilacion en el extremo 3’ (Daniels, et al., 2010).

3.1.6 Moléculas de superficie de T. cruzi y su interaccion con el huésped

Con respecto a la superficie celular, T. cruzi posee un denso glycocalix formado por
un gran numero de glicoproteinas, cuya mayoria estdn unidas la membrana plasmatica
por glucosilfosfatidil inositol (GPI), que en cierta medida constituye un sello de
identidad de estos pardsitos (Morita, et al., 2000). Estas proteinas de superficie
pertenecen a varias familias multigénicas, producto de la expansion génica
caracteristico en estos parasitos (Berna, et al., 2017). Se ha demostrado que las
proteinas de membrana desempenan un papel importante en la biologia de T. cruzi,
incluida la interaccién entre el parasito y el hospedero, la resistencia al pH bajo y la
evasion del sistema inmune del hospedero. Estas proteinas se encuentran ampliamente
distribuidas en todo el cuerpo celular, el flagelo y el bolsillo flagelar de las diferentes
formas durante desarrollo (Pech-Canul, et al., 2017) e incluyen las superfamilias
transialidasas y aquellas similares a las transialidasas (TcS), mucinas (TcMUC) y MASP

(proteina de superficie asociada a mucina) (Freitas, et al., 2011) (Figura 3).

T. cruzi es incapaz de sintetizar monosacaridos de acido sidlico, por lo que se ve
obligado a adquirirlo desde el huésped e incorporarlo en moléculas de su propia
superficie de membrana. Se demostré que dos grupos de moléculas estaban implicados

en este proceso, las TcS y las mucinas TcMUC (Frasch, 2000).

Las transialidasas son una de las superfamilias de proteinas de superficie que
participa de este mecanismo. Tiene la particularidad que, en lugar de hidrolizar el acido
sidlico, puede transferirlo de los sialoglicoconjugados en el hospedero a las terminales
en los glicoconjugados del parasito. La funcién que desempena la TcS es crucial en la
patogénesis, porque la unidn de acido siadlico a la superficie del pardsito permite su
evasion de la activacion del complemento (Giorgi and de Lederkremer, 2011). Es una
familia altamente polimdrfica, comprende al menos 140 miembros, de los cuales solo
algunos presentan los residuos criticos para la actividad catalitica. Hasta el momento, 4
grupos han sido descriptos basado en la similaridad de secuencia y propiedades

funcionales. El grupo | contiene TcS activas (TCNA y SAPA) y proteinas TS-epi expresadas
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en tripomastigotas y epimastigotas, respectivamente. Las del grupo Il comprenden
glicoproteinas de superficie gp85 implicadas en la invasidon y adherencia en la célula
huésped. Dentro del grupo Ill se destaca FL-160, una proteina completamente
reguladora que inhibe las vias alternativa y clasica de activacion del complemento. Las
TcS IV estdn compuestas por genes que codifican antigenos de superficie de
tripomastigotas cuya funcion biolégica aun se desconoce (Freitas, et al., 2011; Pech-

Canul, et al., 2017).

HSPG
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Figura 3. Modelo esquemdtico donde se indican algunas moléculas involucradas en la interaccion
hospedero-pardsito. Tomado de (de Souza, et al., 2010).

Otra funcion conocida de estas (TcS) glicoproteinas es que se unen a los receptores
de la membrana de la célula hospedera, estabilizando asi el contacto entre la célula
huésped y el pardsito, a través de un motivo conservado conocido como FLY.
Recientemente, fue demostrado que este motivo alberga patrones muy similares a

aquellos con tropismo celulares en enfermedades humanas (Magdesian, et al., 2001).

El segundo grupo de moléculas implicadas en la incorporacion del acido sialico
derivado del hospedero comprende glucoproteinas de tipo mucina (TcMUC), que son las

principales receptoras del acido sidlico transferido por TS (Frasch, 2000). Las mucinas
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son los componentes mds comunmente expresados en la superficie de T. cruzi y son la
tercera familia de genes mas ampliamente expandida en el genoma, comprende
aproximadamente 863 genes (El-Sayed, et al., 2005). Se trata de glicoproteinas que se
encuentran muy O-glicosiladas con restos de azlcares unidos a residuos Ser/Thr. Tienen
dos funciones esenciales: proteger al parasito de los mecanismos defensivos tanto del
insecto como del hospedero mamifero, modulando asi la respuesta inmune a lo largo
del ciclo, y permitir la invasion en células y tejidos especificos (Buscaglia, et al., 2006;
Pech-Canul, et al.,, 2017). Esto demuestran que las mucinas son importantes en las
interacciones hospedero-parasito y que el acido sidlico de las mismas promueve la
invasion celular por tripomastigotas en la corriente sanguinea (Franchin, et al., 1997).
Ademas, las MUC podrian tener un papel en la resistencia del tripomastigota a la
escision de C3 convertasas en el complemento del suero humano (Tomlinson and Raper,
1998). Todos estos resultados indican que las mucinas de T. cruzi tienen un papel clave
en interacciones célula-célula y proteccién frente a componentes presentes en el

ambiente hostil al cual se encuentra sometido el parasito.

Esta superfamilia se divide en dos grandes grupos de genes, TcMUC y TcSMUG. La
expresion de las TcMUC se restringe Unicamente a los estadios desarrollados dentro del
hospedero mamifero. Este grupo a su vez se encuentra dividido en 3 subgrupos de
acuerdo al dominio central (TcMUC | — TcMUC Il). TcMUC | es el componente principal
en la forma amastigota, mientras que TcMUC Il es predominante en las membranas
lipidicas de tripomastigotas sanguineos. La segunda subfamilia de mucinas, TcSMUG
exhiben una variabilidad interna mucho menor que las otras dos familias, lo que puede
explicarse por su expresion durante las etapas bioldgicas en el vector de insectos, donde
estan libres de la presion del sistema inmune (Buscaglia, 2003). Estas también se dividen
en dos grupos pequefios de proteinas: small (S) y large (L) de acuerdo al tamafio del
mensajero que codifican (Pech-Canul, et al., 2017). El grupo S es el principal aceptor de
acido sidlico en la superficie del pardsito por las transialidasas y se encuentra en las
formas epimastigota y tripomastigota metaciclica. El grupo TcSMUG L, por el contrario,
codifica para glicoconjugados de tipo mucina que no aceptan aceptores de acido sidlico

y solo estdn presentes en la superficie epimastigotas (Pech-Canul, et al., 2017).
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La familia amastina es otro grupo de glicoproteinas transmembrana, que consiste
en proteinas pequenas de aproximadamente 180 aminodcidos. Se han definido 4
subfamilias en tripanosomatidos en general, de las cuales T. cruzi posee dos de ellas: B-
amastina y 6-amastina. La funcidn biolégica exacta de este grupo de proteinas aun se
desconoce, pero al ser una proteina que atraviesa la membrana podria estar asociada al
trafico de moléculas (Rochette, et al., 2005). Los niveles de transcripcion de 6-amastinas
se encuentran regulados positivamente en amastigotas en diferentes cepas de T. cruzi,
mientras que los transcriptos de B-amastina son mds abundantes en epimastigotas que
en amastigotas o tripomastigotas (Pech-Canul, et al.,, 2017). Estudios recientes han
demostrado que 6-amastina juega un papel crucial en la diferenciacién de T. cruzi; por
lo tanto, es una molécula clave responsable de la supervivencia del parasito en la etapa

intracelular (Cruz, et al., 2012).
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4. Antecedentes y objetivos

4.1 Antecedentes

A pesar de la relevancia bioldgica que presenta la forma intracelular del parasito,
visto que es esencial para la proliferacién y mantenimiento de la infecciéon en del
hospedero mamifero, la misma ha sido poco estudiada dada las dificultades que reviste
obtener dicho estadio en el laboratorio. De hecho, la mayor parte de los esfuerzos de
investigacion en T. cruzi son realizados utilizando como modelo la forma epimastigota
del parasito dado que es bastante mds accesible cultivar estas formas in vitro. Sin
embargo, el uso de epimastigotas como modelo de estudio no alcanza para contestar
determinadas preguntas bioldgicas, principalmente relacionado a mecanismos de
interaccion hospedero-patdégeno, dadas las marcadas diferencias no sélo morfolégicas
sino también bioquimicas. Considerando los problemas involucrados, la utilizacién de
un modelo intracelular seria la eleccion. Las formas amastigotas intracelulares son
dificiles de obtener en el laboratorio debido a que los protocolos de purificacidon son
tediosos, los mismos consumen mucho tiempo y la produccién es baja. Para ello se
requiere realizar infecciones de células de mamifero creciendo in vitro o infectar
modelos animales. Si bien se han establecido protocolos a partir de los cuales es posible
obtener amastigotas axénicos a partir de tripomastigotas celulares mediante incubacién
de estos en medio rico a pH acido, algunos autores dudan de la similitud de estas formas
axénicas con las formas celulares. En este trabajo se pretende poner a punto las
condiciones para establecer un cultivo in vitro de amastigotas axénicos y amastigotas
celulares para luego comparar ambas poblaciones y decidir si la forma axénica

constituye un modelo de estudio vdlido del estadio intracelular.
4.2 Objetivo general

Poner a punto y establecer una infeccion de Trypanosoma cruzi para poder
realizar una caracterizacion primaria de amastigotas intracelulares en cultivo y
amastigotas axénicos. Teniendo en consideracion los resultados obtenidos en cuanto a
las diferencias encontradas entre ambas formas, definir a nivel molecular la validez de

los amastigotas axénicos como posible modelo de estudio para dicho estadio
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intracelular. Se espera aportar datos significativos, disponibles asi para su uso, en una

tematica que genera controversia en la comunidad.

4.3 Objetivos especificos

1) Puesta a punto y establecimiento de una infeccion de T. cruzi en células de mamifero.
2) Obtencidén y purificacion de tripomastigotas celulares de la cepa CL Brener de T. cruzi.

3) Produccidn y purificacion de amastigotas axénicos a partir de tripomastigotas
celulares

4) Extraccion y purificacién de amastigotas intracelulares de la cepa CL Brener de T. cruzi.

5) Evaluacion de la expresion diferencial de proteinas de superficie en los distintos
estadios.
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5. Materiales y métodos

5.1 Medios de cultivo y soluciones utilizadas

Para el crecimiento de epimastigotas de T. cruzi se utilizé el medio de cultivo Brain-
Heart Infusion-Tryptose (BHI): 33 g BHI, 3 g triptosa, 4 g Na2HPO4, 0.4 g KCI,0.3 g
glucosa, 10 mL hemina, 990 mL H20. La esterilizacion se realizé por autoclavado durante
20 minutos a 121 2C. Se le adiciond ademas penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100
ug/mL) y 10% de suero fetal bovino (SFB) tratado 15 minutos a 652C para la inactivacién

del complemento.

Para el crecimiento de células de mamifero se utilizé medio de cultivo RPMI el cual
también se le adiciond ademas 1% penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pug/mL) y
10% de SFB tratado 15 minutos a 652C para la inactivacién del complemento (Batista,

2015).

PBS 1X: 0,145 M NaCl, 0,0027 M KCI, 0,0081 M Na2HPO4, 0,0015 M KH2PO4, pH 7,4

5.2 Infeccion de células de mamifero con epimastigotas

5.2.1 Cultivo in vitro de epimastigotas

Epimastigotas de T. cruzi de la cepa CL Brener (Zingales, et al., 1997) fueron
mantenidos en cultivo en fase exponencial de crecimiento (2x107 pardasitos/mL). Los
cultivos fueron diluidos 1:10 con medio BHI fresco suplementado con 10% de SFB
descomplementado y penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pug/mL) cada tres dias

y conservados a 28°C.

5.2.2 Cultivo de células de mamifero

Para el cultivo de células de mamifero, se dispuso de células VERO (linea celular
proveniente de fibroblastos de mono) las cuales fueron mantenidas en medio RPMI
completo anteriormente descripto, e incubadas a 372C en una atmdsfera de CO; al 5%
(Batista, 2015). El cultivo en confluencia fue lavado con PBS 1X, tripsinizado, diluido y

nuevamente sembrado para su mantenimiento.
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5.2.3 Infeccidon de células de mamifero con epimastigotas

Para las infecciones se utilizaron células VERO y epimastigotas en fase estacionaria
de al menos 20 dias. Se dispone de un cultivo de células VERO crecidas en monocapa
(50% confluencia) y se las infecta con epimastigotas en una razén de al menos 100
parasitos/célula. Se retira el medio luego de las 24 hs, se lava con PBS y se coloca medio

RPMI completo nuevo.

5.3 Infeccion de células de mamifero con tripomastigotas celulares

5.3.1 Extraccidén y purificacién de tripomastigotas celulares

Teniendo un cultivo de células VERO previamente infectado con epimastigotas de
fase estacionaria, se colecta el sobrenadante 6-7 dias post- infeccidn. Su purificacion se
lleva a cabo por centrifugaciéon a 3.000 g por 15 minutos (Batista, 2015). Se tiene 3

cultivos creciendo en paralelo de manera de obtener luego 3 réplicas bioldgicas.

5.3.2 Infeccién de células de mamifero con tripomastigotas celulares

Se tiene un cultivo de células VERO crecidas en monocapa, el cual, 24 hs luego de
su pasaje, se infectd con tripomastigotas celulares previamente purificados en una razén
de al menos 10 parasitos/célula (Batista, 2015). A las 24 hs post-infeccion, se retira el

medio, se lava con PBS 1X y se coloca medio RPMI completo fresco.

5.3.3 Tincion con DAPI

Para evaluar la infeccién, el cultivo de células es lavado 2 veces con PBS 1X.
Posteriormente, las células son fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% por 30 minutos
a temperatura ambiente. Pasado el tiempo, se retira el PFA y se agrega DAPI 1:10 (1
ug/mL metanol) dejandolo actuar 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Finalmente, se retira el DAPI y se lava 2 veces con PBS.
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5.4 Cultivo y produccion de amastigotas

5.4.1 Obtencidn y purificacion de amastigotas axénicos (in vitro)

Los amastigotas axénicos fueron obtenidos por amastigogenesis in vitro
(Hernandez-Osorio, et al., 2010). Brevemente, se incuban tripomastigotas celulares en
RMPI completo a 37 2C durante 24 hs. Posteriormente, se centrifuga a 3.000 g por 10
minutos y se incuba a 37 2C durante 2 hs. Se resuspende el pellet, conteniendo los
amastigotas axénicos purificados en 1 mL de PBS 1X, luego de centrifuga nuevamente a
3.000 g por 10 minutos y se resuspende en 1 mL de Trizol para posterior extraccién de

ARN. El procedimiento se realiza por triplicado.

5.4.2 Extraccién de amastigotas intracelulares

Para la extraccion de amastigotas intracelulares se dispone de una infeccién de 3
dias (VERO infectadas con tripomastigotas celulares). Se lava el cultivo 2 veces con PBS
1X, se tripsiniza y se provoca la lisis celular por rotura mecdnica. Se realizan dos
centrifugaciones de 10 minutos cada una, la primera a 800g y la segunda a 3000g,
obteniendo con ésta ultima los amastigotas intracelulares en el pellet (Batista, 2015). El
mismo se resuspende en 1 mL de PBS 1X, luego de centrifuga nuevamente en las mismas
condiciones y se resuspende en 1 mL de Trizol para posterior extraccion de ARN. Para
este procedimiento también se partieron de 3 infecciones mantenidas en paralelo, para

luego extraer triplicados bioldgicos.

5.5 Extraccion y cuantificacion de ARN en los distintos estadios

Para la extraccion de ARN se siguié el protocolo TRIzol™ Reagent (Invitrogen)
indicado por el fabricante, y para las tres muestras (tripomastigotas celulares,
amastigotas intracelulares y amastigotas axénicos) se procedié de la misma forma.
Brevemente, se tomé una concentracion aproximada de 2x107 parasitos solubilizados
en 1 mL de Trizol, provocando asi la lisis celular y liberacién del contenido citosdlico. Se
agrega cloroformo separandose la mezcla en dos fases, una orgdnica conteniendo las

proteinas y, otra acuosa conteniendo el ARN. Se aisla la fase acuosa y se precipita con
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isopropanol. Finalmente, el ARN se lavé con etanol 75% vy se solubilizé en H,O libre de

nucleasas. La extraccion se realizo para 3 muestras bioldgicas en los 3 modelos celulares.

Para eliminar las trazas de ADN del ARN extraido, que viniesen de la fase intermedia,
las muestras fueron tratadas con el kit DNAfree (Thermo Fisher Scientific), segun las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se incubé el ARN con Tampdn de ADNsa
| y ADNsa | y posteriormente se agregd un inactivador de la enzima, el cual por

centrifugacion permitié obtener el ARN aislado en la fase acuosa.

La cuantificacion del ARN obtenido se realiz6 mediante medidas de absorbancia a
260 nm en NanoDrop™ Lite Spectrophotometer de Termo Scientific. Para determinar la
pureza de las muestras se tuvo en cuenta el cociente Abs,so0/Abs2s0, considerando como
pura aquella muestra cuya relacién es mayor o igual a 2 por tratarse de ARN. En paraleld

las muestras fueron analizadas por un Agilent 2100 Bioanalyzer.

5.6 Analisis de expresion diferencial de genes

5.6.1 Retrotranscripcion del ARN mensajero

La generacion del ADN copia (cDNA) se realizé de igual manera para las 3 muestras.
La retrotranscripcion del ARN se llevé a cabo usando hexameros al azar como cebadores
y a la Superscript Il (Life Technologies) como transcriptasa reversa. Brevemente, 5 ug
de ARN molde fueron incubados durante 5 minutos a 65 2C con 50 ng de hexameros al
azar, 1 pL de dNTPs 10 mM y agua hasta completar un volumen final de 12 pL. Luego se
agregd 4 uL de tampdn de reaccidn 5x First-Strand Buffer para la transcriptasa reversa
Superscript Il, 2 uL de 0,1 M de DTT y 1 uL RNaseOUT (40 units/pL). Una vez incubado a
25 2C por dos minutos se afiadié 1 pL (200 unidades) de la enzima, llegando un volumen
final de 20 pL. Nuevamente se incubé a 25 2C por 10 minutos y luego a 42 oC por 50

minutos. La inactivacion de la enzima se realizdo a 70 2C durante 15 minutos.

5.6.2 PCR en tiempo real

Con el objetivo de verificar los genes para proteinas de superficie se realizaron
réplicas técnicas de cada uno de las réplicas bioldgicos para los distintos estadios del

parasito. Se emplearon 50 ng/uL como molde para amplificar los genes seleccionados,
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utilizando un par de cebadores para cada gen. La evaluacién de estos genes se
determiné usando SensiFAST SYBR Hi-Rox Kit (Bioline). Dicho kit contiene la sonda
fluorescente SYBR Green, hot start DNA polimerasa, el tampdn especifico y los dNTPs
necesarios para la reaccién. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen final
de 10 pL conteniendo los cebadores en una concentracion final de 0,4 uM. El primer
paso de la reaccion es una incubacion a 952C durante 10 minutos para activar la
polimerasa, y luego 40 ciclos a 952C por 15 segundos para desnaturalizar las hebras
seguido de 1 minuto a 609C para la hibridacion de los cebadores. Las reacciones se
llevaron a cabo en un StepOnePlus Real-Time PCR System y los datos obtenidos fueron

procesados con StepOnePlus™ Software v2.3.

Para el estudio de los resultados obtenidos, se determinaron los valores relativos
de ARN. Para dicha cuantificacion, se normalizaron los valores contra el gen control de
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (CTgen - CTgoi), y la magnitud del
cambio (fold change) se expreso como:

FC = 2_(CTgen_CTgoi) .

5.6.3 Evaluacioén de la eficiencia de los cebadores utilizados

Los cebadores que se utilizaron fueron desarrollados para proteinas de superficie
especificas en los distintos estadios del parasito. Como control interno se empled el gen
para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el cual no presenta
variaciones dentro de los distintos estadios. Para la elecciéon de cudles cebadores a
utilizar, se evalué la eficiencia de los mismos, tomandose como seleccionados aquellos

gue presentaran una eficiencia superior al 90%.

Se realiz6 el calculo de eficiencia para cada par de cebadores a partir de la pendiente
del grafico Cr vs log concentracidn donde la eficiencia queda definida como: Eficiencia =
[10A-(1/pendiente)]_1 | 35 concentraciones ensayadas se realizaron por diluciones seriadas y

correspondieron a 50, 25, 12,5y 6,25 ng de cDNA por reaccion.

5.7 Analisis morfoldgico de los distintos estadios

Tripomastigotas celulares, epimastigotas, amastigotas axénicos y celulares

purificados fueron analizados por Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Los
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parasitos fueron fijados en 4% paraformaldehido por 15 minutos. Luego de lavados con
PBS 1X, se sometieron a deshidratacion con concentraciones crecientes de acetona (30-
100%) y metalizados con oro en un Sputter Coater SCDO50/LEICA. Luego de la
metalizacion, las muestras fueron observadas en un microscopio Philips XL30,

Eindhoven, The Netherlands.
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6. Resultados y discusion

6.1 Puesta a punto de la infeccidn con T. cruzi
6.1.1 Cultivo in vitro de epimastigotas

Para analizar el comportamiento y la cinética de crecimiento de parasitos
epimastigotas in vitro en medio BHI a 282C, se comenzd un cultivo de la cepa CL Brener
y se analizd su curva crecimiento a lo largo del tiempo. Se realizaron repiques cada tres
dias diluyendo 1:10 los pardsitos en fase exponencial de crecimiento hasta una
concentracion aproximada de 2x108 parasitos/mL, para conservar el cultivo fresco y
mantener los parasitos en buen estado metabdlico. Se siguid el crecimiento de los
parasitos a través de una curva de crecimiento, la misma se comenzé a partir del cuarto
repique comenzando con una concentracion de 2x10° parasitos/mL y se realizé por

conteo directo de pardsitos de forma directa en camara de Neubauer (Figura 4).

Curva de crecimiento
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Figura 4. Curva de crecimiento de epimastigotas de la cepa CL Brener crecidos en medio BHI
suplementado con 10% de SFB a 28°C. Se muestra el promedio del conteo de tres cultivos
independientes de parasitos en cada punto de la curva analizado con el desvio estandar
correspondiente.

Pagina | 28



6.1.2 Obtencidn de una Infeccidn primaria a partir de epimastigotas estresados
nutricionalmente

Como paso inicial para obtener tripomastigotas celulares, se establecid una
infeccion primaria usando epimastigotas bajo estrés nutricional de mas de 18 dias de
cultivo. Estos parasitos son capaces de infectar células en monocapa con una menor
eficiencia que los tripomastigotas celulares. El cultivo se dejé envejecer para provocar
estrés nutricional a los parasitos acercandolos hacia un estado con caracteristicas de un
tripomastigota metaciclico, o incluso inducir su diferenciacién. Esta forma parasitaria se
ha reportado que es capaces de infectar células de mamiferos (Batista, 2015). Se
utilizaron estos pardasitos para infectar células de mamifero (VERO) en una relacién 100

parasitos/célula.

A las 24 horas de e iniciada la infeccidn, se lavd la monocapa celular con PBS para
remover los parasitos que no se internalizaron en la célula y se dejé la monocapa
infectada con medio RPMI completo. La infeccion fue seguida dia a dia por microscopia
6ptica en The ZOE Fluorescent Cell Imager. Se controld el estado de las células
infectadas, el aumento de amastigotas intracelulares conforme avanzaba la infeccién,
hasta finalmente detectar la salida de los parasitos. Al cabo de aproximadamente 10-12
dias luego de realizada la infeccién, se colectdé el sobrenadante de dicho cultivo
conteniendo los pardsitos que salieron se la célula, llamados ahora tripomastigotas
celulares. Dado que la eficiencia de infeccidon de esta poblacién de pardsitos estresados
es relativamente baja, a lo largo de la misma se observaron pocas células infectadas
obteniéndose una infeccién asincrénica y liberandose al medio de cultivo
tripomastigotas celulares a diferentes tiempos por lo que el rendimiento de
tripomastigotas celulares fue relativamente bajo pero aceptable para establecer una
nueva infeccion. Se purificaron los tripomastigotas celulares mediante centrifugacién

del sobrenadante a 3.000 g por 15 minutos.
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6.1.3 Establecimiento de Infeccidn con tripomastigotas celulares

La mayor parte de la informacion que concierne al proceso de amastigénesis in vitro
e in vivo proviene del estudio de formas de tripomastigotas derivadas de tejido también

llamados tripomastigotas celulares (Contreras, et al., 2002).

En este trabajo, se utilizaron estos tripomastigotas celulares para infectar
nuevamente células VERO semiconfluentes crecidas en monocapa en una razon de 10
parasitos/célula, y asi establecer esta vez una segunda infeccion. La infeccidon fue
seguida y controlada de la misma forma. En este caso tripomastigotas celulares
derivados de esta ultima infeccion fueron recuperados del sobrenadante luego de
aproximadamente 4-5 dias. La menor duracion en salir los tripomastigotas celulares al
medio podria explicarse por la mayor eficiencia de estos parasitos de infectar células de
mamifero. Este resultado contrasta con el de la infeccidon con epimastigotas estresados,
donde se demord varios dias para percibir células infectadas, en este caso de infeccién
con tripomastigotas celulares, se observan bastantes células infectadas a las 24 horas

post infeccidn (Figura 5).

Con el fin de caracterizar la infeccidon establecida de Trypanosoma cruzi, la misma
se generd en placas de 24 pocillos para su posterior analisis. Se sembraron 50.000
células VERO por pocillo y se las infectd con T. cruzi en una razén de 10 parasitos/célula.
Se tuvo ademads un control de células VERO sin infectar. A las 24 hs post infeccién se
lavan todos los pocillos con PBS (incluido el control) y se coloca 600 uL de medio RPMI
completo fresco. Luego de 24, 48 y 72 hs post-infeccién las células fueron lavadas 2
veces con cantidades necesarias de PBS 1X con el fin de cubrir toda la superficie y retirar
células muertas y/o cualquier otro tipo de residuo que pueda interferir luego en la

visualizacidn. Posteriormente, fueron fijadas con PFA 4% y tefiidas con DAPI. (Figura 5).
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SIN INFECTAR 24 HS PI 48 HS PI 72 HS PI

Figura 5. Microscopia de epifluorecencia de una infeccion en proceso de T. cruzi. Las células fueron fijadas

con PFA 4% y tedidas con DAPI. Las fotos fueron tomadas por The ZOE Fluorescent Cell Imager. De
izquierda a derecha: células VERO sin infectar; células VERO infectadas: 24, 48 y 72 hs post-infeccion.

Se eligieron 6 campos al azar y al menos 500 células fueron contadas para cada
condiciéon. Se determind el porcentaje de infeccion como el nimero de células
infectadas en funcion del total de células, asi como el nimero de amastigotas
intracelulares sobre el total de células infectadas. (Figura 6). Las fotos fueron tomadas

en The ZOE Fluorescent Cell Imager y procesadas en ImageJ.

En todas las infecciones realizadas el porcentaje de infeccidén superd el 90% a las 72
horas post infeccion. En cuanto al nimero de amastigotas intracelulares, se puede
observar como aumentan conforme se desarrolla la infeccidn al pasar las horas. En las
primeras 24 hs, los amastigotas lograron replicarse llegando a un valor de no mas de 10
amastigotas por célula. Este valor se duplica al alcanzar las 48 hs, donde se registran
entre 10 y 20 amastigotas intracelulares. Finalmente, a las 72 hs de infeccidn
practicamente todo el citoplasma de la célula se encuentra poblado por mas de 40

parasitos por célula.
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Figura 6. Grdfico que representa el numero de amastigotas intracelulares por célula infectada. Se conto
el total de amastigotas intracelulares y se dividid por el total de células infectadas en cada foto tomada
por campo. Se muestra el resultado del promedio del conteo de al menos 500 células con el desvio
estdndar correspondiente.

6.2 Obtencion de amastigotas axénicos y celulares

Para la generacién de amastigotas axénicos se siguid el protocolo planteado por
(Batista et al., 2015) con la Unica diferencia de que se utilizdé medio RPMI para su
diferenciacién en lugar de medio DMEM descripto por el autor. Se tuvo la precaucion de
corroborar que efectivamente el pH del medio fuese el mismo (pH 5). Primeramente, se
incubaron tripomastigotas derivados de una infeccion de células VERO, en RMPI
completo a 37 9C durante 24 hs, sabiendo que en dichas condiciones los mismos se
diferencian a amastigotas axénicos (Batista, 2015). Pasado el tiempo, se centrifugé a
3.000 g por 10 minutos y se incubd a 37 2C durante 2 hs, esperando de esta manera que
aquellos tripomastigotas que no se hayan diferenciado, al poseer flagelo puedan “subir”
al sobrenadante mientras que los amastigotas permanezcan en el pellet. Se resuspendid
el pellet en 1 mL de PBS 1X, luego de centrifugd nuevamente a 3.000 g por 10 minutos
y se resuspendié en 1 mL de Trizol para posterior extraccion de ARN. Una alicuota de los
amastigotas axénicos en PBS purificados fue conservada para su visualizacion bajo The
ZOE Fluorescent Cell Imager donde se observd una estructura caracteristica, pequefa,
redondeada y sin flagelo, muy diferente al del tripomastigota validdndose de esta

manera la eficiencia de la técnica.
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Ademas, repicando el cultivo obtenido cada dos generaciones (aproximadamente
cada 31 hs), es posible aumentar in vitro el nUmero de amastigotas axénicos de alta
pureza de forma muy eficiente (Engel, et al., 1987). Nuestro método elegido para
diferenciacidon hacia amastigotas a partir de tripomastigotas celulares difiere de otros
autores como (Engel and Dvorak, 1988), en el cual la diferenciacion ocurre en medio LIT
y la incubacidn se realiza a 26 2C por 72 hs; asi también como para (Engel, et al., 1987)

donde la transformacién espontanea ocurre en medio BHT a 28 eC.

La extraccion de amastigotas intracelulares se realizd6 de acuerdo al siguiente
protocolo (Batista, 2015), a diferencia que en nuestro caso se cambié el método
empleado para la lisis celular ya que este ultimo utiliza cavitacion por descompresién
con nitrégeno para la disrupcion celular (Batista, 2015). En este trabajo, se usé una
infeccion de 3 dias para maximizar el nimero de parasitos intracelulares, asi como el
numero de células integras, y se lavd 2 veces con PBS para eliminar contaminacion con
amastigotas extracelulares o tripomastigotas celulares que hayan emergido
tempranamente. Se tripsinizé el cultivo por 10 minutos a 37 2C y a continuacién se
lisaron las células hospederas por rotura mecanica a través de sucesivos pasajes por
jeringa de 25 gauges. Dado que los tripanosomatidos tienen una malla de microtubulos
que les confiriere resistencia bajo presiones mecanicas (Batista, 2015), de esta manera
nos aseguramos de romper Unicamente las células hospederas y no los amastigotas
contenidos en ellas, esto fue verificado por microscopia dptica. A continuacién, se
realizd una primera centrifugacién a baja velocidad (10 minutos a 800g) de manera de
obtener un pellet con restos celulares y nucleos, y un sobrenadante con el contenido
citosdlico de las células en el cual se encuentran los amastigotas intracelulares.
Finalmente, se centrifugd el sobrenadante conteniendo los amastigotas a alta velocidad
(3.000 g por 10 minutos) obteniendo asi los amastigotas en el pellet, que fueron
posteriormente lavados con PBS 1X para su posterior extraccién de ARN o evaluacién

microscopica.

El producto final de la extraccién también fue verificado bajo la visualizacién The
ZOE Fluorescent Cell Imager. En éste se observaron Unicamente formas redondeadas

similares a los obtenidos para amastigotas axénicos.
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6.3 Analisis comparativo de expresion diferencial de genes

La calidad de las muestras de ARN es fundamental en un contexto de analisis de
expresion génica, por lo que previo a los andlisis de cuantificacién por PCR en tiempo
real, con el fin de garantizar una buena calidad del ARN extraido, se analizé la misma en
un Bioanalyzer para las tres réplicas bioldgicas realizadas en cada caso (Figura 7). La
cantidad e integridad del ARN total extraido con Trizol y tratado posteriormente con
ADNsa para dichas muestras fue analizada en un Agilent 2100 Bioanalyzer, empledndose
un Agilent RNA 6000 Nano Chip (Agilent). Como se aprecia en la Figura 7 el ARN se
encuentra integro ya que para todas las muestras se puede observar claramente las 3
bandas correspondiente a los ARN ribosomales a la altura aproximada de 2000 pb. Se
puede observar que en los carriles 4, 5 y 6 correspondiente a los amastigotas celulares,
hubo un desfasaje en la corrida, pero igualmente presentan el mismo perfil que el resto

de las muestras.
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Figura 7. Control de calidad de las muestras de ARN total extraidas, en un Agilent RNA 6000 Nano Chip,
en un Agilent 2100 Bioanalyzer. Amastigotas axénicos (1-3); amastigotas celulares (4-6); epimastigotas
del dia 7 (7-9); tripomastigotas celulares (10-12). Para todas las muestras se observan las tres bandas
correspondientes a los ARN ribosomales a la altura de 2000 pb.

Una vez verificada la buena calidad del ARN obtenido, se procedié a generar el ADNc
para usar como molde en PCR cuantitativo para cuantificar y analizar la expresion de

algunas proteinas de superficie caracteristicas de diferentes estadios. Muchas de estas

Pagina | 34



proteinas estan implicadas en factores de virulencia, asi como también relacionados a

la invasion celular y evasion de la respuesta inmune del hospedero.

Se diseflaron cebadores especificos para cada gen con la herramienta online
OligoPerfect Primer Designer disponible en https://www.thermofisher.com, (Tabla 1).
La cuantificacion de transcriptos de interés se realizd relativa a la cantidad de

gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen de expresion constitutiva.

Familia Grupo Proteina
Transialidasa TcCLB.5111258.40
CCGCCATCGTGTTTGATCATTACGACGTGAAAATTGAC
CGCCTGTTGAGCCCAACTGCCATTGTGGATGAAAGGG
ATAGTGAAACAAATGCTCTTGTCGGGG
CCGCCATCGTGTTTGATCATTA |FWD
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GGCATTGAGCCAACAACAGATGCAAGGCAGAATGCAA | £ |
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Tabla 1. Cebadores empleados para verificar genes diferencialmente expresados en T. cruzi. FWD:
forward, REV: reverse. Se muestra ademds la secuencia codifiante en el ARN, el ID de la proteina y el
patron de expresion disponible en el Tritrypdb. En rosa se representa el nivel de expresion en los
amastigotas, en verde en los tripomastigotas celulares, en marrdn en los epimastigotas y en violeta en

los tripomastigotas metaciclicos.
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Si bien los oligonucledtidos cebadores fueron dirigidos a regiones Unicas de cada
transcripto, dado que se trata de familias multigénicas y que ademas hay errores en la
anotacion de las mismas en las bases de datos, para verificar la presencia de
efectivamente un uUnico producto de amplificacidn por reaccién, se analizaron las curvas
de melting correspondientes a cada reaccidn (Figura 8). Se puede observar que para
todos los genes ensayados se obtuvo un Unico pico por reaccién lo que se traduce en un

Unico producto de amplificacidn.

Antes de realizar la cuantificacion relativa propiamente dicha, se determind la
eficiencia de amplificaciéon para cada uno de los cebadores empleados a partir de la
pendiente del grafico de los valores de amplificacién Cr en funcién del logaritmo del
valor de concentracion del ADNc molde de las muestras obtenidas por diluciones

seriadas (Figura 9).
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Figura 8. Curvas de melting para los genes estudiados mostrando la presencia de un solo producto de
amplificacion en diferentes reacciones con diferentes ADNc molde.
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Para todos los genes analizados, se obtuvieron eficiencias similares (superiores al
90%). Esos genes elegidos fueron los que se utilizaron para el posterior analisis

comparativo de las proteinas de superficie (Tabla 2).

Gen % Eficiencia
Transialidasa 40 104%
Transialidasa 284 103%
Amastina 40 106%
MASP 99%
SMUGL 90%
GAPDH 100%

Tabla 2. Eficiencias calculadas a partir de la pendiente del grdfico Crvs log de la concentracion segun:
Eficiencia = [10/(Vpendiente)] 7.
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Figura 9. Curvas de eficiencia para los genes ensayados.

Dentro del grupo de genes elegidos, de acuerdo a los valores relativos de ARN
calculados, se puede decir que para los amastigotas intracelulares, la proteina de

superficie mas expresada es la amastina 40 (Figura 10.A). Coincidiendo de esta manera
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con la bibliografia dédnde dentro de la familia Amastina, el grupo de proteinas 6-amastina
40 se encuentra regulado positivamente para el estadio amastigota (Pech-Canul, et al.,
2017). Con el fin de establecer una comparacién primaria con los amastigotas axénicos,
para estos Ultimos la misma proteina de superficie también que se encuentra
diferencialmente expresada y aumentada con respecto al resto de los genes estudiados
(Figura 10.B). Teniendo en cuenta que la §-amastina en cuestion se usa como marcador
de amastigotas, podriamos decir que los amastigotas axénicos constituirian un buen
modelo de estudio a juzgar por la alta expresidon de dicho marcador. Vale aclarar que
mientras que para los amastigotas intracelulares la expresion esta aumentada
aproximadamente 1.5 veces con respecto al control GAPDH, en los amastigotas axénicos
este aumento es sustancialmente mayor (10 veces mas). Para el caso de epimastigotas
y tripomastigotas (Figura 11.A y 11.B respectivamente), no se observa un aumento en la
expresion de amastina, indicando que los amastigotas axénicos compartirian mas

similitudes con los amastigotas celulares que con estos otros estadios.

Los niveles de expresion de la transialidasa del grupo Il (trans40), cuya expresion
estd reportada como aumentada en tripomastigotas (Tabla 1), son similares en
amastigotas axénicos y en amastigotas celulares reflejando nuevamente una similitud
en la expresiéon de este otro marcador. Como control positivo, ve vio que este mismo
marcador aparece aumentado mas de 2,5 veces en tripomastigotas con respecto

GAPDH.

Con respecto a la proteina de superficie TsSSMUG, también se encontré cierta
coincidencia en los niveles de expresion entre amastigotas axénicos y celulares, donde
la expresion relativa a GAPDH aumenta entre 2 y 0,7 veces respectivamente, mientras
que en epimastigotas (Figura 11.A), el estadio donde estd reportada su maxima
expresion (Tabla 1) aumenta entre 100-1500 veces con respecto al gen control. También
se ve un aumento considerable en la expresion relativa a GAPDH de dicho ARNm para
tripomastigotas celulares (~15 veces) (Figura 11.B). Este resultado sugiere nuevamente
que los amastigotas celulares y axénicos se parecen mas entre si que con los
epimastigotas y con los tripomastigotas celulares en términos de expresion de este otro

marcador de superficie.
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Con respecto a la expresion de uno de los ARNm de la familia de las MASP,

reportada de alta expresion en tripomastigotas celulares (Tabla 1), los resultados son

controversiales, pues su expresidon en tripomastigotas celulares (Figura 11.B) no se ve

aumentada con respecto a GAPDH apareciendo si aumentada unas 50 veces en

epimastigotas (Figura 11.A) con respecto al gen control. De todas formas, el nivel de

expresion de este ARNm para la proteina MASP es similar en amastigotas celulares al

nivel de expresion en amastigotas axénicos (Fig 10.A y 10.B respectivamente).
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Figura 10. Expresion relativa a gapdh de los ARNm codificando para diferentes proteinas de superficie

usadas como marcadores de los diferentes estadios. Se muestran los resultados para amastigotas

celulares (A), y amastigotas axenicos (B). Las barras representan el promedio de tres experimentos

independientes, cada uno realizado en triplicados técnicos con su correspondiente desvio estandar.
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Figura 11. Expresion relativa a gapdh de los ARNm codificando para diferentes proteinas de superficie

usadas como marcadores de los diferentes estadios. Se muestran los resultados para epimastigotas (A), y

tripomastigotas celulares (B). Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes,

cada uno realizado en triplicados técnicos con su correspondiente desvio estandar.
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Vale destacar que se analizé también la expresion de otros genes de interés dentro
del grupo de las mucinas, como MUC Il u otras TcS caracterizadas como GP63, pero o
bien las eficiencias no resultaron buenas, o las curvas de melting acusaban la presencia

de mas de un producto de amplificacién inespecifico (Figura 12).

Se intentd obtener un perfil con producto Unico de amplificacion para las MUC I
variando temperatura de hibridacion de los cebadores y cambiando la concentracion de
los cebadores, pero no fue posible. Probablemente, la razén pueda deberse a que se
trata de una amplia familia multigénica de proteinas polimdrficas, y al tener secuencias
similares entre los miembros del grupo sea mas dificil dirigir la expresion hacia un Unico
producto. Por otro lado, es sabido que hay errores en la anotacién de genes en las bases
de datos, principalmente en lo que refiere a familias multigénicas. En estos casos se hace
dificil el disefio de los cebadores de manera de dirigir exclusivamente la amplificacion

hacia una Unica proteina.
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Figura 12. Curvas de melting para las MUC Il (subgrupo de la superfamilia mucinas)
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En suma, el analisis de los niveles expresiéon de los ARNm para las proteinas de
superficie seleccionadas revelan una similitud en la expresién de las mismas para
amastigotas celulares y axénicos, por lo que éstos ultimos constituirian un modelo

prometedor de estudio.

6.4 Analisis morfoldgico de los distintos estadios

Con el fin de comparar la morfologia de los amastigotas axénicos purificados
respecto a los amastigotas celulares, éstas fueron analizados por Microscopia

Electrdnica de Barrido (MEB) (Figuras 13).

En los amastigotas celulares se observa una morfologia mas redondeada que en los
amastigotas axénicos que se presentan con una morfologia mas ovalada y un tamano
menor (Figura 13). Por otro lado, en ambos se observa un un flagelo corto. Por otro lado,
en los amastigotas celulares se observan pequefios poros (flecha roja en Figura 13), para
los cuales podria especularse una funcién de intercambio molecular con la célula

hospedera.
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Amasti

Figura 13. Microscopia Electronica de Barrido (MEB) para amastigotas celulares y amastigotas axénicos.
Con felchas rojas se sefialan los poros.

Las similitudes morfoldgicas, asi como la similitud en la expresién de las
proteinas de superficie analizadas sugieren que los amastigotas axénicos podrian
constituir un buen modelo de estudio del estadio intracelular. Para complementar este
trabajo, nos proponemos en un futuro analizar los patrones de expresion global de

ambos modelos, comparando el transcriptoma obtenido por secuenciacién masiva.
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7. Conclusiones y perspectivas

7.1 Conclusiones

En este trabajo se consiguid poner a punto y establecer una infeccién in vitro de
Trypanosoma cruzi en células de mamifero. Se logré obtener un porcentaje de infeccidn
por encima del 90% conteniendo mas de a 40 amastigotas intracelulares por célula luego

de 72 hs post infeccién.

Se generd una infeccién sincrénica y controlada a partir de tripomastigotas
celulares, y se establecié una duracion de 4 dias entre la infeccion inicial y la salida de

tripomastigotas.

Se obtuvieron amastigotas axénicos purificados a partir de tripomastigotas

celulares.

Se obtuvieron amastigotas intracelulares a partir una infeccién con tripomastigotas

celulares de T. cruzi.

Se encontraron similitudes en la expresion de proteinas de superficie estadio

especificas seleccionadas para su analisis.

Mediante Microscopia Electrénica de Barrido se determind que los amastigotas

axénicos son apenas menores que los amastigotas celulares y un poco mas ovalados.

Los datos presentados en este trabajo contribuyen a la caracterizacion del Unico
estadio intracelular del parasito y pone de manifiesto la utilidad del uso de amastigotas

axénicos como modelo de estudio de amastigotas celulares.

7.2 Perspectivas

Ampliar el repertorio de analisis de proteinas de superficie incluyendo otros genes

marcadores en los ensayos de expresidn génica diferencial por gPCR.

Para complementar los datos, se pretende realizar un analisis transcriptémico por
secuenciacion masiva de las distintas muestras. De esta manera poder definir cuales son
los genes y/o vias que estarian directamente influenciadas por el medio intracelular en
la interaccidn con el hospedero, contribuyendo asi el disparo de los mecanismos para la

transicidon hacia el estadio amastigota.
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