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2 RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, considerada por la OMS como
una enfermedad desatendida y un importante problema socio-econdmico en Latinoamérica. El pa-
rasito presenta diferentes estadios a lo largo de su ciclo de vida. En el intestino del insecto vector se
encuentran los parasitos en forma epimastigota no infectiva que se diferencian en el tracto rectal
del insecto en tripomastigotas metaciclicos, estadio no replicativo responsable de la infeccién en
mamiferos. Poco se sabe de la transicion entre ambos estadios. Experimentalmente se ha demos-
trado que el estrés nutricional desencadena el pasaje de epimastigotas a metaciclicos. Se ha pro-
puesto que pardsitos estresados en fase estacionaria constituirian un estadio diferente pudiendo
diferenciarse a metaciclicos o volver al estadio epimastigota replicativo segun las condiciones de
estrés nutricional. Con el fin de caracterizar estos parasitos en fase estacionaria se realizaron curvas
de crecimiento y se determinaron puntos claves para evaluar morfoldgicamente los parasitos me-
diante microscopia. Se evaluaron las tasas de crecimiento de los pardsitos en los puntos de interés
seleccionados. Se estudié el contenido de ARN por parasito. Sumado a lo anterior se analizd el perfil
de proteinas totales. Se evalué la resistencia al complemento de los pardsitos mediante incubacidn
con suero humano sin descomplementar y descomplementado por calor, para evaluar si estos pa-
rasitos en fase estacionaria son sensibles como los epimastigotas o resistentes como los tripomas-
tigotas metaciclicos. En todos los casos se analizé la viabilidad de los parasitos mediante incubacion
con calceina e ioduro de propidio y posterior anadlisis por citometria de flujo. Estos resultados con-
tribuyen a la caracterizacion de T. cruzi en fase estacionaria, un punto clave del ciclo de vida donde

se determina su diferenciacidn hacia el estadio infectivo en la ampolla rectal del insecto.
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3 INTRODUCCION

3.1 EPIDEMIOLOGIA

El parasito protozoario Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas o tripa-
nosomiasis americana, descubierta en 1909 por el doctor brasilero Carlos Chagas [1] y considerada
por la Organizacion Mundial de la Salud como una enfermedad desatendida y un importante pro-
blema socioecondmico para la region. Se estima que entre 7 y 8 millones de personas en el mundo
estan afectadas por esta enfermedad potencialmente letal, concentrandose la mayor parte de estas
personas en las regiones rurales mas pobres de Latinoamérica, donde la enfermedad es endémica
en 21 paises [2]. Aproximadamente 100 millones de personas en las Américas viven en zonas de
riesgo, por lo que anualmente se reportan alrededor de 56000 nuevos casos y se informan cerca de
12000 muertes al afio por complicaciones en la fase aguda y crdénica [3]. En los uUltimos afios, la
enfermedad ha empezado a expandirse a zonas urbanas, fuera de las zonas rurales y marginales
dentro del drea endémica a la que estaba tradicionalmente limitada. Por otro lado, se han reportado
nuevos casos en zonas no endémicas como Estados Unidos, Canad3, algunos paises de Europa y en
el oeste del Pacifico, debido a los altos flujos migratorios de poblaciones entre América Latina y el
resto del mundo (Figura 1)[2]. Por tanto, la enfermedad de Chagas se ha convertido en un problema
de salud publica incluso en paises donde no hay transmisién vectorial del parasito, en donde la

transmisidn ocurre principalmente mediante transfusiones sanguineas y trasplantes de érganos.

Distribucidon de casos infectados por Trypanosoma cruzi, basados en estimaciones
oficiales y el estado de la transmision vectorial, 2006-2009
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Figura 1. Distribucion mundial de casos reportados de infeccidon con Trypanosoma cruzi, basados en estimados oficiales
y el estatus de la transmision vectorial. En azul se muestran los paises endémicos de Latinoamérica y en gris los paises
donde la enfermedad se disemina debido a las altas tasas migratorias hacia zona no endémicas. Adaptado de (WHO,
2017).
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La enfermedad de Chagas puede transmitirse a seres humanos y a mas de 150 especies de animales
domésticos y mamiferos. Existen diversos mecanismos de transmision de la enfermedad: transmi-
sién vectorial que constituye el mayor porcentaje de nuevos casos (y donde se incluye la contami-
nacion a través de la ingesta en forma accidental de alimentos contaminados con T. cruzi), transmi-
sién mediante transfusiones sanguineas o trasplante de drganos, transmisién congénita, y en menor
medida, transmision mediante accidentes de laboratorio. La transmisidn vectorial es mediada por
insectos hematoéfagos de la familia Triatomineae, también conocidos por el nombre vulgar "vinchu-
cas", que actuan como hospederos intermediarios de T. cruzi adquiriendo el parasito de la sangre
de un mamifero infectado, multiplicdndolo luego en su tubo digestivo para finalmente eliminarlo en
su materia fecal en su forma infectiva. Sélo algunas de las 148 especies de triatominos hasta ahora
descritas tienen importancia epidemioldgica, particularmente Triatoma infestans (Cono Sur), Rho-
dnius prolixus (Centroamérica) y Triatoma dimidiata (México hasta Panama con brotes en Colombia,
Venezuela y Ecuador) son los vectores mds importantes en la transmisién de T. cruzi al hombre

(Figura 2)[4].

Triatoma infestans Rhodnius proxilus Triatoma dimidiata

Figura 2. Principales especies de insectos vectores responsables de la transmision de T. cruzi al ser humano.

Debido a que no hay una vacuna efectiva contra la enfermedad de Chagas y un gran niumero de
animales silvestres sirven como reservorio para T. cruzi, la erradicacién de la enfermedad resulta
muy dificil. Los principales métodos de control estdn enfocados en el control vectorial y el acceso

temprano a la asistencia sanitaria de la poblacién infectada.

El control de vectores incluye: control quimico por insecticidas en domicilios infectados, mejoras de
las casas y sus alrededores para prevenir la infestacién, medidas preventivas personales como el

uso del mosquitero y la educacion de la poblacidon. También existen otros métodos de control, como
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la realizacion de tamizaje seroldgico de sangre de donantes para prevenir la infeccidn por transfu-
siones de sangre o plasma y trasplantes de érganos. Ademas, este control se realiza también en los
recién nacidos y otros hijos de madres infectadas, para diagnosticar y tratar tempranamente el pro-
blema. Por otra parte, para prevenir la transmision oral se intenta implementar buenas practicas de
manufactura enfatizando la higiene en la preparacion de alimentos, en el transporte, el almacena-
miento y el consumo de los mismos[2]. En laboratorios, la utilizaciéon de protocolos de seguridad
estdndar como el uso de tunicas, guantes, mascarillas, lentes y cdmaras de bioseguridad contribu-
yen a minimizar el riesgo de accidentes, sobre todo cuando se trabaja con la forma infectiva del

parasito.

3.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad de Chagas consta de dos fases clinicas claramente diferenciadas. Una fase inicial o
aguda, que es seguida por una fase cronica que puede ser categorizada en indeterminada, cardiaca,
o digestiva, presentando cada una diferentes manifestaciones clinicas [5]. La fase aguda puede du-
rar uno o dos meses luego de contraida la infeccidon o puede pasar inadvertida. Durante esta fase se
encuentra una gran cantidad de parasitos circulantes en el torrente sanguineo, siendo ademas todas
las células nucleadas del hospedero blancos potenciales de infeccion. La sintomatologia durante
esta etapa aguda puede ser de durabilidad e intensidad variables pero las manifestaciones clinicas
mas comunes son: fiebre, mialgias, multiples linfoadenopatias, dolores de cabeza, dolor abdominal
y toracico, diarrea, miocarditis, y mas raramente meningoencefalitis. Muchos de estos sintomas no
son especificos de la enfermedad, por lo que algunos pacientes infectados no son diagnosticados
rapidamente y no reciben la atencién médica adecuada. Otros signos primarios que pueden apare-
cer dependiendo del sitio de inoculacién son: un nédulo inflamatorio (chagoma) o edema palpebral
unilateral (signo de Romaiia). La muerte ocurre ocasionalmente en esta fase en un porcentaje me-
nor al 5% y es el resultado de la miocarditis, derrame pericardico, y meningoencefalitis [6]. El final
de la fase aguda se produce por el desarrollo de la respuesta inmune, la parasitemia se reduce a
bajas concentraciones y el nimero de parasitos en los tejidos disminuye. Sin embargo, el pardsito
no se elimina completamente por lo que la infeccién en algunos tejidos persiste indefinidamente en
la vida del huésped [7]. Luego de la fase aguda los pacientes pueden entrar en la fase indeterminada
de la enfermedad de Chagas. En la mayoria de los casos (70% a 80%), los pacientes son asintomati-

cos toda su vida o pueden presentar sintomas leves y no especificos. Los pacientes en esta etapa
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asintomatica de la enfermedad presentan una excelente prognosis y su expectativa de vida es simi-
lar a la de un paciente sin Chagas [5]. El 20-30 % de los infectados progresan de una forma indeter-
minada con ausencia de signos y sintomas a una fase crénica generalmente 10 a 30 afios después
de la infeccidn inicial. Durante la fase crdnica, los parasitos permanecen ocultos principalmente en
el musculo cardiaco y digestivo[6]. Alrededor del 30% de los pacientes sufren trastornos cardiacos,
los mas comunes son: miocardiopatia, aneurisma, alteraciones del ritmo y conducciéon del corazon.
Cerca de un 10% de los pacientes presentan alteraciones digestivas (agrandamiento del eséfago o
del colon), neuroldgicas o mixtas. Con el paso de los afios, la infecciéon puede causar muerte subita
por arritmias cardiacas o insuficiencia cardiaca progresiva por destruccién del musculo cardiaco y

sus inervaciones|2].

3.3 TRATAMIENTO

Desde hace 5 décadas, el tratamiento de la enfermedad de Chagas se basa principalmente en dos
drogas antiparasitarias nitroaromaticas de amplio espectro llamadas Nifurtimox y Benznidazol. Es-
tas dos drogas son mas efectivas en los comienzos de la fase aguda con una tasa de curacion del
80%. El tratamiento es recomendado para todos los casos de infeccidén aguda, congénita, y también
para los nifios hasta los 18 afios con enfermedad crdénica[6]. El tratamiento con estos medicamentos
también esta indicado en caso de reactivacién de la infeccidén y en los pacientes al principio de la
fase crdnica sobre la cual el efecto del tratamiento aln permanece en debate. Sin embargo, la efi-
cacia de estos farmacos disminuye a medida que transcurre el tiempo desde el inicio de la infeccién
dada la resistencia desarrollada por parte de los parasitos. Ademas, presentan severos efectos se-
cundarios asociados con su alta toxicidad estando contraindicados en embarazadas y personas con
insuficiencia renal o hepatica. El Nifurtimox tampoco puede administrarse en personas con antece-
dentes de enfermedades del sistema nervioso o trastornos psiquiatricos. De todas formas los posi-
bles beneficios de la medicacidon usada para combatir el avance de la enfermedad de Chagas deben
sopesarse contra las posibles reacciones adversas antes mencionadas y la duracidn prolongada del

tratamiento [2].

Pagina | 10



3.4 CARACTERISTICAS GENERALES DE TRYPANOSOMA CRUZI

La clasificacién taxondmica del pardsito Trypanosoma cruzi es la siguiente: Dominio Eukarya, Reino
Protista, Subreino Excavata, Filo Sarcomastigophora Clase Zoomastigophora, Orden Kinetoplasidiae,
Familia Trypanosomatidae, Genero Trypanosoma, Subgénero Schizotrypanuma. Es un organismo
unicelular que tiene un ciclo de vida complejo que transcurre en dos tipos de hospederos: un vector
invertebrado y un hospedero vertebrado. El ciclo de vida del pardsito comprende varias etapas de
desarrollo. Entre estos estadios se encuentran formas de vida replicativas y no replicativas, asi como
formas infectivas y no infectivas [8]. Se distinguen al menos cuatro estadios bien diferenciados:
amastigotas y tripomastigotas sanguineos, que se encuentran en el hospedero mamifero, y epimas-
tigotas y tripomastigotas metaciclicos, que se desarrollan en el insecto vector. A lo largo de su vida,
el parasito exhibe cambios profundos en su metabolismo y en su morfologia (forma celular, tamafio
celular, posicién de nucleo y kinetoplasto, longitud del flagelo) durante la transicion de un estadio

a otro [9].

3.5 CICLO DE VIDA DEL PARASITO

El ciclo de vida del parasito comienza cuando un insecto triatomineo hematoéfago infectado se ali-
menta de sangre de un hospedero mamifero no infectado y libera tripomastigotas metaciclico en
sus heces cerca del sitio de inoculacién. Los parasitos ingresan al hospedero cuando la persona se
frota la herida haciendo que las heces entren en contacto con la lesidon o las mucosas intactas. Una
vez adentro del mamifero, los tripomastigotas metaciclicos son ingeridos por macréfagos, pudiendo
penetrar otras células nucleadas como fibroblastos y células epiteliales. Una vez fagocitados por los
macrofagos, se forma la vacuola parasitéfora alrededor del parasito y los tripomastigotas metacicli-
cos en su interior se diferencian hacia amastigotas intracelulares. Los amastigotas intracelulares son
capaces de lisar la vacuola y liberarse al ambiente citoplasmatico. En el citoplasma los amastigotas
se multiplican por fisiones binarias sucesivas. Luego de varias rondas de divisidn, los amastigotas
inician su diferenciacién hacia tripomastigotas sanguineos que rompen la célula hospedera por el
exceso de parasitos, para ser finalmente liberados al torrente sanguineo. Los tripomastigotas san-
guineos pueden invadir otras células de una variedad de tejidos dada su alta capacidad infectiva y
transformarse nuevamente en amastigotas intracelulares en nuevos sitios de infeccién o ser ingeri-
dos por un insecto (Figura 3). Los tripomastigotas no son replicativos, por lo que la replicacién se
retoma cuando los parasitos penetran en otras células o cuando son ingeridos por un nuevo vector

gue se alimenta de sangre que contiene parasitos circulantes. Una vez dentro del insecto vector, los
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tripomastigotas son dirigidos al intestino del insecto donde se diferencian a epimastigotas replica-
tivos. En el intestino medio los epimastigotas empiezan a multiplicarse por fisién binaria y a adhe-
rirse a la membrana del intestino. Finalmente, hacia el intestino posterior los epimastigotas adheri-
dos a la pared del intestino se diferencian en tripomastigotas metaciclicos infecciosos. Posterior-
mente, éstos pueden ser liberados a través de las heces del insecto, comenzando nuevamente el

ciclo de vida en un nuevo hospedero vertebrado [9] [10].

Si bien se sabe que el estrés nutricional dispara mecanismos que inducen la diferenciaciéon de
epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos, poco se sabe de los procesos moleculares que dirigen
este pasaje de un estado a otro bien diferente. Algunos autores sostienen que los epimastigotas
creciendo en cultivo axénico en fase estacionaria y fase estacionaria tardia constituyen un estadio
intermedio de transicién entre epimastigotas y tripomastigotas metaciclicos. Estos parasitos pue-
den o bien diferenciarse en tripomastigotas metaciclicos no replicativos e infectivos si continuda el
estrés nutricional, o volver a la forma epimastigota replicativa en caso de que vuelva a existir dispo-

nibilidad de nutrientes[11].

INTRACELLULAR CYCLE

VECTOR MAMMALIAN CELL

Figura 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Un insecto triatomino ingiere sangre con tripomastigotas sanguineos
circulantes de un hospedero infectado. Los parasitos se diferencian a epimastigotas y se multiplican en el intestino
medio del insecto (1). Los epimastigotas migran hacia el intestino posterior y se diferencian en tripomastigotas metaci-
clicos infecciosos (2). Cuando el insecto se alimenta de sangre de un mamifero, los tripomastigotas metaciclicos son
liberados en las heces cerca del sitio de la herida (3). Estos tripomastigotas metaciclicos entran en el hospedero mami-
fero a través de la herida o a través de las membranas mucosas intactas (4). Una vez dentro del hospedero, los tripo-
mastigotas invaden las células cerca del sitio de la inoculacién (5) y se diferencian en amastigotas intracelulares (6) (7).
Los amastigotas se multiplican por fisién binaria (8) hasta que se diferencian en tripomastigotas sanguineos (9) que
luego de romper la célula se liberan al torrente sanguineo (10). Los tripomastigotas sanguineos infectan células de una
variedad de tejidos y se transforman nuevamente en amastigotas intracelulares (5) donde la replicacién se reanuda.
También los tripomastigotas sanguineos pueden ser ingéridos por otro vector diferente comenzando nuevamente el
ciclo con la diferenciacion en epimastigotas y multiplicacion en el intestino medio (1). Extraido de (Elsevier, 2017)
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3.6 CARACTERISTICAS CELULARES DEL PARASITO

T. cruzi contiene un nucleo con una organizacién estructural semejante al de otras células eucariotas,
gue mide 2.5 um de didmetro y que contiene un nucléolo centralizado [9]. La forma del nucleo es
redondeada en amastigotas y epimastigotas, mientras que en tripomastigotas metacilicicos aparece
como un organelo alargado con alto contenido de heterocromatina y sin nucléolo[11]. La cromatina
no se condensa durante el ciclo celular por lo que los cromosomas son dificiles de distinguir y el
nucléolo se dispersa mientras transcurre la division pero reaparece sobre el final de la division celu-

lar [12].

A lo largo del cuerpo celular del parasito, se extiende una Unica mitocondria. El ADN mitocondrial
contenido en ella puede representar hasta el 30 % del ADN total del pardsito y se organiza en forma
de maxi y mini circulos concatenados entre si que dan origen a una estructura denominada kineto-
plasto localizada cercana al cuerpo basal. La forma y posicion del kinetoplasto con respecto al nlcleo
varia dependiendo del estadio en el cual se encuentre el parasito y siempre se encuentra préoximo

al cuerpo basal.

El flagelo emerge de una invaginacién llamada bolsa flagelar y su longitud varia segun la etapa de
desarrollo en la que se encuentre el parasito. El flagelo participa en dos actividades muy importantes
del parasito que son la movilidad y la adhesién a la superficie de las células del hospedero verte-
brado en el caso de los tripomastigotas y a las membranas de las microvellosidades que recubren el

intestino del invertebrado en el caso de los epimastigotas [13].

Los epimastigotas son la forma replicativa no infectiva que se encuentra en el intestino del insecto.
Son fusiformes y en la zona anterior al nicleo tienen un kinetoplasto con forma de disco y una bolsa
flagelar de donde emerge el flagelo que se extiende a lo largo de todo el cuerpo del parasito. Tienen
un largo entre 10 a 20 um pero van creciendo a medida que van diferenciandose en tripomastigotas

metaciclicos a lo largo del intestino del insecto (Figura 4).
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Figura 4. (A) Vista esquematica de la forma epimastigota de T. cruzi donde se sefialan las principales estructuras celula-
res. (B) Microscopia electrdonica de la forma epimastigota realizada en un microscopio electréonico de transmision. Ex-

traido de [9].

Los amastigotas son la forma replicativa que se encuentra dentro de las células del hospedero. Pre-
senta una forma redondeada u oval que puede alcanzar un tamafio entre 1,5y 5 um. Tiene un fla-
gelo muy reducido, nucleo relativamente grande redondo, y presenta un kinetoplasto con forma de

bastdn que se encuentra entre el nucleo y el flagelo (Figura 5).
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Figura 5. (A) Vista esquematica de la forma amastigota de T. cruzi donde se sefialan las principales estructuras celulares.
(B) Microscopia electronica de la forma amastigota realizada en un microscopio electrénico de transmisidn. Extraido de

[9].
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Los tripomastigotas metaciclicos miden alrededor de 20 um de largo y 3 um de didmetro y consti-
tuyen un estadio infectivo no replicativo. Tienen forma alargada y presentan un nucleo cercano a la
parte posterior de su cuerpo. El kinetoplasto, a diferencia de los epimastigotas, se encuentra ubi-

cado posterior al nucleo.

Los tripomastigotas sanguineos son la forma no replicativa infectiva que se encuentra en la sangre
del hospedero mamifero infectado. Morfolégicamente son parecidos a los metaciclicos pero son
menores en tamafio y dado que estan expuestos a las moléculas del sistema inmune del hospedero,
expresan en su superficie diferentes proteinas. Las mas caracterizadas en tripomastigotas sangui-
neos son las mucinas y transialidasas que participan en la proteccién y evasién contra el sistema

inmune[9] (Figura 6).
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Figura 6. (A) Vista esquematica de la forma tripomastigota de T. cruzi donde se sefialan las principales estructuras celu-
lares. (B) Microscopia de la forma tripomastigota realizada en un microscopio electrénico de alto voltaje. Extraido de

[9].

3.7 ORGANIZACION GENOMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Con el genoma de T. cruzi practicamente secuenciado en su totalidad en el 2005 por el grupo de El-
Sayed vy cols., se tuvo de manera accesible una gran cantidad de informacién sobre la biologia de
este parasito [14]. Este estudio revelé que el genoma haploide de T. cruzi contiene 60,3 Mb distri-
buidas en aproximadamente 41 cromosomas y los homdlogos pueden tener diferente tamafio [15].
Mas del 50% del genoma consiste en secuencias repetidas como ser retrotransposones y familias
de proteinas de superficie, que incluyen transialidasas, mucinas y MASP. Cada una de estas familias

incluye varios cientos de genes los cuales pueden ser expresados simultdneamente [16].
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Una particularidad de los tripanosomatidos es que no presentan regulacion a nivel transcripcional,
debido a su inusual organizacién del genoma. Los genes que codifican para proteinas se disponen
en tdndem y se transcriben como largos policistrones de 10—100 genes, los cuales, a diferencia de
los operones bacterianos, en su mayoria no estan emparentados funcionalmente entre si [17]. Por
otro lado, no se han encontrado promotores candnicos para la ARN Polimerasa Il lo que sugiere
ausencia de control transcripcional para genes codificantes para proteinas [18]. Se postula que la
transcripciéon de los largos policistrones comenzaria en las regiones de cambio de hebra divergente
donde la estructura secundaria del ADN y modificaciones en la cromatina jugarian un rol muy im-
portante finalizando en las regiones de cambio de hebra convergente [19][20]. Por tanto, todos los
precursores de ARN policistronicos se generarian constitutivamente con una tasa de transcripcion
similar y la regulacion de la expresion de genes ocurriria basicamente a nivel post-transcripcional

[18][21][22].

Estos ARNs policistrénicos son procesados por mecanismos de trans-splicing y poliadenilacién que
dan lugar a los ARNs mensajeros individuales. El trans-splicing es un proceso por el cual se da la
maduracién de los ARN mensajeros transcritos primarios al agregarse una secuencia de ARN (spliced
leader) de 39 nucledétidos al extremo 5° en una posicién ubicada unos nucleétidos antes del sitio de
inicio de un marco abierto de lectura. Se sugiere que la adicidn de la secuencia splice leader provee
la estructura CAP 5’ alos ARNm [23]. El proceso de poliadenilacion es similar al resto de los eucario-
tas superiores, aunque aun no se ha podido describir una secuencia consenso que actué como sefial
especifica de poliadenilacidn. Tanto la poliadenilacién como la adicidn de la secuencia spliced leader

ocurre co-transcripcionalmente y es fundamental para la traduccion de los mensajeros.

Otra caracteristica distintiva de los tripanosomatidos es que la gran mayoria de los genes que codi-
fican para proteinas carecen de intrones, con excepcidon de los genes que codifican para la poliA

polimerasa, el gen del ARNt-Tyr y un par de proteinas hipotéticas [24].
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3.8 INTERACCION T. CRUZIY SISTEMA COMPLEMENTO

La interaccidn entre las formas infectivas de T. cruziy los factores del sistema inmune del hospedero
es un punto clave a tener en cuenta para un mejor entendimiento de las estrategias a las que recurre
el pardsito para evadir el mismo. En este contexto, el sistema complemento juega un rol importante
en el reconocimiento y en el control de la invasidn parasitaria ya que es un componente clave de la
inmunidad innata con un rol fundamental en la primera linea de defensa contra agentes invasores.
Este sistema estd constituido por mas de 35 proteinas plasmaticas y de membrana celular amplia-
mente distribuidas en los tejidos que se puede activar mediante tres vias diferentes: via de las lec-
tinas, via cldsica y via alternativa. La activacion deriva en importantes respuestas bioldgicas inclu-

yendo la inflamacidn, la fagocitosis y la lisis de los patdgenos[25].
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Figura 7. Representacion esquematica de las vias de activacién del complemento y sus principales funciones efectoras.
Se observan las tres vias de activacion del complemento: la via clasica, que se inicia gracias a los anticuerpos adheridos
a la superficie del patogeno; la via alternativa, que se inicia por la simple presencia del antigeno, y la via de las lectinas
gue se activa por moléculas de la superficie del patégeno. Todas ellas convergen en la formacion de la convertasa de C3
y contintian hacia la via final comun que es la formacién del MAC (complejo de ataque de la membrana). Ademas se
pueden ver las funciones efectoras de otros factores intermedios. Adaptado de (Elsevier, 2017)

Es importante considerar que la interaccidn depende del estadio en el cual se encuentra el parasito.
Estudios experimentales demostraron que el complemento puede ser activado por las formas amas-
tigotas, epimastigotas y tripomastigotas pero solo la forma epimastigota no infectiva replicativa es
susceptible a los efectos del complemento[10]. Sin embargo, algunas cepas de tripomastigotas me-
taciclicos han demostrado ser susceptible a la muerte mediada por el complemento in vitro [26]. Se
postula que durante la transicidn de parasitos no infectivos susceptibles al complemento a la forma
infectiva resistente al mismo, los parasitos van adoptando estrategias para escapar de los efectos
tanto de la inmunidad innata como de la inmunidad adaptativa para que la infeccion tenga éxito.

Una de ellas es la expresion de diferentes proteinas de superficie que participan en la inhibicion,
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activacion y evasion del complemento[10]. Entre las mas destacadas se encuentran la proteina Cal-
cirreticulina (CRT), una chaperona que une calcio y ademads regula la transcripcion entre otras fun-
ciones. En tripomastigotas, esta proteina es translocada del reticulo endoplasmatico al exterior de
la célula inhibiendo las rutas clasicas y de las lectinas del sistema complemento por medio de su
unién al dominio de reconocimiento de carbohidratos de la MBL (lectina de unidn a manosa) impi-
diendo la interaccidn con sus ligandos naturales[27]. La proteina T-DAF (Tripomastigote Decay-Ac-
celerating Factor) es una glicoproteina presente en tripomastigotas metaciclicos y tripomastigotas
sanguineos que imita la actividad de una proteina reguladora del complemento llamada DAF. La
proteina T-DAF acelera la disociacién de la convertasa de C3 (factor fundamental en la activacion
del complemento) interfiriendo sobre la activacidn de las vias del complemento[28]. Otra glicopro-
teina que participa en la evasién del complemento es la TcCRP (Trypanosoma cruzi Complement
Regulatory Protein) o también llamada gp160 que se encuentra en la superficie de los tripomastigo-
tas, asi como también en forma soluble. TcCRP actua uniéndose a C3b y C4b, dos proteinas esencia-
les en la formacién de la convertasa de C3, impidiendo la formacién de esta y consecuentemente
inhibiendo la activacion de las vias del complemento[29]. Por otro lado, la proteina reguladora
gp58/68 tiene un papel importante en la interaccidn con las células mamiferas y le confiere al para-
sito la capacidad para evadir la activacién de la via alternativa impidiendo la unién de C3B con el
factor B fundamental para la formacién de la convertasa de C3 [10]. Se ha demostrado también que
los tripomastigotas metaciclicos inducen la formaciéon de microvesiculas formadas con las membra-
nas de la célula del hospedero que interactian con la convertasa de C3 logrando asi una inhibicién

de la activacion y un aumento de la supervivencia del parasito[30].

Comprender las estrategias de evasidn del complemento es crucial para el desarrollo de aproxima-
ciones innovadoras en la batalla contra la infeccion por T. cruzi y puede allanar el camino para las
inmunoterapias. Asimismo, la identificacién de los procesos que se van modulando en la transicion
desde las formas epimastigotas no infectivas hacia las formas tripomastigota metaciclica infectiva
permitiria contribuir a la identificacién de nuevas proteinas candidatas a participar en mecanismos

de evasion del sistema inmune hospedero.

En este trabajo se plantea la caracterizacion de T. cruzi durante la transicién de parasitos epimasti-
gotas creciendo en fase exponencial hasta la fase estacionaria tardia. Nos planteamos estudiar los
cambios morfoldgicos, metabdlicos y de expresién como forma de adaptaciéon del parasito en su

preparacion para la metaciclogénesis.
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4 HIPOTESISY OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS:

La fase de crecimiento estacionaria en T. cruzi en cultivo in vitro constituye una etapa importante
de transicién epimastigotas-tripomastigotas metaciclicos. Se postula que en dicha fase ocurriria una
disminucion en la tasa de replicacién de los parasitos debido al estrés nutricional. Por otro lado, los
parasitos en fase estacionaria de crecimiento cobrarian relevancia adicional pues durante esta etapa
comenzarian a manifestarse muchos de los primeros cambios pre-adaptativos que sufre la forma
epimastigota para transformarse en tripomastigota metaciclico. Por lo tanto, seria razonable postu-
lar la existencia de un nuevo estadio pre-adaptativo conformado por epimastigotas en fase estacio-
naria, durante el cual el parasito comienza a prepararse para la transicion a formas metaciclicas

infectivas y no replicativas.

4.2 OBJETIVO GENERAL:

Caracterizacion general de epimastigotas de Trypanosoma cruzi creciendo in vitro en las diferentes
fases de la curva de crecimiento haciendo énfasis en su fase estacionaria y estableciendo una com-
paracién con pardasitos creciendo en fase exponencial y con tripomastigotas metaciclicos. En base a
las caracteristicas analizadas y a las diferencias encontradas entre las diferentes fases de creci-
miento, se podrd determinar si efectivamente se trata de un nuevo estadio pre-adaptativo interme-

dio.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1) Realizar curvas de crecimiento a partir de epimastigotas la cepa CL Brener para determinar puntos

de estudio de interés.

2) Estudiar cambios morfoldgicos del pardsito durante la transiciéon a fase estacionaria mediante

microscopia.

3) Evaluar cambios en la tasa de crecimiento en parasitos en los puntos de interés seleccionados de

la curva de crecimiento

4) Evaluar contenido de ARN total por parasito y cambios en el perfil de proteinas totales en los

diferentes puntos de la curva determinados.
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5) Analizar si existen cambios en la resistencia de los parasitos al complemento del suero humano

durante la transicién a fase estacionaria.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 CoOMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADAS:
Medio BHI (Brain-Heart Infusion-Tryptose): 33 g BHI, 3 g triptosa, 4 g Na;HPOa, 0.4 g KCl, 0.3 g glu-
cosa, 10 mL hemina, 990 mL H,0. Adicionar 1% penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pug/mL)

y 10% de suero fetal bovino (SFB) tratado 30 minutos a 652C para la inactivacién del complemento.

Tampodn TAE 50X 40mM Tris; 20 mM 4cido acético; 1mM EDTA; pH 8,4

Tampodn de corrida para SDS-PAGE 125 mM glicina, 25 mM Tris, pH=8,4; 0,1% SDS

Tampédn de carga para SDS-PAGE: 25 mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4%; 20 mL glicerol; 2 mL B-

mercaptoetanol o 3,1 g DTT; 1 mg azul de bromofenol.

PBS 1X: 0,145 M NacCl; 0,0027 M KCl; 0,0081 M Na2HPO4; 0,0015 M KH2PO4; pH 7,4

5.2 CULTIVO IN VITRO DE PARASITOS

Se utilizaron parasitos de la cepa CL Brener [31]. Los parasitos se crecieron a 28°C en medio de
cultivo BHI suplementado con 10% de suero fetal bovino descomplementado por calor a 65 °C du-
rante 30 minutos y 1% de penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pg/mL) 100X. Para mantener
los parasitos en buen estado metabdlico previo a la realizacién de las curvas de crecimiento, se
realizaron repiques cada tres dias diluyendo los pardsitos en fase exponencial de crecimiento hasta
una concentracién aproximada de 1x10° pardsitos/mL al menos tres veces sucesivas. La curva de
crecimiento se comenzd a partir del cuarto repique comenzando con una concentracién de 1x10°

parasitos/mL. Los ensayos se hicieron por triplicado.

5.3 CONTEO DE PARASITOS PARA CURVA DE CRECIMIENTO

La curva de crecimiento se realizd por conteo directo de pardsitos de forma directa en cdmara de
Neubauer por triplicado en cada uno de los tres experimentos independientes. En algunos casos, se
verificd la concentracidén de pardsitos mediante pasaje de diferentes diluciones del cultivo en PBS

1x por Citdmetro de flujo BD Accuri C6.
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5.4 CONTEO DE TRIPOMASTIGOTAS METACICLICOS

Se analizé el porcentaje de tripomastigotas metaciclicos en las muestras de los diferentes puntos de
la curva seleccionados. Para ello, se centrifugaron 1x107 pardsitos/mL a 3000 g durante 7 minutos.
El pellet se lavé 2 veces con PBS 1X y luego se resuspendio en PFA 4% durante 30 minutos a 4°Cy
finalmente en 200 uL de PBS. Los pardsitos se colocaron en un portaobjetos y se observaron en
campo claro en el ZOE Fluorescent Cell Imager con el cual se tomaron fotos de varios campos por
muestra. A partir de las fotos tomadas se utilizé el programa ImageJ [32] para contar el nUmero de
tripomastigotas metaciclicos por muestra en cada punto de la curva seleccionado. La distincién se
hizo morfolégicamente. Como control, se obtuvieron tripomastigotas metaciclicos a partir de para-
sitos del dia 28 resuspendidos en PBS 1X durante 24 horas para obtener su morfologia y compararlos
al momento de contar en las muestras. Todas las muestras en los diferentes puntos se hicieron por

triplicado.

5.5 ANALISIS MORFOLOGICOS
Para analizar las caracteristicas morfolégicas de los parasitos en las diferentes fases de la curva de
crecimiento se realizd observacién directa de los mismos en The ZOE Fluorescent Cell Imager y por

Microscopio Confocal Leica TCS-SP5.

En ambos casos se centrifugaron 2x107 parasitos a 3000g durante 7 minutos. El pellet se lavo 2 veces
con PBS 1X y luego se resuspendid en PFA 4% durante 30 minutos a 4°C. Finalmente se resuspendio

en 200 L de PBS. Finalmente se procedid a tefiir como se indica a continuacién:

Tincion con DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole)

Se agregd 5 uL DAPI (10 mg/mL) y se dejé incubando 5 minutos a temperatura ambiente en oscuri-
dad. Se lavé nuevamente el preparado, se deposité en un portaobjetos, se agregd la solucion de
montaje (Prolong Diamond Antifade Thermo Fisher) y se sellé con laca luego de colocado el cu-
breobjetos para finalizar los preparados. Los parasitos tefidos con DAPI fueron analizados por Mi-

croscopio Confocal Leica TCS-SP5.

Tincion con Hematoxilina y Eosina
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Luego de fijados los parasitos con PFA se realizé un lavado con PBS 1X y se colocaron en un portaob-
jetos. Los parasitos se incubaron con hematoxilina durante 5 minutos a temperatura ambiente. Pos-
teriormente se realizaron varios lavados con agua destilada y uno de 10 minutos con agua corriente.
Se sumergioé la muestra en Eosina durante 5 minutos y por ultimo se realizaron lavados con etanol
95% y 100%. Finalmente se agregd medio de montaje y se sellaron los preparados con laca luego de

colocar el cubreobjetos. Estos parasitos fueron analizados en The ZOE Fluorescent Cell Imager.

La morfologia de pardsitos en las diferentes etapas de la curva de crecimiento fue también evaluada
mediante microscopia electrénica. Para ello, los pardsitos fijados en PFA 4% se sometieron luego a
deshidratacion con una concentracién creciente de acetona (30-100%) y fueron luego recubiertos
de oro en el metalizador Sputter Coater SCD0O50 / LEICA. Después de la metalizacidn, se observaron
las muestras en un microscopio electrénico de barrido (Philips XL30, Eindhoven, Paises Bajos) en la

Universidad Pontifica Catdlica de Rio Grande do Sul (PUCRG).

Pagina | 23



5.6 ANALISIS DE VIABILIDAD DE LOS PARASITOS

Para analizar la viabilidad de los parasitos en las diferentes fases de la curva de crecimiento se usa-
ron marcadores de vitalidad celular: loduro de Propidio (IP) y Calceina-AM (CA). Las células vivas
presentan alta actividad esterasa intracelular, la cual es detectada por la conversién enzimatica de
la calceina-AM (Calceina acetoxymethyl ester de Molecular Probes) no fluorescente en calceina in-
tensamente fluorescente por parte de las células vivas (Figura 8). La CA polianidnica es retenida
dentro de las células vivas, produciendo una intensa fluorescencia verde uniforme en las células
vivas (ex/em ~495 nm/~515 nm). El IP sélo entra en las células que tienen las membranas dafadas
y se une a acidos nucleicos, produciendo una fluorescencia de color rojo brillante en las células

muertas. En cambio, en células vivas, el IP se excluye por la membrana plasmatica intacta.

Para estos ensayos, se centrifugd 1 mL de un cultivo durante 7 minutos a 3000g y se resuspendio a
una densidad de 1x10° parésitos/mL. Los parasitos fueron lavados dos veces con PBS 1X y resuspen-

didos en 500 uL de PBS 1X.

A 100 pL de esta dilucion se agregaron 2 ulL de CA 5x10° My se incubd 45 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Luego se agregd 1 pL de IP 100 pg/mL y se dejé incubar 15 minutos mas en
las mismas condiciones. Los parasitos tefiidos fueron analizados en un citometro de flujo (BD Accuri
C6, BD Biosciences), con un flujo de coleccion de 100 pL/min, usando un filtro 533/30 (FL1) para CA
y un filtro 670 nm long pass (FL3) para IP, y una longitud de onda de excitacidon de 488 nm. Los datos

fueron analizados con el programa BD CSampler software (BD Bioscience).
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Figura 8. Sondas fluorescentes usadas para analisis de viabilidad celular. La deteccién de células vitales se basa en la
conversidon enzimatica de la calceina-AM no fluorescente en calceina fluorescente por parte de las células vivas me-
diante enzimas con actividad esterasa. A la derecha se muestra la estructura de la molécula de ioduro de propidio que
interacciona con el ADN doble cadena y actlia como marcador de células necroticas cuando el compuesto ingresa en la
célula por dafio en la membrana celular.
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5.7 EXTRACCION DE ARN

Para la extraccién de ARN se siguid el protocolo TRIzol™ Reagent (Invitrogen) indicado por el fabri-
cante. Brevemente, se tomaron 1 mL de parasitos de concentracion 2x107 parasitos/mL, se centri-
fugaron a 3000g durante 7 minutos y resuspendieron en 1 mL de Trizol. Se agregd cloroformo para
extraer las proteinas y se separd la mezcla en dos fases, acuosa y organica. Como el ARN permanece
exclusivamente en la fase acuosa, se aislo la misma y se precipitd el ARN con isopropanol. Final-
mente, el ARN se lavd con etanol 75% y se solubilizé en 50 uL de H20 libre de nucleasas. La extraccion

de ARN se realizé por triplicado para cada uno de los puntos de la curva de crecimiento determinado.

Se estimo para cada punto de la curva, la concentracién de ARN por parasito mediante medidas de
Absorbancia a 260 nm en NanoDrop™ Lite Spectrophotometer de Thermo Scientific. Ademds de
evaluarse la cantidad de ARN extraida, se realizé ademas el andlisis de la integridad del mismo me-

diante corrida en Bioanalyzer (Agilent RNA 6000 nano) (Figura 9).
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Figura 9. Estrategia de trabajo empleada para la cuantificacidon y analisis del ARN. Se tomaron muestras del cultivo
original en los diferentes puntos establecidos y se realizo la extraccion de ARN con Trizol siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante. Posteriormente se analizaron la cantidad y calidad del ARN obtenido mediante medidas en espectro-
fotdmetro de microvolimenes y mediante corrida en Bioanalyzer.
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5.8 ENSAYO DE SENSIBILIDAD AL SISTEMA COMPLEMENTO DE SUERO HUMANO

Para analizar si existen diferencias en la sensibilidad de los parasitos al sistema complemento se
incubaron pardsitos obtenidos a partir de diferentes fases de la curva de crecimiento y se diluyeron
1/10 en medio de cultivo en presencia de 10% de suero humano descomplementado por calor 15
minutos a 60°Cy en paralelo en medio con 10% de suero humano sin descomplementar. En ambos
casos se evalud la viabilidad de los mismos a las 24 horas mediante marcado con sonda calceina y
ioduro de propidio y posterior andlisis por citometria en citometro (BD Accuri C6, BD Biosciences) y

por observacion directa al microscopio (Figura 10).
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Figura 10. Estrategia de trabajo empleada para el analisis de resistencia de los parasitos al sistema complemento. Se
tomaron muestras del cultivo original en los diferentes puntos establecidos y se realizé una dilucion del mismo en pre-
sencia de suero humano descomplementado y en paralelo en presencia de suero humano sin descomplementar. Los
cultivos se dejaron crecer por 24 horas a 28°C y luego fueron analizados por observacidn directa al microscopio y por
marcado con CA-AM e IP con posterior analisis por citometria de flujo.

5.9 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

La separacién de proteinas se realizé en geles de poliacrilamida o SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sul-
fate-PoliAcrilamide Gel Electrophoresis). El tratamiento con SDS convierte las proteinas en poli-anio-
nes cargados negativamente, para luego ser separadas en un campo eléctrico de acuerdo con su
peso molecular. Los geles de poliacrilamida empleados fueron discontinuos: se utilizd un gel con-
centrador y un gel separador. El gel concentrador se prepardé con 5%: acrilamida:bisacrilamida 29:1 ;
Tris-HCl pH 6,8 125 mM; SDS 0,1%; APS 0,1%; TEMED 0,05%, mientras que el gel separador 12%:
poliacrilamida:bisacrilamida 29:1; Tris-HCI pH 8,8 390 mM; SDS 0,1%; APS 0,1%; TEMED 0,05%. Se
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usoé persulfato de amonio (APS) y N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina (TEMED) como agentes inicia-
dor y catalizador. Las muestras se mezclaron con tampdn de carga para SDS-PAGE 1X y se desnatu-
ralizaron por calor a 1002C durante 5 minutos. Las corridas electroforéticas se realizaron a 150 V.
Como marcador de peso molecular se empled PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scien-
tific) (Figura 11). Los geles se visualizaron mediante tincion con AgNOs. Este método permite detec-
tar cantidades de proteinas que varian entre 5 a 10 ng y esta basada en la unién de los iones de Ag
a las cadenas laterales de los aminodcidos -en grupo carboxilo-, reduciéndose a plata metdlica. El
protocolo consistié en sumergir el gel en la solucién de fijado (Etanol 50 %; Acido acético 10 %)
durante 20 minutos, luego incubar en etanol 80% por 10 minutos y posteriormente realizar un la-
vado con agua de 10 minutos. Seguidamente se realizé una reduccion en una solucion de tiosulfato
por 1 minuto y se detuvo la reaccidn con lavados con agua. Se dejé 30 minutos a 4°C en AgNOs 2g/L
y por ultimo el revelado se realiza en solucién 30 g/L NaOH y 0,5% formaldehido.
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Figura 11. Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder empleado en SDS-PAGE. Extraido de
Thermo Scientific
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 REALIZACION DE CURVAS DE CRECIMIENTO A PARTIR DE EPIMASTIGOTAS DE LA CEPA CL BRENER
PARA DETERMINAR PUNTOS DE INTERES PARA SU ESTUDIO

Con el fin de identificar puntos relevantes de estudio a lo largo de la curva de crecimiento de epimas-
tigotas de Trypanosoma cruzi, para su posterior caracterizacion, se realizaron curvas de crecimiento
mediante conteo directo de parasitos. Para ello se tuvo la precaucidn de trabajar con parasitos fres-
cos que provenian de un cultivo con al menos tres pasajes, uno cada tres dias. Se partié de una
densidad de parasitos de 1x10° parasitos/mL y se realizaron conteos directos en cdmara Neubauer
durante al menos 30 dias consecutivos. Los ensayos se hicieron en tres cultivos independientes para

obtener una curva de crecimiento representativa y cada conteo se repitié tres veces.

En la figura 12 se visualiza la curva de crecimiento obtenida (céls/mL vs Tiempo (dias)) donde se
marcan los cuatro puntos de interés seleccionados. Como se puede observar en la gréfica, al inicio
del cultivo se observa una fase lag o fase de adaptacién caracterizada por un crecimiento muy lento
casi imperceptible de los pardsitos, que aun no entraron en fase exponencial. En esta etapa, los
pardsitos se encuentran en un periodo de adaptacion a las condiciones de crecimiento. Posterior-
mente tenemos una etapa donde los parasitos tienen un crecimiento de forma exponencial, periodo
caracterizado por una activa duplicacién celular. A continuacién, se observa la fase estacionaria
donde la tasa de crecimiento disminuye como consecuencia del agotamiento de nutrientes y acu-
mulacién de productos toxicos. Esta fase se caracteriza por un valor constante del nimero de para-
sitos ya que la tasa de crecimiento se iguala a la tasa de muerte de parasitos. Por ultimo, en la fase
de muerte el nUmero de parasitos empieza a descender por la falta de nutrientes y acumulacién de

sustancias toxicas cuando el cultivo se hace muy viejo (Figura 12).
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Figura 12. Curva de crecimiento de epimastigotas de CL Brener en medio BHI suplementado con suero fetal bovino a
28°C. Con lineas rojas se separan las diferentes etapas del crecimiento de los parasitos: fase lag, fase exponencial, fase
estacionaria y muerte. Con circulos verdes se indican los cuatro puntos de interés elegidos para realizar los subsecuentes
estudios que permitan caracterizar las poblaciones de parasitos en las diferentes fases. Los dias elegidos fueron el dia 7
(representativo de la fase de crecimiento exponencial), el dial4 (correspondiente al inicio de la fase estacionaria), el dia
21 (fase estacionaria media) y el dia 28 (correspondiente al final de la fase estacionaria). La curva se obtuvo por conteo
directo de parasitos cada 24 horas de tres cultivos independientes. Se muestra el promedio de tres experimentos cada
uno por triplicado con su respectivo error estandar.

A partir de la curva de crecimiento de la figura 12, se determinaron cuatro puntos de interés para
realizar la caracterizacion general de los parasitos creciendo in vitro. Se hizo énfasis en la fase esta-
cionaria, eligiéndose tres puntos: fase estacionaria temprana (dia 14), estacionaria media (dia 21) y
estacionaria tardia (dia 28), ya que constituye una etapa importante de transicion epimastigota-
tripomastigota metaciclico. Ademas, se seleccionaron parasitos en el dia 7 representativos de para-

sitos en fase exponencial en crecimiento activo (Figura 12)

Dado que en los cultivos las poblaciones no son homogéneas, se espera obtener ademds de epimas-
tigotas o epimastigotas envejecidos un cierto nimero de tripomastigotas metaciclicos. Para analizar
la naturaleza de las poblaciones seleccionadas en los distintos tiempos se determind el porcentaje
de tripomastigotas metaciclicos en las muestras por conteo directo usando el programa Imagel [32]
mediante observacion directa de las imagenes obtenidas en el visor ZOE. La distincién de los dife-
rentes parasitos se hizo por morfologia mediante comparacién con un cultivo de parasitos metaci-

clicos obtenidos mediante estrés nutricional.

En la grafica de la figura 13 se observa que en los dias 7 y 14, donde el parasito estd en crecimiento

exponencial y comienzo de la fase estacionara respectivamente, solo se observa un 3-5% de parasi-
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tos con una morfologia similar a tripomastigotas metaciclicos. En la poblacion del dia 21 correspon-
diente la fase estacionaria, podemos observar un leve aumento en el nimero de parasitos con mor-
fologia similar a tripomastigotas metaciclicos (8% aproximadamente), sin embargo, la mayoria de
los parasitos presentan una morfologia similar a la observada en el estadio epimastigota, aunque el
cuerpo se ve un poco mas afinado, esta morfologia corresponderia a epimastigotas envejecidos. Por
ultimo, en el dia 28, llegando al final de la fase estacionaria, el porcentaje de parasitos con morfo-
logia tipo tripomastigotas metaciclicos aumenta sensiblemente alcanzando un 32%, y los epimasti-

gotas restantes en el cultivo también presentan un cuerpo mas afinado y se hacen mas largos.
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Figura 13. Distribucion de las diferentes poblaciones de parasitos analizadas en cada punto seleccionado de la curva de
crecimiento. Se realizd conteo directo sobre imagenes de cultivos obtenidos a los tiempos indicados mediante el uso
del programa Imagel [32]. Se contaron aproximadamente un promedio de 450 parasitos por punto. En gris se puede
observar el porcentaje correspondiente a la poblacién de parasitos con morfologia similar a tripomastigotas metacicli-
cos y en negro a los pardsitos que presentan una morfologia tipica de epimastigotas y epimastigotas envejecidos.

6.2 ANALISIS DE LA TASA DE CRECIMIENTO DE EPIMASTIGOTAS EN DIFERENTES FASES DE LA CURVA DE
CRECIMIENTO

Con el fin de estudiar la existencia de diferencias en la tasa de crecimiento de los epimastigotas en
las diferentes fases seleccionadas, se realizaron diluciones del cultivo original en cada punto de in-
terés, volviendo a una concentracion inicial de 1x108 parasitos/mLy se evalud su tasa de crecimiento
por conteo directo en los siguientes 3 dias. La grafica de la figura 14 muestra el nimero de pardsitos
en funcién del tiempo evidenciando la tasa de crecimiento de los parasitos luego de la dilucion. Los
resultados obtenidos indican que la tasa de crecimiento (parasitos/mL por dia) de los parasitos dis-
minuye a medida que estos avanzan a lo largo de la fase estacionaria ya que les cuesta mas retomar
el crecimiento. Comparando las pendientes de los gréaficos, se observa que parasitos en fase expo-

nencial (dia 7), luego de una dilucién vuelven a entrar rapidamente en fase exponencial alcanzando
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a los tres dias de cultivo en medio BHI fresco, densidades del entorno de 5.5x107 pardsitos/mL con
una tasa de crecimiento de 1.78x10’ parasitos/mL por dia. Por otro, lado los parasitos al inicio de la
fase estacionaria (dia 14), muestran una tasa de crecimiento casi un orden de magnitud mas lenta
de 6.06x10° parasitos/mL por dia alcanzando densidades del entorno de 2x107 luego de tres dias de
crecimiento en medio fresco. Con respecto a los pardsitos en fase estacionaria y fase estacionaria
tardia (dia 21 y 28 respectivamente), éstos presentan una tasa de crecimiento ain mas reducida de
2.46x10° y 1.04x108 parésitos/mL por dia alcanzando densidades celulares menores a 1x107 parasi-
tos/mL luego de tres dias de crecimiento. Como se observa en la grafica de la figura 14, éstos ultimos
se recuperan un ritmo mucho mas lento, pero aun conservan la capacidad de replicarse. Por tanto,
se observa con este ensayo que las tasas de recuperacion en las diferentes fases analizadas se hacen
cada vez mas lentas lo que sugiere la existencia de diferencias a nivel del metabolismo en las pobla-

ciones de parasitos en los diferentes puntos de la curva [33].
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TASAS DE CRECIMIENTO
(Parasitos/mL)/(Dias) + DS
Dia 7 1, 7BE+07 + 2 25E+06
Dia 14 6,06E+06 + 1 13E+06
Dia 21 2 46E+06 + 3 HBE+05
Dia 28 1.04E+06 + 2 16E+05

Figura 14. Andlisis del cambio en la tasa de crecimiento de parasitos en diferentes fases de la curva de crecimiento luego
de ser diluidos a una concentracién inicial de 1x10® p/mL e incubados en medio BHI fresco. El nimero de parasitos en
cada tiempo fue determinado por conteo directo en tres réplicas bioldgicas. Se muestra en el grafico el promedio de los
conteos cada 24 horas post recuperacién en medio rico con su desvio estandar y en la tabla inferior se indica el valor de
la pendiente del gréfico correspondiente a la tasa de crecimiento
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6.3 ESTUDIAR CAMBIOS MORFOLOGICOS DEL PARASITO DURANTE LA TRANSICION A FASE ESTACIONARIA
MEDIANTE MICROSCOPIA.

Continuando con la caracterizacién morfoldgica de los parasitos en su transicidn a la fase estacio-

naria se realizé el analisis por microscopia confocal y electrdnica.

Los principales cambios a nivel morfolégico observados fueron el cambio en el tamafio y forma del

cuerpo celular, longitud del flagelo, y posicion del nicleo con respecto al kinetoplasto.

Los parasitos en fase exponencial de crecimiento (dia 7), presentan la forma fusiforme caracteristica
con un kinetoplasto y flagelo ubicados anterior al nidcleo como se puede ver en la figura 15. Con
flechas se indica un nucleo redondeado junto al kinetoplasto que tiene forma de “coma” y en una
region anterior se puede ver emerger el flagelo que se extiende a lo largo de todo el cuerpo. A
medida que pasa el tiempo los nutrientes en el medio empiezan a consumirse y el pardsito comienza
a padecer el estrés nutricional lo que lo va a llevar a disminuir su tasa de replicacién igualandola con
la de mortalidad (fase estacionaria). Los parasitos al inicio de la fase estacionaria (dia 14) se parecen
morfolégicamente a los epimastigotas del dia 7, salvo que presentan un cuerpo mas alargado vy afi-
nado. Con respecto al cuerpo celular, el alargamiento podria deberse a que en la fase estacionaria
la expresidn de genes mitocondriales aumenta y el pardsito tiene que acomodar todo este material

mitocondrial lo que lo lleva a aumentar su longitud corporal [34].

En fase estacionaria (dia 21) se puede ver en los pardsitos un alargamiento del cuerpo celular mas
acentuado, asi como la presencia de un flagelo mas largo. La elongacién flagelar observada en pa-
rasitos en fase estacionaria y estacionaria tardia se podria vincular con un cambio pre-adaptativo
previo y necesario para la diferenciacién hacia la forma tripomastigota metaciclico. Este fenémeno
se ha asociado a un aumento en la superficie de absorcion de nutrientes [34]. La distancia entre
nucleo y kinetoplasto se va haciendo mas grande y este Ultimo comienza a tomar una forma redonda

como se puede ver en la figura 15.

Hacia el final de la fase estacionaria, como ya se comenté anteriormente, comienzan a aparecer
algunos parasitos con morfologia similar a parasitos metaciclicos (aprox 35%), mientras que el resto
de los parasitos adopta una conformaciéon aun mas fina y alargada creciendo en tamafio y mos-
trando un flagelo mas largo. Ademas, se observan ondulaciones en el cuerpo celular y aumenta la

distancia entre el nucleo y el kinetoplasto.
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Los tripomastigotas metaciclicos presentan una morfologia diferente a los parasitos analizados. Se
puede ver la membrana ondulante caracteristica de este estadio, y la posicién del nucleo con res-
pecto al kinetoplasto aparece invertida quedando el kinetoplasto ubicado en una zona posterior y

el nucleo se localiza en la regidn anterior (Figura 15).

Estos cambios morfoldgicos, podrian estar hablando de una transicién hacia un estadio pre-adapta-
tivo donde el parasito puede tomar dos caminos para sobrevivir: diferenciarse a tripomastigotas
metaciclicos infectivos en caso de estrés nutricional o volver a replicarse como epimastigotas segun

disponibilidad o no de nutrientes.
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Figura 15. Representacién de los cambios morfoldgicos observados en parasitos a lo largo de la curva de crecimiento.
Imagenes de un parasito representativo de las fases de la curva que se indican a la derecha obtenidas por Microscopio
Confocal Leica TCS-SP5 (aumento 100X). A la izquierda se muestra el contraste de fases, en el panel central se muestra
la tincidn del nucleo y kinetoplasto con DAPI y a la derecha la superposicidn de las dos imagenes. Con flechas se indican
las posicidnes del ntcleo (N) y del kinetoplasto (K). La barra celeste representa 4 um.
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6.4 [EVALUACION DEL CONTENIDO DE ARN TOTAL POR PARASITO

Se ha reportado que la actividad transcripcional en fase exponencial es 6 y 10 veces superior en
comparacion con la fase estacionaria pero que los ARNm que encontramos en esta ultima tienen
una vida media de 3 a 7 veces mayor que los transcriptos en fase exponencial [35]. Esto puede
deberse a mecanismos de ahorro de energia que utiliza el parasito cuando se encuentra en condi-

ciones de estrés nutricional [11].

Con el fin de identificar la existencia de cambios en la cantidad de ARN total, se analizé el contenido
de ARN en poblaciones de parasitos a diferentes fases de la curva de crecimiento. Para ello se extrajo
el ARN total de epimastigotas en los diferentes puntos de la curva y se realizé la cuantificacion del
pardsito mismo a través de medidas de absorbancia a 260nm en NanoDropTM Lite Spectrophoto-
meter de Thermo Scientific. Se calculd la cantidad de ARN por parasito dividiendo la cantidad de
ARN total por el nimero de parasitos empleados en cada extraccion (Tabla de figura 16-A). En pa-

ralelo, el ARN total fue analizado en Bioanalyzer para ademas analizar su calidad (Figura 16-B).

Se obtuvo un ARN de buena calidad en las tres réplicas bioldgicas analizadas para cada fase de la
curva. En todas las muestras se puede observar las tres bandas correspondientes al ARN ribosomal

y no se visualiza contaminaciéon con ADN gendmico.

Como se puede ver en los resultados obtenidos en la figura 16-A, para ambos métodos empleados,
la cantidad de ARN total por parasito alcanza su valor mas alto en el dia 7 donde el parasito se
encuentra en su fase exponencial de crecimiento y a medida que el cultivo se hace mas viejo y entra
en fase estacionaria su concentracién va disminuyendo hasta llegar a la concentracion mds baja en
el dia 28 donde el pardsito se encuentra en el final de su fase estacionaria. Este hecho podria de-
berse al estrés nutricional sufrido a medida que avanza el tiempo por lo que los parasitos disminu-
yen su actividad transcripcional ya que entraria en un estado de latencia donde se haria necesario
elahorro de energia. La disminucién en la cantidad de ARN total por parasito a medida que se avanza
en la curva de crecimiento podria explicarse por la existencia de una bajada en la transcripcién in-
ducida por el estrés nutricional. Este hecho seria compensado por una estabilizacién adicional de
los ARNm en estos estadios tardios, de manera de conseguir un mayor ahorro energético [11]. La
regulacién de estabilidad diferencial de los ARNm ha sido anteriormente reportada como un meca-

nismo importante para regular la expresién génica durante el desarrollo de los kinetoplastideos [35].
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Figura 16. A) Cuantificacién de ARN por parasito en los diferentes puntos de la curva de crecimiento seleccionados
obtenidos por medidas en espectrofotémetro en gota (rojo) y por Bioanalyzer (azul). Se muestra el promedio de ARN
extraido de tres cultivos independientes para cada punto de la curva. B) Visualizacién de integridad de ARN mediante
bioanalyzer para los distintos puntos de la curva de crecimiento. Se muestra el resultado obtenido de tres réplicas bio-
légicas para cada punto.
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6.5 CAMBIOS EN EL PERFIL DE PROTEINAS TOTALES

Dados los cambios morfolégicos observados cuando los pardsitos son sometidos a estrés nutricio-
nal, es de esperar que también haya cambios en la sintesis y degradacién de proteinas lo que llevaria
a un perfil de proteinas diferencial en las distintas fases de la curva. Por eso la sintesis de nuevas
proteinasy glicoproteinas son necesarias para la adaptacion y sobrevivencia en cada una de las fases
y pueden ademads utilizarse como principal fuerte de carbono para la produccién de ATP [36]. En
estudios de la transicién de epimastigotas en fase exponencial a fase estacionaria se ha reportado
la presencia de un perfil metabdlico diferente a medida que se avanza en la curva de crecimiento,
lo que implicaria la expresidn diferencial de proteinas asociadas con cada punto analizado [33]. En
fase exponencial de crecimiento, donde el pardsito se encuentra en condiciones de abundancia de
nutrientes y en estado de alta tasa de duplicacion, se expresa un perfil de proteinas asociadas con
un metabolismo energéticamente activo principalmente enzimas del metabolismo de la glucosa y
acidos tricarboxilicos. Asimismo, en la fase estacionaria, debido al estrés nutricional sufrido por los
parasitos la utilizacién de los aminodcidos y sus intermediarios se ve incrementada, por lo tanto se
aumenta la expresion de las proteinas vinculadas con el metabolismo de los aminodcidos [33]. Por
otro lado, es sabido que la expresidn de proteinas de superficie también difiere entre epimastigotas
y tripomastigotas metaciclicos, encontrandose en estos ultimos un aumento en la cantidad de pro-
teinas vinculadas con la virulencia del parasito y con la resistencia al sistema complemento, permi-
tiendo que la infeccidn sea exitosa. Ejemplos de proteinas de superficie de expresidn diferencial

constituyen las transialidasas y las mucinas [36]

Dado estos antecedentes, para ver si existen diferencias a nivel global del perfil de proteinas, se
extrajeron proteinas totales de parasitos creciendo en distintas fases de la curva de crecimiento y
se analizd el perfil proteico mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desna-
turalizantes (SDS-PAGE) y posterior tincién con plata. Como se puede ver en la figura 17, existen
diferencias en los patrones de bandas provenientes de parasitos en diferentes fases de la curva de
crecimiento, lo que sugiere que efectivamente estaria variando el repertorio de proteinas expresa-
das a medida que se acentua el estrés nutricional durante la transicion epimastigota-tripomastigota

metaciclico.
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Figura 17. Perfil de proteinas de las diferentes poblaciones de parasitos estudiadas. Gel de poliacrilamida 12% donde se
muestra el perfil de proteinas totales en cada fase de la curva de crecimiento. Las proteinas se visualizaron mediante
tincidn con nitrato de plata.

Pagina | 37



6.6 ANALISIS DE CAMBIOS EN LA RESISTENCIA DE LOS PARASITOS A LAS PROTEINAS DEL COMPLEMENTO
HUMANO DURANTE LA TRANSICION A FASE ESTACIONARIA

La interaccién entre T. cruzi y el sistema complemento es el principal paso de la respuesta inmune
inmediata del huésped contra el pardsito. Para evaluar si las diferentes poblaciones de parasitos
seleccionadas a diferentes tiempos de la curva de crecimiento presentan diferencias en la resisten-
cia al sistema complemento humano, se incubaron las mismas con suero humano sin descomple-
mentar y en paralelo con suero humano descomplementado por calor y se analizé la viabilidad de

los parasitos a las 24 horas.

Para la determinacion de la viabilidad se utilizaron los marcadores loduro de propidio (IP) y calceina
(CA). Las células vitales presentan alta actividad esterasa intracelular, la cual se determina a través
de la conversidn enzimatica de la calceina-AM no fluorescente en calceina polianidnica fluorescente
retenida dentro de las células por parte de las células vitales. Por otro lado, el IP entra en las células
y se une a acidos nucleicos, produciendo de esta manera una fluorescencia de color rojo brillante
en las células muertas siendo excluido por la membrana plasmatica intacta en células vivas. La de-
terminacion de la viabilidad celular se da entonces mediante la evaluacion de estas propiedades
fisicas y bioquimicas de las células. La fluorescencia en células vitales y en células muertas fue cuan-
tificada mediante citometria de flujo (ex/em ~495 nm/~515 nm y ex/em ~495/~635 nm respectiva-
mente).En paralelo, se analizé la movilidad y morfologia de los parasitos tratados con suero sin des-
complementar y descomplementado por calor mediante observacién directa en el sistema de ima-

genes celulares ZOE (ZOE™ Fluorescent Cell Imager).

En la figura 18A se observan los resultados de la marcacion de CA y Pl y posterior andlisis por cito-
metria de flujo obtenidos para los parasitos a las 24 horas de ser tratados con suero humano des-
complementado. Se observa una variacion en la distribucidon poblacional de los parasitos vitales
marcados para CAy para IP a medida que se avanza en la curva de crecimiento. Conforme el cultivo
va envejeciendo, se ve un leve aumento de la cantidad de parasitos que se estdn muriendo revelado
como un aumento en el porcentaje de parasitos marcados con IP. Este hecho podria explicarse por
la disminucién en la disponibilidad de nutrientes a medida que envejece el cultivo. Las imagenes
obtenidas por microscopia muestran un gran nimero de pardsitos vivos e incluso muchos agrupados

en todos los tiempos analizados (figura 18B).
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Figura 18. Analisis de viabilidad de parasitos en ausencia y presencia de sistema complemento. Los parasitos fueron
tratados con suero humano descomplementado y sin descomplementar. (A) El seguimiento de la viabilidad de los pa-
rasitos colectados en distintas etapas de la curva de crecimiento que se indican, tratados con suero humano descom-
plementado se realizé mediante marcado con las sondas fluorescentes CA e IP seguido de medicién por citometria de
flujo. (B) Se muestran imagenes representativas de microscopia de los cultivos en las etapas de la curva de crecimiento
indicadas obtenidas con el ZOE™ Fluorescent Cell Imager. (C) Analisis de viabilidad de parasitos tratados con suero hu-
mano sin descomplementar tal como se describié en la parte (A). (D) imagenes obtenidas en el microscopio ZOE de los
parasitos tratados con suero con complemento en los tiempos indicados. En cada caso, se muestra un experimento
representativo de tres realizados para parasitos en cada fase de la curva.
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En paralelo, los mismos parasitos en las fases de la curva de crecimiento indicadas, fueron crecidos
en presencia de suero humano sin descomplementar y se realizé de la misma forma el seguimiento
de la viabilidad de los mismos. A las 24 horas posteriores al tratamiento con suero sin descomple-
mentar, ya se ve un alto porcentaje de células muertas (81%) representadas por la poblacion IP
positiva y un bajo porcentaje de células Unicamente CA positivas (5,2%) (Figura 18C). Un comporta-
miento similar se observa para los epimastigotas que recién entran en fase estacionaria (dia 14), lo
cual sugiere que hasta el inicio de la fase estacionaria, los parasitos no han adquirido ninguna estra-
tegia para evadir el efecto del sistema complemento. En ambos casos este hallazgo se confirma en
las imagenes obtenidas por microscopia donde se observan la gran mayoria de los pardsitos muertos
y redondeados (Figura 18D). Cuando los pardsitos se encuentran en fase estacionaria, ya en el dia
21 de crecimiento, se observa la aparicion de una poblacién (30%) CA positiva, resistente a la expo-
sicidn al sistema complemento humano (Figura 18C). Al analizar las imagenes obtenidas en el ZOE™
Fluorescent Cell Imager también se observa un porcentaje mayor de pardsitos viables moéviles (Fi-
gura 18D). Llegando al final de la fase estacionaria en el dia 28, la poblacion de pardsitos CA positivos
(74%) se hace aun mayor (Figura 18C). Estos hallazgos sugieren que los parasitos a medida que
avanzan en la fase estacionaria van adquiriendo estrategias para evadir el sistema complemento y
hacerse resistentes. En este sentido estos epimastigotas envejecidos compartirian caracteristicas de
los tripomastigotas en cuanto a la resistencia al sistema complemento lo cual sugiere que los para-
sitos estarian entrando en una etapa de adaptacién previa a su diferenciaciéon en tripomastigotas

metaciclicos.
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Figura 19. Grafico de comparacién que representa los porcentajes de parasitos para CA e IP positivos de tres experi-

mentos independientes promediados para los tratamientos con y sin complemento. En gris corresponde a parasitos
vivos y el negro a los pardasitos necroticos
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Los porcentajes promedio de parasitos IP y CA positivos de tres experimentos independientes se
muestran en la figura 19. En el caso del tratamiento con suero humano descomplementado, se ob-
serva un alto porcentaje de parasitos vivos para todas las fases de la curva de crecimiento con un
aumento gradual del porcentaje de células que se estdn muriendo a medida que el cultivo se va
haciendo cada vez mas viejo y algunos parasitos comienzan a morir. Por otro lado cuando se los
trata con suero sin descomplementar se observa que el porcentaje de parasitos vivos es muy bajo
en las primeras etapas de la curva de crecimiento pero aumenta en la fase estacionaria, alcanzando
su mayor porcentaje en la fase estacionaria tardia (dia 28) Este numero es comparable y muy similar

al obtenido cuando se tratan los parasitos sin complemento.

Se observa cuando se realiza el tratamiento con complemento una doble marcacién IP y CA positi-
vas. Esto podria explicarse por la formacién del complejo MAC (complejo de ataque a membrana),
uno de los mecanismos de accidn que tiene el sistema complemento. El MAC se forma tipicamente
en la superficie de un agente patégeno invasor como resultado de la activacién del sistema del com-
plemento. La estructura del MAC actia como un canal o poro a través de la membrana que permite
la libre difusiéon de moléculas en ambos lados de la misma, lo que distorsiona su ambiente interno
matdndola rapidamente [37]. La doble marcaciéon positiva se produce por la entrada de IP aun
cuando parte de la concentracidon de CA se mantiene dentro la célula. Esta marcacidn CA positiva se
perderia lentamente por la formacidn de los poros creados por el complemento. Posiblemente si se
hubiera seguido la viabilidad en horas posteriores se esperaria marcaciéon positiva Unicamente para

IPya que los parasitos estarian muertos completamente.
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7 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1 CONCLUSIONES

En este trabajo se realizd una caracterizacién general de epimastigotas de Trypanosoma cruzi cre-
ciendo in vitro en las diferentes fases de la curva de crecimiento haciendo énfasis en la fase estacio-
naria de la misma y estableciendo una comparacién con parasitos creciendo en fase exponencial y

con tripomastigotas metaciclicos.

Se determinaron 4 puntos de interés a partir de la curva de crecimiento realizada correspondiente
a la fase exponencial (dia 7) y fase estacionaria (dias 14,21 y 28) en los cuales se realizaron todos los

estudios posteriores.

Las tasas de crecimiento en las diferentes fases analizadas se hacen cada vez mas lentas, alcanzando

un valor promedio de 2.46x10° parasitos/mL por dia en la fase estacionaria (dia 21).

Los cambios morfoldgicos a lo largo de la curva de crecimiento estdn vinculados con el alargamiento
del cuerpo celular y presencia de flagelo mas largos. También se observé un aumento en la distancia

entre nucleo y kinetoplasto.

La cantidad de ARN total por parasito disminuye a medida que se avanza en la curva de crecimiento,

con valores del orden 102 en fase exponencial y el orden de 103 en fase estacionaria (dia 21).

Hay variaciones en el repertorio de proteinas totales a medida que se acentua el estrés nutricional

durante la transicion epimastigota-tripomastigota metaciclico.

Los parasitos a lo largo de la curva de crecimiento se vuelven mas resistentes al complemento no-

tandose un aumento de células viables.

La fase estacionaria de epimastigotas de Trypanosoma cruzi creciendo in vitro, se caracteriza por
tener pardsitos con una tasa de crecimiento mas lenta que los epimastigotas en fase exponencial
pero que igualmente crecen cuando son puestos nuevamente en un medio de cultivo nuevo. Estos
parasitos contienen un cuerpo celular alargado y presencia de un flagelo mas largo, ademas la dis-
tancia entre nucleo y kinetoplasto aumenta pero no hay variacién en su posicidn. La concentracién

de ARN total por parasito es baja debido posiblemente al estrés nutricional sufrido lo que llevaria a
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una disminucién de su actividad transcripcional. Con respecto a sus proteinas se observd que pre-
sentan un perfil diferente que puede asociarse con un cambio a nivel metabdlico. Por ultimo se
determind que los parasitos en fase estacionaria son mas resistentes al complemento debido a que

van adquiriendo estrategias para evadirlo.

Como se postuld en nuestra hipotesis los parasitos en fase estacionaria de crecimiento cobran rele-
vancia porque durante esta etapa, como se puede observar en nuestros estudios, comienzan a ma-
nifestarse muchos de los primeros cambios preadaptativos que sufre la forma epimastigota para

transformarse en tripomastigota metaciclico.

7.2 PERSPECTIVAS

Estudiar la variacién de expresion de proteinas de resistencia al complemento (CRT, T-DAF, TcCRP,
gp58/68, entre otras) y de proteinas de superficie (Transialidasas, mucinas, entre otras) a lo largo

de la transiciéon epimastigota-epimastigota envejecidos

Realizar analisis bioinformatico de transcriptomas realizado por secuenciacion masiva para cada

punto de la curva de crecimiento seleccionado.

Seleccionar genes candidatos involucrados con la transicidn hacia parasitos tardios y profundizar en

el estudio de las vias de sefializacion involucradas.

Obtener marcadores moleculares asociados con esta transicion.
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