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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron poblaciones y clones de Trypanosoma cruzi
perienecientes a los dos zimodemas predominantes en Chile (Z1 y Z2), los cuales son
radicalmente diferentes y estan separados por grandes distancias genéticas, segun se ha
determinado por estudios isoenziméticos.

Los parametros que se analizan son: capacidad de diferenciacion "in vitro® de formas
epimastigotas a tripomastigotas, curso de la infeccion experimental en un modelo murino,
infectividad en células de cultivo, reconocimiento de glicoconjugados mediante lectinas,
susceptibilidad a lisis mediada por complemento en presencia de anticuerpos y analisis
antigénicos de formas tripomastigotas con sueros generados en contra de paréasitos
pertenecientes a ambos tipos de zimodemas.

Los parasitos pertenecientes al zimodema Z1 mostraron alta capacidad de diferenciacion
*in vitro®, provocaron altas parasitemias en raton e infectaron células de cultivo. Por el contrario, el
grupo Z2 mostré bajos porcentajes de diferenciacién "in vitro®, parasitemias subpatentes en
ratén y baja capacidad infectiva en células de cultivo.

Sueros inmunes generados contra poblaciones Z1, fueron capaces de provocar lisis® =~
mediada por complemento de parasitos Z1, aunque la reactividad litica dependio de la cepa
utilizada, Antisueros contra parasitos Z2 fueron incapaces de lisar parasitos Z1.

Las formas celulares utilizadas como célula blanco, ya sea tripomastigotas sanguineos,
metaciclicos o de cultivos celulares, difirieron en susceptibilidad a la lisis mediada por

complemento, siendo las dos Ultimas formas [as mas susceptibles.




S aus

El anélisis antigénico mediante "Western blot* permitic visualizar preferentemente
antigenos de peso molecular sobre 90.000. Los antisueros que no poseen actividad litica
reconocen débilmente algunos antigenos. En cambio, aquellos sueros que poseen actividad
litica reconocen varios antigenos mayoritarios, con pesos moleculares entre 80,000 y
112.000, los que fueron detectados en las diferentes cepas estudiadas. El analisis de antigenos
de superficie marcados con 125I-yodc:a y mediante un suero con actividad litica demostro que
éste era capaz de reconocer selectivamente una proteina de peso molecular 110.000. En
cambio, el antisuero no litico reconoce una proteina de peso molecular 40.000.

En conjunto estos resultados muestran que las diferencias en los parametros biologicos y
bioquimicos analizados se correlacionan con las diferencias geneticas existentes entre las
poblaciones de T. cruzi estudiadas, lo que permite apoyar la estructura clonal de las

poblaciones naturales de este parasito.

71
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ABSTRACT

In this work Trypanosoma cruzi populations and clones belonging to the predominant
zymodemes in Chile (Z1 and Z2) were studied. These groups are radically different and are
separated by large genetic distances.

The parameters analysed are: the capacity of *in vitro® differentiation of epimastigote to
trypomastigote forms, the experimental infection course on a murine model, infectivity of cells in
culture, glycoconjugate recognition by lectins, susceptibility to complement mediated lysis in the
presence of antibodies and the antigenic analysis of trypomastigote forms with immune sera
elicited against parasites from both zymodeme types.

Parasites belonging to the zymodeme Z1 displayed high “in vitro® differentiation capacity,
they generaied high parasitemias in mice and infections on tissue culture cells. On the contrary,
the Z2 group displayed low "in vitro® differentiation percentages, subpatent parasitemias in mice
and low infection capacity on tissue culture cells.

immune sera elicited against Z1 populations were able to trigger complement mediated
lysis of Z1 parasites, although the lytic reactivity was strain depend. Antibodies against Z2
parasites were unable to lyse Z1 parasites although the cellular forms usedas target cells, either
blood trypomastigotes, metacyclics or tissue culture derived forms diverged on the susceptibility
to complement mediated lysis, the last two forms being the most susceptible ones. The antigenic
analysis by Western blot allowed the preferential detection of antigens with a mol weight of over
90.000. The immune sera with no lytic activity detect weakly only a few antigens. On the
contrary, these immune sera with lytic activity detect several major antigens. Two of these
antigens have a mol weight of 80.00 and 112,000 and were detected on several strains studied.
The analysis of surface antigens labelled with 125 j0dine by means of an immune sera with lytic
activity showed the selective recognition of a protein with a mol. weight of 110.000, on the

contrary, the non lytic immune sera detect a protein of 40.000.
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All together these results show that differences on the biological and biochemical
parameters analysed correlate with the genetic differences between the T. cruzi populations

studied, aspect that supports the clonal structure of the natural populations of the parasites.
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S A

INTRODUCCION

1. Trypanosoma cruzi;

Caracteristicas generales:

Trypanosoma cruzi pertenece al Phylum Protozoa, Superclase Mastigophora los cuales
son protozoarios flagelados que no poseen cromatdforos, Orden Kinetoplastida, cuyos
miembros presentan uno a cuatro flagelos y un organelo autoreplicable, el kinetoplasto, que
contiene DNA, Familia Trypanosomatidae, en fa cual estan incluidos varios géneros de flagelados.
Los tripanosomas son flagelados digenéticos (parasitos con alternancia de evolucion en
hospedadores invertebrados y vertebrados) que presentan durante su ciclo evolutivo diferentes
formas celulares. Pertenecen al grupo Stercorarea ya que se trata de tripanosomas que
evolucionan a lo largo del tubo digestivo de! vector y cuya transmisién se realiza a través de las
heces. El subgénero es Schizotrypanum, que engloba los tripanosomas de kinetoplasto
voluminosc que se reproducen intracelularmente de modo regular (Brener, 1985).

Trypanosoma cruzi es transmitido al vertebrado cuando el insecto vector, al alimentarse
deposita en la piel, heces u orina que contienen la forma infectiva fripomastigota metaciclico.
Los paréasitos invaden el cuerpo a traves de la lesién producida por la picada del insecto o
penetran activamente -Jla membrana de la mucosa (Brener, 1972, Brener, 1973; Brener y
Alvarenga, 1979; Apt y Reyes, 1986b; Andrews y col., 1987).

Trypanosormna cruzi circula en la sangre en la forma tripomastigota no proliferativa. Después
de la interiorizacidn del parasito a la célula hospedadora, los tripomastigotas demoran cerca de 3
horas en reorganizarse en [a forma amastigota, las que permanecen mas o menos durante 35

horas antes de comenzar a dividirse. Cerca de 9 divisiones asincronicas ocurren para dar
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origen a aproximadamente 500 amastigotas. Los amastigotas se transforman nuevamente en
tripomastigotas, los cuales producen lisis celular y contindan la infeccion (Dvorak e Hyde,
1973).

En el insecto vector los tripomastigotas sanguineos se transforman en epimastigotas los
cuales se multiplican en el intestino medio (Chagas, 1909; Atias y Apt, 1991). En la porcion
distal del intestino y recto, los epimastigotas se diferencian a la forma infectiva tripomastigota
metaciclico (Fig. 1).

Los vectores de la enfermedad de Chagas corresponden a insectos de la sub-famiiia
Triatominae. Los géneros ma i;nportantes en la transmisién del parasito son: Triatorna (con 30
especies), Panstrongyius (con 10 especies) y Rhodnius (con 10 especies).

En Chile, los vectores estan representados por 2 especies del género Triatoma distribuidas
desde la | a la VI Regién, T. infestans y T. spinofai, Cada una de ellas cumpie un rol
epidemiologico distinto, asociandose la primera al ciclo de transmisién domestico y la segunda al
ciclo silvestre (Apt y Reyes, 1986).

En condiciones experimentales de laboratorio es posible obtener, con relativa facilidad,
formas epimastigotas en cultivos acelulares axénicos en cantidades apropladas para realizar
diversos estudios.

Los tripomastigotas infectivos se pueden obtener como formas: -

a) tripomastigotas metaciclicos mediante diferenciacién espontanea a partir de epimastigotas
de cultivos acelulares o mediante induccién en.medios definidos (Contreras,. 1981; Crane y
Dvorak, 1982; Contreras, 1985).

b) tripomastigotas sanguineos de ratones infectados, los que pueden haber sido
inmunosuprimidos previamente,

c) tripomastigotas de cultivos celulares donde se realiza el ciclo infectivo “in vitro™.

Aln cuando se dispone de estas 3 fuentes de obtencién de las formas infectivas
tripomastigotas, el bajo rendimiento y los altos costos constituyen serias limitantes para los

estudios en esta forma del parasito.
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2. Enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, la que constituye
uno de los problemas parasitarios humanos més importantes del continente americano.
Actuaimente se estima que existen entre 16-18 millones de personas infectadas y 90 millones
con riesgo de infeccion (Moncayo-Medina, 1987).

Datos publicados por la Organizacién Mundial de la Salud (Moncayo-Medina, 1987)
revelan que un 62% de los individuos en fase crénica no tiene sintomas, un 27% presenta el
cuadro cardiaco, un 3% el cuadro digestivo (megaesdfago y/o megacolon) y un 8% ambos

cuadroes.

3, Heterogeneidad de las poblaciones naturaies de 7. cruzi

La enfermedad de Chagas puede presentarse en una variedad de formas, desde una
infeccion aguda fulminante hasta una infeccién crénica inaparente. Los factores involucrados
en la patogenia no han sido dilucidados, sin embargo, hay evidencias que apoyan la idea que
tanto variaciones en el genotipo del parasito (Dvorak, 1984; Wagner y So, 1990), como del
hospedador (Trischmann y col;, 1978; Trischmann, 1986), pueden influenciar profundamente el
desarrollo de la interaccion huésped parasito.

~ . . Enla década del 60 se propuso por primera vez,.(Lambrecht, 1965) que el grupo de
organismos conocidos como Trypanosoma cruzi estaria, en la naturaleza, constituido por una
poblacién genéticamente heterogénea y que dicha heterogeneidad gendmica podria ser un
factor determinante en la diversidad de manifestaciones de la enfermedad de Chagas.

Mediante técnicas electroforéticas se pueden observar diferencias en patrones
isoenzimaticos en el parasito, correspondientes a variaciones fenotipicas que pueden ser
directamente relacionadas con variantes genéticas de T. cruzi (Miles y col,, 1984; Romanha y

Brener, 1988; Breniere y col., 1991 ).




Los patrones isoenzimaticos fueron primero utilizados por Toyé (1974) quién a traves de ellos,
demostré variabilidad en distintos aislados de 7. cruzi. Posteriormente, se estudiaron muestras
del norte de Brasil (Miles y col., 1981b), las cuales se pudieron clasificar en 3 grupos de
zimodemas o conjuntos de poblaciones de parasitos que presentan un perfil isoenzimatico
comun, (Ready y Miles, 1980; Miies, 1985). El grupo Z1 se encontrd asociado al ciclo silvestre
de la enfermedad, el Z2 al ciclo de transmision doméstica y el grupo Z3 a muestras provenientes
de armadillos y de sus vectores especificos. Los 3 zimodemas eran capaces de infectar
humanos y de causar cuadros agudos. Sin embargo, los cuadros cronicos eran casi
exclusivamente causados por parésitos del tipo Z2. Esta predominancia del grupa de parasitos Z2
en pacientes de fase cronica ha sido sefialada por otros autores {Luguetti y col., 1986;
Romanha y col., 1988).

La relacion entre la forma clinica de la enfermedad de Chagas y los zimodemas de T.
cruzi fue senalada por Miles y col. Ellos observaron la predominancia de parésitos Z2 en
pacientes del este y centro de Brasit, donde se sabe que los pacientes desarrollan
megaesodfago y megacolon. Por otro lado, notaron la ausencia de parasitos del tipo 22 en
Venezuela, donde los pacientes desarrollan principalmente cardiopatias (Miles, 1985). En
otros estudios, sin embargo, no se ha observado relacién entre formas clinicas y zimodemas
(Brener, 1985; Romanhay Brener, 1988; Acostay col., 1988).

Estudios isoenzimaticos que abarcan un gran numero de poblaciones de T. cruzi y una
.mayor. cantidad de Joci genéticos analizados,han permitido conocer la magnitud de variabilidad
genética existente en las poblaciones. El andlisis de 542 poblaciones provenientes de diversos
hospedadores, vectores y regiones geogréficas, reveld la existencia de 43 grupos de parasitos, los
cuales correspondian a subclasificaciones de los 3 zimodemas descritos anteriormente
(Tibayrenc y col., 1986; Tibayrenc y Ayala, 1988; Tibayrenc y col., 1980; Tibayrenc y Ayala,
1991). A pesar de que se analizd un alto nimero de Joci genéticos (15 sistemas isoenzimaticos),
se encontré un numero relativamente discreto de grupos de parasitos, lo que llevd a proponer a

Tibayrenc (1986) que cada uno de estos grupos representaria distintos clones de parasitos




distribuidos en las diversas poblaciones naturales del protozoo. Estos mismos grupos se
encontraron en distintas regiones geogréficas, hospedadores mamiferos y vectores (Tibayrency

Ayala, 1988).

Teoria clonal de las poblaciones naturales de T. cruzi

En los Gltimos 20 afios, se han realizado progresos importantes en el campo de la
caracterizacién de cepas de parasitos, gracias al desarrollo de nuevos marcadores moleculares
como son las iscenzimas o las sondas de DNA (Macina y col,, 1987).

Tibayrenc y Ayala (1988), propusieron que mediante la interpretacion de datos
moleculares sobre una base tedrica de genética de poblaciones, se puede saber si las
poblaciones estén aisladas entre si desde un punto de vista genético. En el caso de los parésitos,
se puede determinar si las cepas son entidades genéticas que persisten como tales a través de
las generaciones o si, por €l contrario, son variantes individuales inestables, que duran

“ solamente el tiempo de una generacion. Los estudios de este tipo estan centrados en el modo de
reproduccién del parasito en sus poblaciones naturales.

Mediante el analisis de la distribucién de los genotipos en las poblaciones es posible
determinar en parésitos protozoarios y otros organismos microbianos, si el modo “de
reproduccion es predominantemente sexual o clonal. Los criterios que se analizan estan
relacionados con.dos pruebas clasicas de genética de poblaciones:-el-equilibrio de
Hardy-Weinberg y el desequilibrio de ligamiento.

En general, las poblaciones de especies sexuales muestran equilibrio de
Hardy-Weinberg y e! equilibrio de ligamiento o desviaciones débiles de ellos. Por ésto,
desviaciones importantes de las predicciones de estas pruebas, son consideradas como
pruebas indirectas de la ausencia de reproducci6n sexual o de que esta esta restringida en la
especie en estudio (Zhang y col., 1988). En este caso, en genética de poblaciones se habla de

propagacion clonal (situaciones donde la descendencia es genéticamente idéntica al individuo




parental, excepto por la incorporacion de mutaciones). Esto se puede observar no solamente
en el caso de divisiones mitéticas simples (clonalidad en sentido estricta), sino también en varios
casos de partenogénesis o de autofecundacién. Es importante sefialar que el modelo clonal no
implica que la recombinacién esté totalmente ausents, sino mas bien que ésta es escasa alin en
escala evolutiva, de tal manera que las consecuencias dei modo de reproduccion clonal
persisten. En tal sentido, este modelo es compatible ain con experimentos exitosos que
prueben recombinacién genética en el laboratorio.

En T. cruzi, los extensos estudios realizados en poblaciones naturales han llevado a
proponer una estructura de poblacién clonal (Tibayrenc y col., 1986; Tibayrenc vy col, 1990,
Tybayrenc y Ayala, 1891). Esto se basa en que las dos consecuencias genéticas fundamentales
de la reproduccion sexual, que son segregacion de alelos y recombinacién entre loci estarian
ausentes o severamente restringidas. Cabe hacer notar que en condiciones experimentales de
laboratorio no ha sido posible observar recombinacion genética entre poblaciones de T. cruzi
pese a que bajo las mismas condiciones en otras especies de tripanosoma se ha logrado (Jenni
y col.,, 1986}.

Segtin el concepto de clonalidad, los clones naturales se comportan en gran medida
como entidades genéticas independientes, por lo tanto, es posible esperar que la variabilidad
genética del parasito, demostrada mediante estudios isoenziméticos, esté correlacionada con
caracteristicas bioldgicas del parésito.

En la literatura existen algunas evidencias que apoyan la idea de quesexiste
correspondencia entre clasificacion bioguimica y otras propiedades biologicas del parasito
(Andrade y col., 1983; Andrade y col., 1985) tales como: cinética de crecimiento en cultivos
acelulares (Dvorak y col., 1980; Piras y Henriquez, 1983; Katzin y col., 1983), desarrolio del
parasito en el insecto vector (Garcia y Dvorak, 1982), especificidad de vector (Schenone y col.,
1985), proptedades farmacolégicas "n vitro* (Barnabé y col., 1983; Andrade, 1985}, especificidad
de union de anticuerpos monoclonales (Andrade y col,, 1983; Fiint y col., 1984; Kirshoff y col.,

1984; Chapman y col.,1984; Orozco y col,,1984; Andrade, 1985; Mortara y col., 1988; Yoshiday
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col.,, 1989), propiedades patogénicas (Miles y col.,, 1981a; Luquetti y col., 1986), polimorfismo de
fragmentos de restriccion de DNA kinetoplasmético (Engels, 1981; Morel y Simpson, 1980; Morel,
4984: Goncalves y col., 1984; Goncalves y col., 1985; Carrefio y col., 1987). Sin embargo, atn
es necesario obtener nuevas y mas completas evidencias a través de diversos criterios para
establecer si realmente existe correspondencia entre clasificacion bioguimica y otras
propiedades biolégicas. De establecerse dicha correlacion, se apoyaria el postulado de la
estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi.

Concordante con la idea anterior, los distintos aspectos biolégicos y moleculares del

parasito que seria relevante estudiar, podrian ser:

A. Metaciclogénesis

La forma infectiva de T, cruzi en la naturaleza es la forma tripomastigota metaciclica de la
orina del triatomineo, por lo tanto, la transformacidn de la forma epimastigota a tripomastigota
infectiva, que se denomina metaciclogénesis, es de gran importancia para la mantencion del
ciclo del parasito y podria influenciar enormemente el curso de la infeccidon producida por las
diferentes cepas, Este proceso puede ocurrir espontaneamente en cultivos envejecidos de
epimastigotas (Chagas, 1909). Se-establecié que este-fendmeno ocurre sélo al final de [a fase
exponencial de crecimiento (Camargo, 1964) y se postularon dos hipdtesis para explicarlo: a) la
existencia de un.metabolito. que induce la diferenciacion, que se acumularia en.el tiempo,.y b)=..:
la falta de alguin componente nutricional en el medio de cultivo que gatillaria la diferenciacion.
Hasta el momento, se han dado evidencias que apoyan ambas hipdtesis (Casteliani y-col.,
1967:; Fernandez, 1969; Caceres y Fernéndez, 1976; Chiari y col., 1980, De Isola y col.,, 1981). Se
dernostré la relevancia de la hemina al aplicar cantidades crecientes de esta sustancia y
observar que simultdneamente se incrementaba la diferenciacién del parasito (Sher y col., 1983;
Arévaloy col,, 1985). La metaciclogénesis es también favorecida por medios de cultivo especiales

tales como el medio LMC (Dusanic, 1980} o medio de cultivo de tejidos de insectos Grace




(Sullivan, 1982). Se ha descrito que la adicién de 10% de suero de ternera recién nacida, varios
aziicares y pH 5,5 (Céceres y Fernandez, 1976), son condiciones requeridas para la
diferenciacién. También se ha favorecido la metaciclogénesis a través del co-cultivo con células de
insectos y la adicién de exiractos de insectos (Wood y Pipkin, 1969; Wood y Sousa, 1976). Se
ha observado que el estomago e intestino de vinchucas alimentadas inducen un alto porcentaje
de diferenciacion (De Isola y col., 1981). Actualmente, se sabe que un péptido de 20 aminoacidos
de la cadena de B8 globina es el inductor de la diferenciacion (Torres y Fiavvia, 1993). Estudios
recientes tendientes a demostrar el rol del AMP ciclico y activadores de la adenilato ciclasa
sobre la metaciclogénesis, han revelado que [a adicion de estos metabolitos al cultivo, estimula
también significativamente la transformacién de epimastigotas a tripomastigotas
(Gonzélez-Perdomo y col., 1988; Rangel-Aldao y col,, 1988).

Se ha inducido metaciclogénesis "n vitro* (Contreras, 1981), utilizando un medio que
simula la composicién idnica de la orina de triatominos (medio TAU). En este estudig, realizado
en algunas cepas no clonadas se obtuvo tasas de diferenciacién siempre mayores del 50% y en
algunas de ellas superiores al 90% en periodos que oscilanentre 5a7 dias.

En este mismo modelo de diferenciacidn *in vitro’, se estudié la capacidad de
diferenciacion de epimastigotas a tripomastigotas en el clon Dm28c (Contreras y col., 1985h),
obteniéndose mas del 95% de tripomastigotes metaciclicos al sexto dia de incubacién.

Faltan atn por realizar, sin embargo, estudios comparativos de la capacidad de

diferenciacién de cepas pertenecientes a diferentes zimodemas.

B. Infectividad en ratén

Para realizar estos estudios es necesario amplificar la poblacién de parésitos aislada
inicialmente,a través de pasajes seriados en el vertebrado, de tal manera que las poblaciones
establecidas puedan ser mantenidas en forma estable bajo condiciones experimentales. Con

estas poblaciones individuales de tripomastigotas sanguineos se puede investigar el curso de
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la infeccion en un modeio experimental en raton. La evaluacién de la infeccién se realiza a través
del periodo pre-patente, cumva de parasitemia o virulencia y tasa de mortalidad o
patogenicidad.

La virulencia de una cepa es la mayor o menor capacidad de multiplicacion del parasito en
los tejidos. La patogenicidad en cambio se define como la capacidad de determinar lesiones
tisulares que pueden llevar a los animales a la muerte, en diversas fases de la infeccion
dependiendo de los érganos afectados (Andrade, 1974). Andrade propuso un patron de
clasificacion biolégica para distintas cepas en estudio. El primer grupo comprendia cepas de
alta virulencia y patogenicidad representadas por la cepa peruanay la cepa Y. Un segundo
grupo de mediana virulencia y patogenicidad, representado por la cepa Sao Felipe y un tercer
grupo con muy baja patogenicidad y una lenta pero elevada parasitemia, representada por la
cepa Colombiana.

Dentro de una misma cepa es posible evidenciar heterogeneidad en su virulencia y
patogenicidad. Por ejemplo, se ha demostrado virulencia y patogenicidad polar en ratones para
2 clones de la cepa Sylvio-X10. La cepa original en cambio, presentd un comportamiento
intermedio entre sus 2 clones {Postan y col., 1983).

Otros autores, (Marques de Araujo y Chiari, 1988) realizaron un estudio comparativo de 3
cepas de T. cruzi y sus respectivos clones reafirmando, a través de sus resultados la posibilidad
que dentro de una cepa coexistan varias subpoblaciones, las cuales pueden o no expresarse
dependiendo del tipo.de manipulacién.o factores de seleccion presentes. Se han obsernvado,. e+
también, diferentes grados de heterogeneidad entre las cepas y dentro de ellas. Entre los clones
de las cepas Y y CL se encontraron diferencias intragrupos bastante significativas, mientras que
los clones de las cepas MR presentaron mayor homogeneidad.

Existen trabajos experimentales que indican que la virulencia de una cepa de 7. cruzi, es
un carécter intrinsico (Schlemper, 1982). No se ha detectado correlacion entre el ndmero de
parasitos derivados de vectores y el curso de la infeccién, por lo que ésta estaria aparentemente

mas influenciada por la virulencia del parasito que por el tamano del indculo. inéculos en el
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rango de 5.Sx103 a 2,5x‘!07 parasitos por raton, indujeron similares infecciones de bajas
virulencias. Indculos pequefios de 5x10° tripomastigotas metaciclicos por ratén de diferentes
cepas, provocaron infecciones de virulencias bajas, intermedias y altas. Un punto importante
senalado por Schlemper es que la mayoria de las cepas aisladas de pacientes humanos
brasileros son de baja virulencia, por lo que son necesarios mas estudios en estas poblaciones
de parasitos que a menudo son olvidadas debido a su dificil adaptacion a los modelos animales.
Desde este punto de vista, es relevante comparar las poblaciones de pardsites Z1 y 22

provenientes de pacientes y vinchucas, en base a dichos criterios de virulencia y patogenicidad.
C. Infectividad en células de cultivo de formas tripomastigotas

Trypanosoma cruzi pertenece a la clase de parasitos que necesariamente deben penetrar a
la célula hospedadora para completar su ciclo biologico. El éxito del ]:.aarésito en la invasion celular .
es el resultado de varios eventos secuenciales, Adhesion celular es un proceso mediado por
receptores especificos y puede iniciar el proceso de endocitosis por el cual los organismos son
interiorizados en las células en una vacuola fagocitica. Luego los parasitos escapan de las
enzimas lisosomales del fagosoma, 1o que serfa realizado por una hemolisina activa a pH bajos
{Andrews, 1990).

El fenémeno de interiorizacién podria ser considerado como una adaptacion evolutiva de
Trypanosoma cruzi para escapar del..ataque.inmunologico. Diferencias en la capacidad de
invadir células por diferentes cepas, podrian influenciar el curso posterior de la infeccién (Osuna
y col., 1984).

En este sentido, algunos autores han demostrado una gran diferencia en la habilidad
para penetrar macréfagos de ratén *n vitro* de las formas tripomastigotas de la cepa Y con
respecto a la cepa CL, siendo la primera 20 a 30 veces més infectiva (Alcantara y Brener, 1978;
Kipnis y col, 1979). Cuando se utilizd macréfagos de pollo en cultivos "in vitro® también

demostraron que tripomastigotas de la cepa Y son mas infectivos que la cepa CL, obteniendose
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después de 6 horas de contacto que el 80% y el 40% de las células se infectaron con lacepas Yy
CL, respectivamente. La diferencia fue también acentuada si se considera el nimero promedio
de paréasitos por célula (Meirelles y col., 1980). Otros autores (Bertelli y Brener 1980) infectaron
céiulas de cultivo Vero con formas sanguineas colectadas durante el momento de mas alta
parasitemia inducida por la cepa Y y la cepa CL, obteniéndose un 11,8% y 0,1% de infeccion,

respectivamente.

D. Susceptibilidad de formas tripomastigotas a sueros Inmunes

Ei rol protector de los anticuerpos ha sido demostrado por transferencia pasiva de suero
inmune total (Kagan y Norman, 1961; Kierszenbaum y Howard, 1976; Krettli y Brener, 1978) o
fracciones de IgG purificada (Stefani y col,, 1983; Takehara y col, 1980). Se han descrito
anticuerpos protectores (llamados liticos), presentes en el suero de ratones cronicamente
infectados y que estarian dirigidos en contra de epftopos presentes solo en tripomastigotas
vivos (Krettli y Brener, 1982). Estos anticuerpos son detectados por el ensayo de lisis mediada
por complemento y dependiente de anticuerpo (Ansiano y col, 1972; Krettli y col, 1979
Kierszembaum y Ramirez, 1990). En la enfermedad de Chagas también se inducen anticuerpos
llamados convencionales, es decir, aquéllos que estan involucrados en el diagnastico, reconocen
epitopos en parasitos fijados, no son detectados por el ensayo de lisis y no participan en [a
resistencia del hospedador. Anticuerpos.liticos.y convencionales son detectados durante la
infeccion activa por T. cruzi, mientras que sdlo anticuerpos convencionales son inducidos por
inmunizacién con antigenos de T. cruzi (Krettli, 1982).

Pacientes chagasicos sometidos a quimioterapia especifica y tratamiento en infecciones
expetimentales en ratén han dado evidencias que los anticuerpos liticos desaparecen cuando
la parasitemia también desaparece; sin embargo, los anticuerpos convencionales permanecen
por algun tiempo (Krettli y col., 1982; Lages-Silva y col,, 1987). Esto llevd a los autores a

proponer a la desaparicidn de los anticuerpos liticos como un criterio de cura (Krettli y col,
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1982; Krettli y col., 1984). Sin embargo, ain no estd claro el rol de los anticuerpos liticos
(Andrade y Pimentel, 1991; Andrade y col, 1891), ya que existen datos en la literatura, que
sefialan que existen diferencias en la resistencia a la lisis mediada por compliemento,
dependiendo de la cepa de T. cruzi (Krettli y col., 1979; Murfin y Kuhn, 1988). Mas aiin, se han
descrito cepas de 7. cruzi que serian incapaces de inducir anticuerpos liticos en ratén y
conejo (Maller y col., 1987). Sin embargo, no existen hasta el momento estudios comparativos
acerca de la capacidad de induccién de anticuerpos liticos y la resistencia de cepas
pertenecientes a distintos zimodemas a la accion de los anticuerpos fiticos.

Se ha estudiado la naturaleza de los antigenos inductores de anticuerpos liticos y se
demostré que, anticuerpos en contra de una proteina especifica se correlacionaba con ia
capacidad litica del suero, a pesar de que sueros de pacientes con enfermedad de Chagas
crénico, reconocen muchos de los antigenos de 7. cruzi, (Norris y col, 1989). Pacientes
tratados, cuyos sueros no poseen actividad fitica, mantenian titulos altos de anticuerpos
dirigidos contra otros antigenos, sin embargo, no se encontrd reactividad frente al antfgeno
especffico. Esta glicoproteina se encuentra expresada en tripomastigotas metaciclicos y

derivados de cultivos celulares y no se detecta en formas epimastigotas y amastigotas.

E. Deteccién de glicoconjugados medlante lectinas

oo El estudio de los residuos de carbohidratos de la membrana celular estd ampliamente
fundamentado, ya que existe informacién de que los glicoconjugados participan en los
procesos de adherencia y penetracion a la célula hospedadora (Alves y Colli, 1974; Henriquez y
col., 1981a; Henriquez y col,, 1981b; Zingales y col.,, 1982; Andrews y Colli, 1982; Andrews y
col., 1984; Zimmerman y col., 1987), evasion de la respuesta inmune (Nogueira y Cohn, 1976;
Noguelra y col., 1980; De Arruda y col.,, 1989; Jazin y col, 1991) e induccién de anticuerpos

liticos (Yoshida, 1986; Notris y col., 1989; Almeida y col., 1891).
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Las lectinas constituyen una herramienta adicional para diferenciar grupos de cepas de
T. cruzi, ya que éstas son capaces de reaccionar especificamente con carbohidratos accesibles
en glicoproteinas (Lis y Sharon, 1986).

Mediante aglutinacion inducida por lectinas se han estudiado diversos aislados de T. oruzi
(Chiari y col., 1978). Utilizando este mismo criterio (Schottelius, 1982., Schottelius y Uhlenbruck,
1983), diferentes cepas epimastigotas fueron separadas en 2 grupos: a) cepas agiutinadas por
la lectina Arachis hypogaea (PNA) y que no reaccionan con la lectina de Triticum vulgaris (WGA),
que correspondfan al zimodema Z2. En otros estudios, sin embargo, las cepas de 7. cruzi
reaccionaron en forma diferente con WGA (Pereira y col., 1980; Araujo y col., 1980; Araujo-Jorge
y De Souza, 1986; Vivas y Urbina, 1982).

La utilizacién de otras lectinas para diferenciar poblaciones de T. cruzi, no han permitido
llegar a resultados concluyentes, ya que en algunos casos una misma cepa de parasito presenta
diferentes patrones de reaccion frente a una misma lectina. Las cepas Y y CL presentaron
reaccién con la lectina Glicine maxima (SBA) (Marinkelle y col., 1986; Schottelius, 1982). En
otro trabajo, las mismas cepas no presentaron reaccion con dicha lectina (Araujo y col., 1980).

Otras lectinas muestran un perfil similar de reaccién con diferentes poblaciones de
parasitos (Marinkelle y col., 1986; Araujo y col,, 1980; Schottelius, 1982; Pereira y col,, 1980).

En estudios mas recientes en los cuales se utilizaron insectos vectores alimentados con
parasitos pertenecientes al zimedema Z1, se encontré que todas las formas de parasitos
localizadas en distintas porciones del-intestino del vector, presentaron reacciéﬁ con [a lecting > -
SBA. En cambio, ninguno de estos parasitos reacciond con 1a lecting WGA (Schaub, 1989).
Estudios similares realizados con parésitos clasificados como Z2 mostraron que todas las formas
reaccionaban con la lectina SBA, pero no todas lo hacian con WGA.

Estos resultados mostraron que los parasitos Z1 mantuvieron el mismo patrén de reaccion
que habia sido descrito previamente por otros autores en parasitos Z1 y Z2 de distinto origen

(Schottelius, 1982; Schottelius y Uhlenbruck, 1983).
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En general, los andlisis anteriores mostraron que parasitos pertenecientes a un mismo
zimodema podian ser caracterizados por un patrdén comun de reaccion con lectinas,
independiente de la fuente y forma celular de los parésitos, sin embargo, no todas las
poblaciones de T. cruzi conservaban un mismo perfil de reaccion con lectina. Es decit, existen
cepas de paréasitos en las cuales dependiendo de las formas celulares o fuentes del parasito
(cultivo acelular, vector, sangre de mamifero, cultivo celular) los patrones de reaccion con
lectinas cambian (Pereira y col,,1980; Araujo y col.,, 1980; Araujo y De Souza, 1986; Vivas y
Urbina, 1982).

En conclusidn, los informes de la literatura indican que se requiere conocer en mayor
profundidad la naturaleza e importancia fisiologica de los glicoconjugados presentes en la
superficie del parésito. Es importante sefialar que aigunas discrepancias en las caracterizaciones
de parésitos mediante lectinas, podrian estar dadas por la técnica empleada. Se ha demostrado,
por ejemplo que la ausencia de aglutinacién mediante una determinada lectina, no

necesariamente significa la ausencia del receptor correspondiente (Stevens y col,, 1988).

F. Bases moleculares de los procesos de infectividad y evasién de la respuesta inmune

Diversos estudios de antigenos de superficie de 7. cruzi, han revelado que proteinas en
el rango de peso molecular 80-90,000, estarian asociados a fendmenos de infectividad y
evasién de la respuesta inmune.. 1

Los primeros estudios realizados en formas tripomastigotas (Zingales y col, 1982
Andrews y col, 1984), revelaron la existencia de proteinas de peso malecular 85.000,
implicadas en adhesi6n y penetracidn celular (Lima y Villalta, 1988}, Otros autores (Teixeira y
Yoshida, 1986), identificaron otras proteinas en el mismo rango de peso molecular
involucradas en el proceso de adhesién, Asimismo, se demostré que una proteina de peso
molecular 85,000 especifica de tripomastigotas compartfa propiedades funcionales y

estructurales con ef receptor de fibronectina (Quassi y col,, 1986}. Anticuerpos monoclonales y
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policlonales contra proteinas purificadas de tripomastigotas, eran capaces de inhibir la
adhesi6n y penetracion a células (Yoshida y col., 1990; Abuin y col., 1989). Estudios posteriores
mostraron que antigenos implicados en adhesion y penetracién, podian conferir resistencia a
la infeccion aguda por T. cruzi en ratones (Gonzélez y col., 1991).

Los primeros trabajos en los cuales se logrd clonar una proteina de la forma infectiva,
mostraron que ésta posefa secuencias de 9 aminoacidos repetidas en serie (Peterson y col.,
1986). En estudios posteriores (Dragon y col,, 1985; Beard y col., 1988; Peterson y col., 1989;
Kahn y col, 1890), se demostrd que estas proteinas eran codificadas por una familia
heterogénea de genes repartidos en todo el genoma, los cuales se expresaban simultaneamente
(Takle y col,, 1989). De particular importancia son los resuitados en los cuales se gvidencié que
en algunas protefnas clonadas existian secuencias repetidas homélogas a aquelias de
neuraminidasa bacteriana (Prioli y col.,, 1990). Existen muiltiples evidencias que involucran a la
neuraminidasa en la capacidad de los parasitos de infectar células {Pereira, 1983; Harth y col.,
1989; Prioli y col., 1990). En los primeros estudios se demostré que la expresion de la
neuraminidasa se encuentra fuertemente aumentada en la forma infectiva (Pereira, 1983).
Andlisis con anticuerpos monoclonales contra la neuraminidasa revelaron que existia

polimorfismo de esta enzima en distintas poblaciones de T. cruzi (Prioli y col., 1990).

- Los estudios moleculares tendientes a dilucidar el mecanismo de la lisis mediada por

complemento se han centrado en identificar a antigenos inductores de anticuerpos liticos
(Martins y col., 1985). Al respecto se.purificé una proteina de peso molecular 160.000 que s6lo
se expresaba en tripomastigotas metaciclicos y no en las formas epimastigotas y amastigotas.
Anticuerpos policionales en contra de esta proteina fueron capaces de lisar parasitos en
presencia del complemento. Durante el proceso de purificacion se observé que la proteina de
160.000 sufria una degradacién la cual generaba un polipéptido de peso molecular 60.000.
Sueros de pacientes chagdasicos crénicos reconocen la protelna de 160.000. Otra proteina de
peso molecular 90.000 también ha sido sugerida como inductora de anticuerpos liticos (Yoshida

y col, 1990). Otros autores han identificado una glicoproteina de superficie, presente

e
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exclusivamente en la forma infectiva, que acelera el decaimiento de las C3 convertasas del
sistema de complemento humano (Joiner y col., 1988; Rimoldi y col., 1988). Al respecto se ha
postulado que los factores que inhiben la formacién de las C3 convertasas son los mismos
antigenos que son reconocidos por los anticuerpos fiticos, lo que impediria que éstos factores
pudieran bloquear la activacion del complemento determinando asi un control negativo por
parte del antigeno parasitario (Norris y col., 1989). Otros mecanismos que se ha propuesto
para la evasion de la respuesta inmune son la redistribucion e interiorizacion de antigenos de
superficie mediante fendmenos conocidos como "capping® y "shedding" {(Schmunis y col,, 1978
y Schmunis y col., 1980) y excresién-secresién de antigenos de superficie (Ouassi y col,, 1990;

Goncalves y col., 1991).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Si la estructura de poblaciones del parasito 7. cruzi es clonal, la distribucién de la
variabilidad fenotipica deberia reflejar la existencia de entidades genéticas independientes. Por
o tanto, la hipétesis de trabajo propuesta es que existe correspondencia entre la clasificacion

isoenzimatica y otras caracteristicas fenotipicas (bioldgicas, bioquimicas e inmunoldgicas).

Propésito de la Tesis

El propésito especifico de esta tesis es estudiar si existe correspondencia entre

clasificacion isoenzimética de cepas de T. cruzi con otros parametros fenotipicos como sor

a) Capacidad de diferenciacion *in vitro® de formas epimastigotas a tripomastigotas.

b) El curso de la infeccion experimental en un modelo murino.

¢) Capacidad de infectar céiulas en cultivo.

d) Susceptibilidad de formas tripomastigotas sanguineos, metaciclicos y derivados de cultivo
celular, a lisis mediada por complemento en presencia de anticuerpos.

) Reconocimiento de glicoconjugados mediante lectinas. - .

f) Reconocimiento antigénico mediante sueros inmunes en formas tripomastigotas.

Si estas caracteristicas fenotipicas analizadas se correlacionan, sera posible apoyar la

estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi.
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MATERIALES Y METODOS

1. Procedencia de los reactivos.

Sigma Chemical Company, Saint Louis, Mo, USA: 2-Mercaptoetanol, N,N’
metilen-bis-acrilamida, TEMED, SDS, glucosa, &acido aspartico, acido glutamico, prolina, NP-40,
Tritén X-100, TLCK, PMSF, Leupepting, bisulfito de sodio, Pepstating, Lectinas fluoresceinadas:
Arachis hypogaea, Canavalia ensiformis, Glycine maxima, Triticum vulgaris, D-galactosa,
D-giucosa, NAc-D-glucosamina,aifa metil mandsido. Anti-lgG de ratén conjugada a isotiocianato
de fluoresceina anti-ig& de ratén conjugada a fosfatasa alcalina, sustratos' para fosfatasa
alcalina: BCIP, NBT, yodogen. Suero bovino fetal, NaCl, KCl, Medio RPMI-1640, hemina, glicerol,
glicina, azul de bromofenol.

Difco, Detroit, Michigan, USA: Triptosa, Triptona, extracto de levadura,

Bio Rad Richmond, California, USA: Acrilamida, SDS, TEMED, anfolitos, pH 5-7 y pH 3-10,
marcadores de peso molecular.

Amersham, Buckinghamshire England: Isotopo 125I-yodo radlioactivo,

Whatman International Ltd. Madstone. England: DEAE-celulosa (DE-52).

Merck, Darmstadt, Alemania: EDTA, K2HF’O 4 KH2P04, KCI, MgCIz.

2. Material biolégico

2.1. Caracterizacién isoenzimatica (zimodema) de poblaciones y clones de T. cruzi. Las
poblaciones y clones de 7. cruzi utilizadas en este estudio fueron tipificadas por anélisis

isoenziméticos realizados por Brenigre y col. (1991) y Apt y col. (1987).
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2.2. Formas epimastigotas. Fueron culiivadas en estufa a 28°C en medio liquidoe Diamond
modificado pH 7,2 (Diamond, 1968) que contenia: Triptosa 6,25 g/l, Triptona 6,25 g/l, extracto
de levadura 6,25 g/l, NaCl 6,25 g/, KH, PO4 4,08 g/l. Ko,HPO, 4,06 g/l. Se suplementaron jos
medios de cultivo con hemina 19 uM y SBF inactivado 10%, giucosa 1%, penicilina 100 U.l./ml,
estreptomicina 100 ug/m! y ampicilina 100 ug/ml.

Los paréasitos se cultivaron en botellas de vidrio que contenian un volumen de 100 ml de
medio de cultivo durante siete dias hasta alcanzar una densidad aproximada de 40 a 60 X108
células/ml. Se realizaban subcultivos, traspasando la décima parte del volumen total a un medio

de cuiltivo fresco.

2.3. Tripomastigotas metaciclicos. Se obtuvieron mediante induccion “in vitro® de la forma
epimastigota a tripomastigota, segin el método descrito (Contreras, 1981). Epimastigotas en
fase de crecimiento exponencial fueron centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
El sedimento de células se lavo 2 veces en medio TAU: 190 mM NaCl; 17 mM KCI; 2 mM MgCl.,;
0,035% NaHCO4; 8 mM Tampén fosfato de sodio pH 6,0; 10 mg/ml Rojo Fenol. Luego se
resuspendieron os parsitos en el mismo medio a una densidad de 100x10° parasitos/ml y se
incubaron durante 2 horas a 28°C. Finali'zado este periodo se suplemento el medio TAU con
10 mM -prolina; 2 mM A&cido aspartico; 50 mM giutamato de sodio y 10 mM glucosa. Todo el
procedimiento se realizé en condiciones de esteriidad. Llas botellas que contenian fa
suspension de parasitos se mantuvieron en estufa a 28°C durante 5.a 7 dias. En este periodo
se analizé diariamente la aparicién de tripomastigotas metaciclicos, mediante observacion

morfolégica en camara de Neubauer.

2.4. Tripomastigotas sanguineos. Se obtuvieron por inoculacion de 10° y 10% formas
tripomastigotas metaciclicos en ratones Balb/c irradiados via intraperitoneal. La aparicion de
tripomastigotas circulantes se realizé mediante examen directo de una gota de sangre obtenida

de la cola del ratén. Se realizaron traspasos sucesivos a ratones irradiados. Los ratones eran
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anestesiados con éter y sangrados por via axilar utilizando heparina como anticoagulante. La
sangre se colectaba en tubos de plastico conteniendo bolitas de vidrio, las cuales impedian la
formacion de coagulo al ser agitadas. Se centrifugé a temperatura ambiente a 2.000 rpm
durante 10 minutos con el objeto de sedimentar los gldbulos rojos. El sobrenadante que
contenia los tripomastigotas se centrifugé a 8.000 rpm en medio RPMI-1640 suplementado con

10% SBF, se lavd 2 veces y se resuspendieron los pardsitos en el mismo medio.

2.5. Tripomastigotas de cultivos celulares. Monocapas de células Vero (iinea celular de
epitelio de rindn) eran cultivadas en medio RPMI-1640 conteniendo 10% SBF. Los cultivos se
realizaban en botellas plasticas desechables en incubador con ambiente de 5% GO, y humedad
y 379C. Para iniciar ias infecciones de las células se utilizaron tripomastigotas sanguineos. Una
vez que las infecciones se establecieron, la produccién de tripomastigotas fue mantenida
infectando monocapas de células Vero con 75% de confluencia. Se cosecharon los
tripomastigotas a partir del cuarto dia post-infeccién. Los sobrenadantes cosechados se
centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 minutos, el sedimento se resuspendid en medio

RPMI-1640 con 10% SBF y fue ajustado a una concentracion final dependiendo del ensayo a

utilizar.

3. Antisueros

Sueros inmunes en contra de las diferentes poblaciones de T. cruzi, se obtuvieron
inoculando grupos de 10 ratones Balb/c de 2 meses de edad. Cada raton se inoculd con
1x10%-1x10° formas tripomastigotas por via intraperitoneal. Los ratones fueron sangrados en
el dia 60 post infeccién por via axilar, habiéndose observado en todos ellos, parasitemias
patentes. Los sueros individuales se juntaron y se inactivaron por incubacion a 56°C durante

30 minutos, luego se alicuotaron y se mantuvieron congelados a -80°C hasta su uso.
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4, Caracterizacién blolégica

Ratones no irradiados Balb/c de 2 meses de edad se distribuyeron en grupos de 10
machos y 10 hembras por cada poblacién de T. cruzi a inocular. Cada ratdn recibié un indculo

de 1x10° tripomastigotas sanguineos via intraperitoneal.

4.1. Periodo prepatente.

La determinacion del periodo prepatente de cada poblacién de T. cruzi se realizé
mediante el micrométodo descrito (Freily y col.,, 1983). A partir del tercer dia post-inoculacién se
sac6 sangre de la cola de cada ratén con un tubo capilar heparinizado, luego se centrifugd y se
obtuvo la fraccidn de la fase sobre los glébulos rojos, la cual se coloco en portaocbjeto y se

analizé bajo microscopio.

4.2. Curvas de parasitemia y mortalidad

Las curvas de parasitemia correspondientes a cada poblacién de T. cruzi se realizd por
recuento de los tripomastigotas sanguineos a través del método descrito (Brener, 1962),
analizando 5 ul de sangre colectada de la cola de cada ratdn. El recuento de parasitos se realizo
3 veces por semana durante el tiempo en que los ratones permanecieron vivos, con un limite

méaximo de 60 dias post-infeccion.
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5. Ensayos de inmunofiuorescencia indirecta.

5.1. Inmunofiucrescencia indirecta en formas tripomastigotas vivas. Tripomastigotas
sanguineos, metaciclicos y provenientes de cultivos celulares fueron lavados y resuspendidos
en medio Dulbecco modificado con 10% SBF. Una alicuota de 100 ul parasitos (5x1 Oslrnl) fue
incubada durante 30 minutos a 37°C con los sueros inmunes diluidos 1:10 en el mismo medio.
Después de ser lavados y resuspendidos se agregd azida de sodio a concentracion final de
0,2%. Luego los parésitos fueron incubados a 49C durante 3 horas con una dilucion 1:80 del
conjugado fiuorescetnado anti-lgG de ratén. Los parasitos vivos fueron observados bajo

microscopio de fluorescencia (Nortis y col., 1989).

5.2. Inmunofluorescencia-indirecta convencional, Con formas epimastigotas fijadas se realizéd -
segtin el método descrito (Camargo, 1966). Las formas eplmastigotas fueron fijadas en placas de
vidrio, secadas al aire e incubadas con sueros inmunes en diferentes diluciones., Luago se
lavaron con PBS e incubaron con conjugado fluoresceinado anti-lgG de ratén durante 30

minutos. Se observé bajo microscopio de fluorescencia.

6. Experimentos de Infectividad. -

Células Vero fueron tripsinizadas y sembradas (1x1 05) en medio RPMI, 10%.SBF en placas
de plastico de 24 pocilios (3,5 cm. de didmetro) que contenian cubreobjetos estériles redondos. El
medio fue removido después de 18 horas y las células fueron infectadas con 5x10°
tripomastigotas/pocillo. Se mantuvieron durante 3 horas en incubador a 37°C, 5% CO4.
Después de este perfodo el sobrenadante se lavé 3 veces con PBS (0,05M, tampon
NASHPO,,/NaH,PO,4; 30 mM, NaCl). Las células se fijaron durante 10 minutos con solucién de
May Griinwald, se lavaron 3 veces con PBS y se tifieron con colorante Giemsa diluido 1:10. Los

cubreobjetos se secaron a temperatura ambiente y se fijaron en portacbjetos utilizando una
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gota de Permount. La observacién microscopica se realizé con objetivo de inmersion y se
analizaron 200 células en cada caso. Se realizé la cuantificacion de los parésitos adheridos ala
superficie e interiorizados, los cuales eran distinguidos por la coloracion del ndcleo y
kinetoplasto, Las infecciones fueron realizadas en cuadriplicado y los resultados fueron
expresados como el nimero promedio de parésitos adheridos a la superficie e interiorizados por

célula (Yoshida y col., 1989).

7. Ensayo de lisis mediada por complemento.

Se utilizé 1a técnica descrita por Krettll y col. (1979). Parasitos provenientes de ratones
irradiados y cosechados 15 dias post-infeccion se ajustaron a una concentracién de 4xi Oslml.
La suspension de parasitos se pre-incubd con igual volumen de complemento activo durante 30
minutos. "Se lavé 2 veces con medio de cultivo Dulbecco modificado que cogtenia 10% SBF y
se resuspendieron finalmente los parasitos a la misma concentracion inicial. Se incub6 50 ul de
la suspension de parasitos con 50 ul de suero inmune a 370C durante 30 minutos. Esta mezcla
se separ6 en 2 alicuotas de 50 ul. Volimenes iguales de complemento humano aclivo e
inactivo fueron agregados a las muestras de 50 ul. Los tubos fueron incubados a 37°C durante
45 minutos. El recuento de tripomastigotas-vivos se realizé en camara de Neubauer. El.

porcentaje de lisis fue determinado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

No de parasitos en tubo con C' activo

% lisis = 100- X

No de parésitos en tubo con C’ inactivo

El ensayo fue considerado positivo cuande se obtuvieron porcentages de lisis fue

superiores al 30%.
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7.1 Obtencién de complemento. Suero humano normal fresco de voluntarios de banco de
sangre fue usado como fuente de complemento activo y €l mismo suero incubado a 56°C
durante 30 minutos, fue utilizado como complemento inactivo. El suero se guardo en pequenas

alicuotas a -80°C, hasta su uso.

8. Deteccién de residuos de carbohidratos mediante lectinas fluoresceinadas.

8.1. Formas epimastigotas fijadas.

- Se realizé mediante la técnica descrita por Mutharia y Pearson (1987). En portaobjetos con
16 pocillos, se colocaron 5 ul de una suspensién que contenia formas epimastigotas o
tripomastigotas (3 a 4 millones de parasitos/ml) y se fifaron por secado a 28°C. Sobre los
parasitos se depositaron 3 ul de lectina fluoresceinada (dilucién 1:10). Las lectinas utilizadas
fueron: ConA (Canavalia ensiformis), SBA (Glycine maxima), PNA (Arachis hypogaea), WGA
(Triticum vulgaris). La incubacién se realizé en camara hiimeda y oscura durante 10 minutos.
Posteriormente, se lavaron las placas 3 veces con solucién 0.15 M de NaCl y se dejo secar a
temperatura ambiente y en oscuridad hasta el momento de la observacion. Para la lectura de
las placas se utilizd un microscopio Nikon MicrophotFXA, -
Los controles de especificidad se realizaron utilizando los siguientes azlcares inhibidores:
0,2 M alfa metil D-mandésido para Con A; 0,2 M D-galactosa para $8B; 0,2 M D-galactosa para

PNA y 0,2 M Nac D-glucasamina para WGA.
8.2. Deteccién de carbohidratos mediante lectinas fluoresceinadas en parasitos vivos.
Formas tripomastigotas vivas se cosecharon de sobrenadante de células Vero a partir del

sexto dia post-infeccién. Los parasitos se lavaron 3 veces con PBS pH 7.3, 1% SBF, 0.01%

azida de sodio a 4°C y se resuspendieron a una concentracién de 3 a 4x1 Uslmi. 40 ul de esta
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suspensién se centrifugaron y resuspendieron en 40 ul de la lectina fluoresceinada (dilucion
1:10). La muestra se mantuvo en hielo hasta el momento de su observacion (Mutharia y
Pearson, 1987).

9. Marcacién de antigenos de superficie con 125

-yodo,
Se realiz6 segin el método descrito por Markwel y Fox (1978), Zingales (1984) utilizando

yodogen (1, 3, 4, 6-tetracloro-3-alfa-difenilglicoluril) como reactivo para la iodinacion. Las
formas tripomastigotas fueron cosechadas y lavadas en medio RPMI-1640'y resuspendidas en 1
ml del mismo medio (ixi of parasitos/ml). Se incubd los parésitos en-tubos cubiertos con
yodogen. Se agregd 125!-yodo (200-500 uCi) y se mantuvo durante 10 minutos en hielo con
agitacion. La muestra se cambié de tubo para detener la reaccion y se diluyé con grandes
volimenes de medio’ RPMI=1640 frio (25 volimenes). Se centrifugd a 2.000 x g durante 15 -
minutos a 49C y se lavd 2 veces con 50 voltimenes de RPMI-1640. Se observd la motilidad de
los parasitos como criterio de variabilidad. Se centrifugd a 2.000 x gy se resuspendieron los
pardsitos en tampon de lisis que contenfa 1% v/v NP-40; 10 mM Tris-HC|, pH 7.5; 0,5 mM TLCK,
1 mM PMSF, 6,3 ug/ml leupeptina; 10 mM NaHSOz y 1 uM pepstatina) en una concentracion de

----- 2-4x1 o8 células/m!. La suspension se incubaba durante 10 minutos a 37°C y el material insoluble
era centrifugado a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C. E} sobrenadante fue utilizado

inmediatamente para inmunoprecipitacion o fue guardado congelado a -80°C.

10. Immunopreclpitacién de antigenos de superficie con proteina A de Staphylococcus.

aureus.

Se mezclé 150 ul de parasitos lisados, marcados con 125[-y0d0, en volumen igual de
tampon 2xNET (300 mM NaCl, 10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0). Se agregd 10 & 50 uf de

suero inmune y se incubd toda la noche a 4°C o por 2 horas a temperatura ambiente. Se
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agregé 50-100 ul de suspension de Staphylococcus aureus al 10%. Se incubo 30 minutos a
temperatura ambiente. Se agregé 1 ml 0,05% v/v NP-40 en tampdn NET y se centrifugo a 3.000
g por 15 minutos. Se lav6 1 vez en tamp6n NET y una vez con solucién de lavado (300 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,6 0,1% SDS, 0,05% NP-40). El sedimento se resuspendid en 70 ul de
tampon de solubilizacion de muestra, que contenfa 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 5% SDS; 10%
glicerol; 0,5 mM EDTA; 75 mM beta-Mercaptoetanol y 0,005% azul de bromofenol. Se calentd
durante 3 minutos a 100°C y se centrifugd en microcentrifuga Eppendorf durante 5 minutos

(Kessler, 1975; Goding, 1978; Goding y Handman, 1984).

11. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes

11.1. Preparacién de la muestra.

Formas tripomastigotas provenientes de cultivos celulares fueron fisadas utilizando un
tampdn de lisis (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2 mM B-Mercaptoetanol; 0,1 mM EDTA; 1% v/v NP-40;
1 mM PMSF; 0,5 mM TLCK; 10 mM bisuffito de sodio; 1 mM pepstatina). Se agregé 10 ul del
tampaén por cada 1x1 o® parasitos, luego se centrifugé a 10.000 rpm durante 5 minutos y se
‘agregd igual volumen de tampoén de muestra (0,08 M Trs-HCI, pH 6,8, 2% SDS; 5%
B-mercaptoetanol; 12% glicerol; 0,012% azul de bromofenol). Se hirvié durante 3 minutos y se

guardd congelado a -80°C hasta el momento de su uso.

11.2. Condiciones de electroforesis.

Se realizé segun ef método descrito por Laemmii (1970), en el sistema electroforético
"Bio-Rad* MINI Pll. Las dimensiones del gel fueron 9 x 7,4 x 0,75 cm. Se utilizaron geles de
separacion al 7,5% y se colocd 5 ul de muestra por carril, que contenian 5x10% parasitos. Las

corridas electroforéticas se desarroflaron a voltaje constante de 100 volts durante 1 hora.
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12. Inmunoelectrotransferencia

La electrotransferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa se realizé en el sistema
horizontal semi hiimedo Sartoblot segin especificaciones del m'anual (Sartoblot Electroblotting
Manual). La transferencia se realiz6 a temperatura ambiente a intensidad constante 50 mA,
durante 1 hora.

La incubacién con los antisueros se realizd en dilucién 1:20 (liticos) y 1:80 (no liticos).
Como segundo anticuerpo se wiiliz6 inmunoglobulina G anti-raton conjugada a fosfatasa
alcalina en dilucién 1:1.000. El revelado se realizé con los reactivos BCIP

(5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) y NBT {nitro azul tetrazolium).

13. Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida

Se realizé segun la técnica descrita por O'Farrel (1975), de electroforesis en gradiente de
pH en condiciones de no-equilibrio (NEPHGE). El gradiante de pH se realizé con anfolitos en el
rango de pH 3 a 10, La corrida electroforética se realizé durante 5,5 horas a 400 volts. Para la
segunda dimensicn se utilizé un gel 11,5% de poliacrilamida-SDS, segun el método descrito por
Laemli (1970). Los marcadores de peso molecular fueron los siguientes: fosforilasa B, (97.000);
BSA, (60.000); ovoalbimina, (42.000); anhidrasa carbénica, (31.000); inhibidor de tripsing,
(21.500) y lisozima, (14.000). Los geles se tifieron con azul de Coomasie, se secaron y

sometieron a autoradiografia en pelicula Fuji RX-036270, durante 14 dias.
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RESULTADOS

1. Diferenclacién “in vitro* de formas epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos.

Epimastigotas cosechados en la {ase exponencial del cultivo, fueron incubados en medio
salino definido, que simula artificialmente la orina de triatominos (TAU), para inducir su
diferenciacion "in vitro". En la Fig. 2 se muestra la curva de diferenciacion de la forma
epimastigota a tripomastigota, de la cepa LQ (Z1) las cuales son moriologicamente distinguibles
(Figs. 3 y 4). El tripomastigote posee un kinetoplasto posterior al ndcleo, del cual emerge una
membrana ondulante que recorre al parasito, el epimastigote en cambio, posee un kinetoplasto
jocalizado por delante del nticleo y posee una corta membrana ondulante, Se observa en la
Figura 2 que las formas tripomastigotas cepa LQ aparecen despues de un periodo de latencia
de 2 dias, con un rendimiento méximo de diferenciacién de 60-65%. Este método de
diferenciacién habia sido descrito para el clon Dm28c con indculos no mayores que 5x10°
parasitos/ml. Para determinar si esta limitacién también existe para otras poblaciones de T. cruzi,
se realizaron experimentos de diferenciacién con la cepa LQ con indculos mayores.
Epimastigotas de cultivo en fase exponencial de LQ se diferenciaron a tripomastigotas hasta en
concentraciones de 100x1 05/, Experimentos realizados con densidades de parasitos scbre

250x1 Oslml, resultaron con bajos porcentajes de-diferenciacién, menores a 30%.
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Flg. 2. Diferenciacién "in vitro" de epimastigotes a tripomastigotas metaciclicos.

Un cultivo de epimastigotas de la cepa LQ en fase de crecimiento exponencial en medio
Diamond, fue cosechado, favado e incubado.en.medio.TAU de acuerdo a condiciones descritas
en Materiales y Métodos (Contreras, 1981). Después de 2 horas de incubacién a 28°C, se
suplement6 con los aminoécidos, prolina, acido aspartico, &cido glutamico y se comenzé a evaluar
el grado de diferenciacién durante los dias sefialados en el grafico. La diferenciacion se

cuantificd en camaras de Neubauer en base a la morfologia de las formas epimastigotas y
tripomastigotas.
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Fig. 3. Frotis de epimastigotas tefiidos con colorante de May Granwald-Giemsa visualizado
al microscopio 6ptico.

Epimastigotas de la cepa vi15 procedente de medio Diamond fueron fijlados por
secado e incubados 4 minutos con May Grinwald. Luego se incubd 1 minuto con PBS, se lavé el
exceso de colorante y se dejé tinendo con Giemsa por 10 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras secas se observaron bajo microscopio 6ptico con aumento de 400 X. El aumento total
en la fotografia corresponde a 1.000 X.




Fig. 4. Frotis de tripomastigotas provenientes de cultivo celular tefiidos con colorante de
May Grinwald-Giemsa visualizados al microscopio 6ptico.

Tripomastigotas de la cepa v115 de cultivo celular fueron fijados por secado e incubados 4
minutos con May Grinwald. Luego se incubé 1 minuto con PBS, se lavo el exceso de colorante y
se dejé tinendo con Giemsa por 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras secas se
observaron y fotografiaron bajo microscopio 6ptico con aumento de 1000 X.
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2. Purificacién de tripomastigotas metaciclicos mediante cromotografia en DEAE-celulosa

Para separar las formas tripomastigotas metaciclicas de aquellos epimastigotas no
diferenciados, se procedid a purificar los cultivos en columnas de DEAE-celulosa, obteniéndose
un rendimiento de un 50% con un porcentaje de pureza de 95-98%, basado en caracteristicas
morfoldgicas, De acuerdo al criterio de resistencia al complemento, la pureza estimada alcanzé
al 100%.

3. Diferenciacién "in vitro® dt; formas epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos de

poblaciones de T. cruzi, pertenecientes a zimodemas Z1y Z2.

Epimastigotas en fase exponencial de cultivo, provenientes de diversas poblaciones y
clones de T. cruzi, fueron inducidas a diferenciacion *in vitro® en medio TAU. Enla Tablal se
muestran las poblaciones de T. cruzi utilizadas en este estudio clasificadas segun zimodema, su
hospedador y origen geografico.

Como se muestra en fa Tabla Ii, las poblaciones de T. cruzi pertenecientes al zimodema
Z2 mostraron porcentajes de diferenciacion significativamente mas bajos (p < 0,05) que aquéllas
pertenecientés al zimodema Z1. El tiempo necesario para obtener el nivel maximo de

diferenciacion varid entre 4 y 7 dias para las distintas cepas.

-
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TABLA 1. Poblaciones de T. cruzi pertenecientes a zimodemas Z1 y Z2: hospedador y origen
geogréfico (Breniere y col,, 1991; Atp y col., 1987)

e
Cepa Origen Hospedador lasificacion Titulo
1soenzimatica suero
vll5 11 Region Chile T. infestans Y A | 1:169
viz@ I1 Region Chile T. infestans z1 —
vi2l {1 Region Chile T. infestans 11} --
vi24 IV Region Chile Y. infestans zZ1 11328
spl 1V Region Chile I. spinolai Z1 --
spled IV Region Chile I. spinolai Z1 (cion 19) -
splbl 1V Begion Chile I. spinolai A | 1:168
vl@p firequipa Ferar I. infestans Z1 11640
5058 Potosi Bolivia T. infestans zi (clon 19) -
Daza Monterrey Colonhia Humano Z1 1:168
Dn 28c Uenezuela D. marsupialis 31 1:320
Esn, cl 3 Bahia Brazil Humano Z2 (clon 38) --
Tulzhuen IV Region Chile T. infestans 72 (cion 43) 1:88
RNS IV Region Chile Hunane 22 (clon 39) 1:88
GR 1V Region Chile Humano - Z2 (clon HPLD) 1:40
PAC IV Region Chile Hunano %2 (cion HP13) 1:49
RHGRO 1V Region Chile Hunano z2 1:49

s
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TABLA Ii. Porcentajes de diferenciacion *in vitro" de poblaciones de T. cruzi pertenecientes a

zimodemas Z1y Z2.

—F ¥
Foblacion Porcentaje de Toblacion Porcentaje de
T. cruzi Z1 | Diferenciacion T. cruzi Z2 | Diferenciacion
4
LQ 69 viol clon § 19
LGH 78 5¢43 clon 1 19
splél 1] RHS 25
splPd 82 HCC ie
spil 78 PHC 19
vi20 78 GR 18
viz4 69 JCh 18
5058 13 JIG 58
viP 98 4! 66
vip I8 He 22
vi@p 98 SAX 2B 23
vI3P ga YP-B 3B
Dn 28c 68 Esn. clon 3 10
NI 28

2

La diferenciacién méxima “in vitro* de las formas epimastigotas a tripomastigotas se realizo
seguin el método descrito por Contreras, (1981). Se incubaron formas epimastigotas 10x106/ml

en medio salino definido (TAU), durante 2 horas.

Luego se suplementd con aminoacidos

L-prolina 10 mM, L-aspartico 2 mM, L-glutdmico 50 mM y glucosa 10 mM, se mantuvieron los
cultivos en estula a 28°C durante 7 dias. Se cuantifico diariamente la diferenciacion a formas
tripomastigotas metaciclicos, mediante recuento en camara de Neubauer. Los porcentajes de

diferenciacion corresponden al promedio de 3 experimentos.
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4., Caracterizacién blolégica de poblaciones de T. cruzi en ratones

4.1. Infectividad de tripomastigotas de cultivo en ratones irradlados

Los resultados del estudio de Ja infectividad de las poblaciones de T. cruzi clasificadas
seglin su zimodema en ratones irradiados se presentan en la Tabla lll. la deteccion de los
parésitos en sangre se realizé seguin los métodos directo de Brener (1962) y micrométodo de Freily
y col. (1983). En el caso de las poblaciones 72, la deteccién parasitolégica debi6 realizarse
siempre a través del micrométodo de Freily que concentra los parasitos por lo menos 25 veces, ya
que el método directo de Brener no permite la deteccién de parasitemias-bajas. El diagnéstico

de infeccidn se realiz6 en 4 a 6 ratones irradiados, por poblacidn de T. cruzi analizada.

4.2. Caracterizacién de poblaclones de T. cruzi en ratones no Irradiados.

La baja infectividad demostrada por los paréasitos pertenecientes al zimodema Z2 en
ratones inmunodeprimidos, no permitié su caracterizacién en ratones no irradiados Balb/c.
Tampoco fue posible caracterizar 1a poblacion LQ- dado -que los ratones infectados con ella
presentaron una mortalidad precoz con niveles muy bajos de parasitemia. De acuerdo a la
produccién de parasitos, los mejores representantes del grupo Z1 (Sp161, Sp104, v124, v115,
S050 y v10P), la cepa Tulahuén y el clon Dm28c, fueron seleccionados para la caracterizacion
bioldgica. En las Figs. 5 y 6 se muestran las curvas de parasitemia de las diferentes
poblaciones de 7. cruzi en ratones Balb/c.

La Tabla IV muestra los periodos prepatentes y porcentajes de letalidad de las
poblaciones de T. cruzi pertenecientes al zimodema 21 en ratones no irradiados inoculados con

1x10° tripomastigotas sanguineos.
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Tabla |l Infectividad de poblaciones de T. cruzi pertenecientes a zimodemas Z1 y Z2 en
ratones ltrradiados.

T

ZIMODEMA 1 ZIMODEMA 2
" 3

Poblacion DEteccfm_‘ Poblacidn Deteccfnn
I. cruzi d?i parasito T. oruzi del Pax:asito
M (netodo directo) _— (nicrometodo)
19 + vief clon 1 R
Dn Z8c t 5C43 clon 1 -
5053 + CP .
vi@p + . NCC _
Paza 1 e s
SpL61 ' & .
viag ¢ Esm. clon 2 -
vizg ¢ KF .
vild ¢ RHS .
Spi64 . PH-GRO .
Sel ' Tul. '

. k A

Grupos de ratones irradiados {450 rad) fueron inoculados con 1-3x106 tripomastigotas.
metaciclicos de cultivo. La deteccion de los pardsitos se realizé mediante el método de Brener
(1962), para las poblaciones Z1 y el micrométodo de Freily y cal. (1983), para las poblaciones 22,
Se obtuvo 5 ul de sangre de la cola de los ratones y se analizé bajo microscopio. Para el
micrométodo, la sangre se colectd en tubos de microhematocritd heparinizado, se centrifugd y
se analiz6 la capa de plasma inmediatamente superior al sedimento de globulos rojos.
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Flg. 5.Estudios de Infectividad en ratones no irradiados de distintas poblaciones de T. cruzi.

Grupos de 20 ratones Balb/c no irradiados de 2 meses de edad, fueron inoculados via
intraperitoneal con una dosis de 1x10™ formas tripomastigotas sanguineas. La curva de
parasitemia de cada poblacion de T. cruzi se disefid sobre la base del recuento sanguineo

seguin el método de Brener (1962). El recuento de parésitos se realizé 3 veces por semana hasta
60 dias post-inoculacion.
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Fig. 6.Esiudios de infectividad en ratones no Irradiados de distintas poblaclones de T.
cruzi,

Grupos de 20 ratones Balb/c no irradiados de 2 meses de edad, fueron Inoculados via
intraperitoneal con una dosis de 1x10” formas tripomastigotas sanguineas. La curva de
parasitemia de cada poblacidn de T. -cruzi se disefid-sobre la base del recuento ‘sanguineo
segun el método de Brener (1962). El recuento de parasitos se realizé 3 veces por semana hasta

60 dias post-inoculacién,
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TABLA V. Periodo prepatente y porcentajes de letalidad por cepas de T. cruzi en ratones no

irradiados.

—
Poblacion de Porcentage de Periodo Prepatente

T. cruzi Letalidad en Dias

Tulahuen 188 2

Dn 28c 59 4

5050 188 3

viep ia 3

Daza 3 3

Splél 2 7

vi2@ ) 11

viz4 11

vll3 12

5p164 | 12

&

La letalidad fue calculada sobre la base de 20 ratones infectados con cada una de las

poblaciones de 7. cruzi estudiadas.

El periodo prepatente se determiné mediante el método de Brener, (1962).
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4.3, Parasitemias

Las pobiaciones de T. cruzi analizadas, evidenciaron notables diferencias en términos de
virulencia; las cepas Tplahuén, 8050, viOP y el clon Dm28c, presentaron las mas altas
parasitemias. La etapa aguda de la infeccién en estas cepas, se desarrollé antes de los 30
dias con niveles gue fiuctuaron entre 1,4-18x1 ob parasitos/ml de sangre (Fig. 5).

Las cepas chilenas y la cepa colombiana Daza, por el contrario, mostraron parasitemias

menores (7,4-32x1 o? parésitos/ml de sangre entre los dias 24 y 37 de la infeccién, Fig. 6).

5. Deteccién de residuos de carbohldratos mediante lectinas fluoresceinadas

5.1. Deteccién de residuos de carbohidratos en formas eplmastigotas mediante lectinas

fluoresceinadas.

En la Tabla V se muestran las reactividades de las formas epimastigotas Z1 y Z2 con las 4
lectinas que poseeri~distintas epecificidades: ConA: alfa-metil D-mandsido y alfa-metil
D-glucésido; SBA: NAc-D-galactosamina; PNA: D-galactosa(1,3) NAc-D-galactosamina; WGA:
NAc-D- glucosamina, &cido neuraminico. Como se .observa, las lectinas ConA y WGA
reaccionan fuertemente tanto con cepas Z1 como Z2, demostrando que estos residuos de
carbohidratos se encuentran ampliamente distribuidos. SBA, por el contrario reacciona
principalmente con cepas pertenecientes a zimodema 21, obteniéndose reaccion negativa para
la mayoria de los parasitos Z2. Lla lectina PNA, muestra una intensidad de reconocimiento

menor en cepas Z2 al ser comparadas con aquellas Z1.
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TABLA V. Deteccién de carbohidratos mediante lectinas fluoresceinadas en epimastigotas
fijados pertenecientes a zimodemas Z1y Z2.

T Canavalia grmy{:ineglr firachis Triticun

ensifornis naxina hypogaea vulgaris

{ CON-R ) {SB) { PHA ) ( HGA )

«~petil-DI-nan Hic-D-gal | B-D-gal (1,3} HAc-D-glue

CEPAS ZIMODEMA
Z-netil-D-glue Hhc-D-gal fic. Heuraninico
Daza 21 k| 1 3 k|
Dn 2Be A | 3 3 3 3
vi93 7L 3 3 3 T2
viz4 21 3 2 F3 z
5058 21 3 2 2 3
Spil 3 z i 1 2
Esn. clon 3 2 3 1 - K|
viBl clon 1 zd 3 - 1 3
RMS 22 3 - 1 3
PHC 72 3 - 1 "3
GR %2 3 - 1 3
—d=

El ensayo se realizé en 5 ul de una suspension de epimastigotas que contenian ax10%
parasitos, se fijaron por secado a 28°C en placas de vidrio y se incubaron en 3 ul de la lectina
fluoresceinada, dilucién 1:10 durante 30 minutos. Se lavaron las placas 3 veces con una
solucién 0,15 M, NaCl. La lectura se realizé bajo microscopio de fluorescencia. Los controles de
especificidad incluyeron los aztcares inhibidores para cada lectina. alfa-metil-D-mandsido 0,2
M; D-galactosa 0,2 M; NAc-D-glucosamina 0,2 M. Los numeros indican intensidad de
fluorescencia y el signo - corresponde a reaccion negativa.
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5.2. Deteccién de residuos de carbohidratos en formas epimastigotas, tripomastigotas

>} metaciclicos y tripomastigotas de cultive celular mediante lectinas fluorescelnadas.

En la Tabla Vi se muestra el patrén de reactividad con las lectinas fluoresceinadas en la
forma proliferativa (epimastigota) y las formas infectivas tripomastigotas tanto metaciclicas
como provenientes de cultivos celulares del clon Dm28c, cepas Daza y Tulahuén. Como se
puede observar en el clon Dm28c y cepa Daza (Z1), la reactividad de la forma tripomastigota
proveniente de cultivos celulares fue siempre menor que las otras formas, hecho que se
observé al utilizar todas las lectinas, En la cepa Tulahuén, sin embargo, las tres formas

reaccionaron indistintamente con las lectinas utilizadas.

6. Infectividad de cepas de T. cruzi en células de cultivo Vero

Como se observa en la Fig. 7, las 3 cepas utilizadas muestran diferencias en la capacidad
infectiva en células de cultivo Vero. La menor capacidad infectiva se observé con la cepa Tulahuén
y Daza (Figs. 7 v 8), la mayor con el clon Dm28c (Figs. 7y 9). Los parasitos de la cepa Dm28c
demostraron Una gran capacidad de infectividad muitiple cuando se observé el numero de
parasitos por célula infectada (Fig. 9).

2 = s Noselogré infectar células Vero con parasitos provenientes.de zimodema Z2.

[ ]




TABLA VI. Deteccién de carbohidratos mediante lactinas fluoresceinadas en formas

epimasligotas, tripomastigotas metaciciicos y,tripomastigotas de cullivo celular.
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L T
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=T
Canavalia Glycine firachis Iriticun
ensiforuis Maxina hypogaea yulgaris
¢ CON-n ) ( SB} ( PHA ) { HGA )
Y ¢-uetil-D-nan Kac-D-gal | p-D-gal (1,3} Kic-D~-glue
‘ A
CEPAS t  FORMAS <-petil-D-gluc Hic-D-gal fic. Heuraninico
1
EP1 3 11 3 3
Paza IRIP MET 3 2 .
IRIP VERD 2 - - 2
EPI 3 3 3 -
In 280 IRIF MET 3 2 3 3
TRIP VERO 1 .1 -
EPI 3 - - . 3
TULAHUEH  IRIP MET 3 - - 3
TRIP UERO 3 - - 3
I
|\ A _t

Seulilizaron formas epimastigotas de cultivo, tripomastigotas metaciclicos oblenidos por
induccién en medio TAU {Conlreras, 1981) y tripomastigotas de cultivo celutar. Parésilos fueron
fijados por secado a 28°C en pocillos que contenian 2x10” formas e incubados con 3 ul de ia
lectina {dilucién 1:10} durante 30 minutos. Se lavaron 3 veces las placas con una solucion 0,15
M NaCl. Se observaron bajo microscopio de fluorescencia con objetivo de inmersién. Ept
(epimastigotas), Trip Met (tripomastigotas melaciclicos}, Trip Vero (tripomastigotas
provenientes de cultivo en células Vero). Los nimeros indican Intensidad de fluorescencia y el
signo - corresponde a reaccién negativa,
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Flg. 7. Infectividad en céiulas de cultivo Vero de tres poblaciones de 7. cruzi.

Céiulas Vero en medio RPMI, 10% SBF (4x1 0® ui/pocillo) fueron sembradas en placas de plastico

-de 24 pocillos que contenian cubreobjetos estériles redondos. Las-monocapas de células fueron

infectadas con 5x10” tripomastigotas/pocillo. Se mantuvieron durante 2 horas en incubador a
37°C, 5% CO,. Luego se lavaron las células 3 veces con PBS estéril, Las células se fijaron durante
10 minutos con colorante May Grinwald y se tifieron con Giemsa diluido 1:10. Se secaron los
cubreobjetos a temperaturg ambiente y se fijaron en portaobjetos utilizando una gota de

Permount. Se analizaron 10° células por experimento con aumento de 1.000 x y s exprasaron
los resultados en porcentaje de células infectadas.
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Fig. 8. Células Vero infectadas con parasitos de T. cruzi pertenecientes a la cepa Daza.

Células Vero cultivadas en medios RPMI-1640 con 10% de SBF, fueron sembradas en placas
plésticas de 24 pocillos las cuales contenian cubreobjetos estériles redondos. Después de 18
horas, se agreg6 a cada pocillo una suspension de tripomastigotas conteniendo 5x10
parasitos. La relacién célula Vero/parasito fue de 1:10. Después de 3 horas de incubacién se
eliminaron los sobrenadantes, se lavd 3 veces con PBS y las células adheridas a los
cubreobjetos fueron tefiidas con Giemsa. La flecha indica parasitos en células Vero.
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Fig. 9. Células Vero infectadas con parasitos de T. cruzi pertenecientes al clon Dm28c.

Células Vero cultivadas en medios RPMI-1640 con 10% de SBF, fueron sembradas en placas
plasticas de 24 pocillos las cuales contenian cubreobjetos estériles redondos. Después de 1g
horas, se agrego a cada pocillo una suspensiéon de tripomastigotas conteniendo 5x10
parésitos. La relacién célula Vero/parasito fue de 1:10. Despues de 3 horas de incubacién se
eliminaron los sobrenadantes, se lavd 3 veces con PBS y las células adheridas a los
cubreobjetos fueron tenidas con colorante Giemsa. Las flechas indican parasitos adheridos e
interiorizados en células Vero.
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7. Lisis mediada por complemento dependiente de anticuerpos.

La Tabla VIl muestra la clasificacion segin zimodema, mediante determinacion
iséenzimatica analizando 15 loci genéticos (Apt y col., 1987; Breniére y col., 1981), procedencia
geogréfica y origen de hospedadores de las cepas y clones usados como células blanco en &l
ensayo de lisis. Se muestran también el titulo de anticuerpos de los sueros obtenidos mediante

serologia convencional por inmunofluorescencia indirecta.

7.1. Lisis mediada por complemento dependlente de anticuerpos de formas tripomastigotas

sanguineas de diferentes cepas.

La Tabla VIl muestra la susceptibilidad de las diferentes cepas de 7. cruzi a las lisis "in
vitro* cuando dichos parésitos son opsonizados con antisusros homdlogos y heterdlogos. Como
se observa, slo parasitos pertenecientes al zimodema Z1 y cepa Tulahien se utilizaron en este
estudio, ya que ratones infectados con tripomastigotas Z2 alcanzan parasitemias bajas, por io
que no fue posible obtener suficientes parasitos para los ensayos de lisis. Las cepas de 7. cruzi
analizadas muestran diferentes reactividades [iticas cuando se exponen a una bateria de
antisueres. Entre estas cepas, Daza sobresale como la Unica cepa completamente.resistente a
todos los sueros probgdos, incluyendo el suero homdlogo. La cepa viOP muestra un
comportamiento similar. Sin embargo, sueros provenientes de animales infectados con Daza y
v10P muestran reactividad litica con al menos 3 0 4 de las 6 cepas Z1 analizadas. Al comparar
el efecto litico de los antisueros obtenidos en contra de parasitos Z1 y Z2. Los primeros
antisueros siempre muestran reactividad con al menos 2 de las 6 cepas Z1 probadas, mientras
que los antisueros de los animales infectados con parasitos Z2 (RMS, PMC y RNGRQ), fueron

incapaces de lisar las cepas analizadas. Una situacién bastante similar ocurrié con el suero
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TABLA VII. Clasificacion de cepas y clones utilizadas en la reaccidén de lisis ‘mediada por
complemento mediante zimodemas, origen geogréfico y hospedador

Poblacion ::Wrgi Hospedador AATF-Poblacion iiwr_- Hospedador

T.cruzi 21 Origen Geegrafico T.cruzi %42 Origen Geografico

¥18 clon Humano/Brasil viBl clon 1 I. infestans/Chile

L0 flumano/Chile §C43 clon } T. infestans/Bolivia

LGH Hunano/Chile RMS Hunano/Chile

splel 1. spinolai/Chile NCC Humane/Chile

spl@d 1. spinolai/Chile FHC Hunano/Chile

sp3l T. spinolai/Chile GR Kumano/Chile

viz2@ 1. infestans/Chile JCh Humano/Chile

vizd T. infestans/Chile JIG Humano/Chile

vi115 1. infestans/Chile i Hunano/Chile

5058 1. infestans/Bolivia HC Humano/Chile

viP I. infestans/Perd SAX P2e Buwano/Perd

vaP I. infestans/Pera PP-B Huwano/Bolivia

v1@P T. infestans/Pert Esw. clon 3 Humano/Brazil

v15P I. infestans/Pera NI Humano/Chile

In Z8c D. warsupialis Venezuela .
e -

El titulo de los sueros inmunes se determind mediante inmunofiuorescencia indirecta,
utilizando formas epimastigotas segun el método descrito por Camargo (1964). Epimastigotas
fueron fijados por secado en placas de vidrio e incubados con sueros inmunes en diferentes
diluciones durante una hora, Las placas se lavaron con tampdn PBS y se incubaron con el
anticuerpo fiuoresceinados anti IgG de ratén durante 10 minutos.

Se lavaron en PBS y se observaron bajo ricroscopio de fluorescencia. La clasificacion

isoenzimatica se realizé mediante el andlisis de 15 loci genéticos (Breniére y col., 1991}
ND: no delerminado
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TABLA VIIl. Porcentajes de la reactividad litica de sueros inmunes en contra de formas
tripomastigotas sanguineos.

SUERG IMMONI

ANTIGER

vigP | o115 { viza | viar | w124 | spl |splB4 [splél ] Daxa Im2k | 5050 | Tul. | DWS [RNGRO | PKC
vigpP ke M 20 M 19 53 ] 15 e 12 41 J2 3 15 10
V113 " $5 | 1 ™9 5% 74 k] 1] 2 7 " 1L [] 42 12
vi2l ” 13 K % Ko i 1] 29 1] " .+ 1 1 0 18
spl 4 K ki L1 12 58 $3 119 ;1] 19 14 iy [ 13 1y
Basa ’ #® | 2 3| 2 ' L H nj3 ® | ¢ 12l ui|mw
Iw 28c 7% n " W T2 26 &4 83 51 " 11 $ n 14 ? .
Tul. 37 (14 £3 1] -+ [$) 39 )] 4 [ k¢ L1 8 29 F{ ]

===L= e

La reactividad litica de los sueros inmunes se determind® mediante el ensayo de lisis
mediada por complemento y dependiente de anticuerpos, descrito por Krettli y col. (1982). Los
ensayos se realizaron por cuadriplicagos. Parasitos provenientes de ratones irradiados se
ajustaron a una concentracion de 4x10 parasitos/ml. Se incubaron 50 ul de ia suspension de
parasitos con 50 ul de suero inmune, durante 30 minutos a 37°C. Esta mezcla se separb en 2
alicuotas de 50 ul. Volimenes iguales de complemento humano activo e inactivo fueron
agregados a la muestra de parasitos, y se incub6 durante 30 minutos a 37°C. El recuento de
tripomastigotes vivos se realizo en camara de Neubauer,
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obtenido en contra de la cepa Tulahuén, ya que reacciond solo con el parasito homologo. Una

situacién diferente ocurrié con 8 de los 9 sueros antiparésitos Z1 estudiados ya que éstos también

reaccionan con la cepa Tulahuén.

7.2. Lisls mediada por complemento dependiente de anticuerpos de formas tripomastigotas

metaciclicas de cultivo..

Tripomastigotas metaciclicos fueron incluidos en este estudio para comparar las formas
sanguineas con otras formas illafectivas como células blanco para los anticuerpos liticos. Los
resultados del ensayo con metaciclicos fueron similares a aquellos obtenidos con formas
sanguineas ya que susros provenientes de animales infectados con cepas Z22Bol no lisan
parésitos de cepas Z1, como se observa en la Tabla iX. Sin embargo, las cepas de parasitos
utilizadas como células blanco fueron én algunos casos diferentes de aquellas usadas en los
ensayos con parasitos sanguineos. Esto se debié a que existen restricciones en la capacidad
de diferenciacién *in vitro® desde epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos en algunas
cepas y particularmente con aquellas Z2. Cada suero inmune mostrd un patrén de reactividad
litica tnico. Es interesante hacer notar que en general los tripancsomas metaciclicos poseen
una marcada susceptibilidad a lisis frente a-varios sueros inmunes en contraste con los
resultados obtenidos con las formas sanguineas, El antisuero Tulahuén exhibié mayor actividad
liica en contra de las cepas heterdlogas que con la cepa homdloga, mostrando una notable

diferencia de los resultados obtenidos con las formas sanguineas.
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TABLA IX. Porcentajes de reactividad litica de sueros inmunes en contra de formas
tripomastigotas metaciclicas de cultivos acelulares.

T SUERC  INMUNE

ANI 1 GEHO
viGP ! vll15 | vi2@ | vi24 spl@d |splél | Daza |DIw 28 | 5038 | Tul. | RMS GR
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La reactividad litica de los sueros inmunes se determind mediante el ensayo de lisis
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7.3. Lisis mediada por complemento dependiente de anticuerpos de tripomastigotas

provenientes de cultivo celular,

Como se observa en la Tabla X se utilizaron 5 cepas de T. cruzi pertenecientes a
zimodema Z1. No se logré infectar céiulas Vero con parésitos tipo Z2. Los sueros inmunes

reaccionaron de manera similar a lo sefialado con parasitos metaciclicos.

8. Inmunofiuorescencia indirecta de formas tripomastigotas vivos.

Para investigar si el ensayo de lisis negativo se debe a la incapacidad de los anticuerpos
de unirse a los parésitos, se realizé el ensayo de inmunofluorescencia indirecta al utitizar
tripomastigotas metaciclicos, sanguineos y de cultivo célutar con diferentes cepas. Al utilizar
tripomastigotas metaciciicos Dm28c con diversos sueros inmunes homdlogo y heterdlogo los
resultados de unién de anticuerpos, visualizados por fluorescencia, dieron correlacién con los
ensayos de lisis. Al utilizar formas sanguineas y derivadas de cultivo celular de vi21y Tulahuén,
sélo se observé correlacidn con algunos de los sueros utilizados, en otros casos se observd

una débil o ausente fluorescencia (no se muestran).

9. Analisis antigénico de distintas poblaciones de T. cruzi mediante antisueros generados en

contra de parasitos Z1y Z2.

En la Fig. 10 se muestran los perfiles de reconocimiento antigénico en formas
tripomastigotas provenientes de células Vero. En los carriles 1y 2 se analiza la cepa Tulzhuén, en
3y4elclonDm28cen5y 6 lacepaviiSyen7y 8lacepa MF. Los carriles con ndimeros
impares fueron revelados con antisuero generados en contra de bm28c (Z1). Los carriles pares

se revelaron con antisuero generado contra la cepa GR (Z2).
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TABLA X. Porcentajes de reactividad litica de sueros immunes en contra de farmas
tripomastigotas de cultivo celular,

SUERC  1HMUHE

ANTIGEHO

vler | viis | vizi | vi24 | Daza |Da 28c Tul. | RMS GR

i

vier 92 37 N 19 Ho ) 12+ 36 g
vil3 R a HD 90 16 52 44 12 Al
vi2l 91 1] 86 91 12 92 ') 8 26
Daza 90 92 HD 93 9 9 92 HD 11
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La reactividad litica de los sueros inmunes se determiné mediante el ensayo de lisis
mediada por complemento y dependiente de anticuerpos, descrito por Krettli y col,, {1 982). Los
ensayos se realizaron por cuadriplicados. Parasitos provenientes de ratones irradiados se
ajustaron a una concentracion de 4x10° parésitos/ml. Se incubaron 50 ul de la suspension de
parasitos con 50 ul de suero inmune, duranie 30 minutos a 37°C. Esta mezcla se separd en 2
aficuctas de 50 ul. Volimenes iguales de complemento humano activo e inactivo fueron
agregados a la muestra de parasitos, y se incubd durante-30 minutos a 37°C. El recuento de
tripomastigotas vivos se realizé en camara de Neubauer.

ND : no determinado.
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Como se observa en la Fig. 10, ambos antisueros reconocen predominantemente
proteinas con pesos moleculares sobre 90.000, en las 4 cepas estudiadas.

Al analizar los perfiles de reconocimiento de antigenos en las cepas utilizadas mediante
el antisuero contra el clon Dm28c, que posee actividad litica, se observa que dicho antisuero
detecta un mayor nimero de proteinas que e! antisuero no litico GR. La banda gue se
reconocid mas fuertemente por el antisuero litico correspondié a una proteina de peso
molecular aproximado de 112.000.

Los perfiles de proteinas reconocidas por el antisuero Dm28c mostraron gque existen
diferencias antigénicas entre las cuatro cepas anaiizédas.

Al analizar formas tripomastigotas de la cepa v115 con un antisuero depaciente humano
chagésico y ensayo de lisis positivo (Fig. 11, carril 3), se observa un reconocimiento de
proteinas en todo el rango de pesos moleculares. Se dstectd con mayor intensidad antigenos
de pesos moleculares sobre 90.000. Por otro lado, en el carril 4, la misma cepa.es analizada
con un antisuero que no posee actividad litica proveniente de paciente chagasico, en dicho
carril se observa un menor nimero de antigenos reconocidos. Como controles, en el carril 1 se
analizd tripomastigotas de la cepa vi15 revelada con suero humano no chagésico. El carril 2
corresponde a extractos de células Vero, revelado con el mismo antisuero de paciente chagasico

utilizado en el caril 3. En ambos carriles no se observa reconocimiento de antigenos.

10. Andlisis antigénico de cepas de T, cruzi mediante antisuero Z1 y Z2 en geles

bidimensionales.
10.1. Proteinas inmunoprecipitadas.
En la Figura 12 se muestran perfiles de geles bidimensionales tefiidos con azul de

Coomasie. El recuadro A y B corresponde a tripomastigotas de cultivo celular Dm28c y el

recuadro C y D corresponde a tripomastigotas de la cepa Tulahuén de cultivo celular, EnAy C
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Fig. 10. Perfiles antigénicos de distintas poblaciones de tripomastigotas analizadas
mediante "Western blotting" con sueros de ratén liticos y no liticos.

Extracto de 5x10° paréasitos fueron sometidos a electroforesis en geles de 7,5% poliacrilamida en
presencia de SDS. Las muestras de los geles fueron transferidas a filtros de nitrocelulosa,
incubadas con los antisueros de ratén y reveladas con un segundo anticuerpo conjugado a
fosfatasa alcalina. Los carriles 1y 2; 3y 4; 5y 6; 7 y 8, corresponden respectivamente a las
muestras de tripomastigotas de las poblaciones Tulahuén, Dm28c, vi15 y MF. En los carriles
impares se utiliz6 sueros liticos en contra de tripomastigotas Dm28c y en los carriles pares,
sueros no liticos en contra de tripomastigotas GR. Los sueros no liticos se utilizaron en
dilucion 1:20 y los sueros liticos en dilucion 1:80.
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Fig. 11. Perfiles antigénicos de una poblacién de tripomastigotes cepa v115 de cultivo
celular analizados mediante "Western blotting" con antisueros liticos y no liticos de
pacientes chagésicos.

Extracto de 5x10° parésitos fueron sometidos a electroforesis en geles de 7,5% poliacrilamida en
presencia de SDS. Las muestras de los geles fueron transferidas a filtros de nitrocelulosa,
incubadas con los sueros humanos y reveladas con un segundo anticuerpo conjugado a
fosfatasa alcalina. Los carriles 1, 3 y 4 corresponden a extractos de tripomastigotes v115
revelados respectivamente con suero humano normal, suero litico de pacientes chagasicos y
suero no litico de pacientes chagésicos. El carril 2 corresponde a extractos de células Vero
reveladas con suero de paciente chagésico.
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Fig. 12. Analisis por electroforesis bidimensional de antigenos de tripomastigotes
inmunoprecipitados con sueros liticos y no liticos tefidos con azul de Coomasie.

Extractos correspondientes a 100x108 tripomastigotes pertenecientes al clon Dm28c (panel Ay
B) y a la poblacién Tulahuén (panel C y D) fueron inmunoprecipitados con antisueros no liticos
(panel A y C) y liticos (panel B y C). Los inmunoprecipitados se sometieron al sistema
electroforético bidimensional descrito por O'Farrell (1975). La primera dimensién se realizé en
base a un gradiente de pH 3-10 y la segunda dimensién en geles de poliacriamida al 11,5% en
presencia de SDS los cuales se tifieron con azul de Coomasie. Las flechas indican las
proteinas detectadas especificamente en la poblacién de parasitos Tulahuén.
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los antigenos fueron inmunoprecipitados con antisuero Daza (Z1) el cual posee actividad
litica. En C y D los antigenos fueron immunoprecipitados con antisuero GR {Z2) que no posee
actividad litica.

Se observd que proteinas comunes son inmunoprecipitadas por ambos antisueros, tanto

en el clon Dm28c como en fa cepa Tulahuén. Dos proteinas de peso molecular aproximado

20.000 y 40.000 fueron detectadas por ambos sueros en la cepa Tulahuén, las que estan ausentes

en el clon Pm28c.

10.2. Analisis bidimensional de proteinas de superficle.

En la Fig. 13, recuadro A se muestran las proteinas de superficie de tripomastigotas
Dm28c¢ marcadas con 125[-yodo e inmunoprecipitadas con suero no litico GR. En el recuadro
B se muestran las proteinas de superficle Dm28c inmunoprecipitadas con suero litico Daza.

Como se observa en la Fig. 13 la mayoria de las proteinas de superficie son
inmunoprecipitadas por ambos antisueros. Sin embargo, el antisuero litico, es capaz de
inmunoprecipitar especificamente una proteina con peso molecular aproximado de 110.000, [a
cual no es reconocida por el antisuero no, litico. El antisuero no litico, a su vez reconoce
selectivamente una proteina con peso molecular aproximado de 40.000.

Andlisis similares realizados con la cepa Tulahuén (Fig. 14), muestran que utilizando el
mismo suero fitico Daza, se detecta selectivamente-una proteina de peso molecular semejante
a aquelia detectada en el clon Dm28c. Andlogos resultados se obtuvieron con el antisuero no

litico GR, el cual también detecta una proteina con peso molecular de 40.000.

o
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Fig. 13. Andlisis por electroforesis bidimensiopal de antigenos de superficie de
tripomastigotes del clon Dm28c marcados con 125I-yodt:o e inmunoprecipitados con
antisueros liticos y no liticos de ratén.

Una muestra de 100x10® formas tripomastigotas fue marcada con 125I—yodo, lisada, incubadas
con antisueros de raton e inmunoprecipitadas con una suspensién de S. aureous. Los
inmunoprecipitados fueron analizados mediante electroforésis bidimensional de acuerdo al
método descrito (O'Farrell, 1975). La primera dimension se realizé en base a un gradiente de pH
3-10 y la segunda dimension en geles de poliacriamida al 11,5% en presencia de SDS. Las
proteinas fueron reveladas por autoradiografia despues de una exposicién de 14 dias. En el
panel A y B se muestra las proteinas inmunoprecipitadas con el suero no litico y litico,
respectivamente. Las flechas indican proteinas de peso molecular aproximado de 40.000 y
100.000, detectadas especificamente por el suero no litico y el suero litico. El suero litico fue
generado contra tripomastigotes de la poblacién Daza y el suero no litico contra
tripomastigotes GR.
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Fig. 14. Analisis por electroforesis bidimensioq.?glsde antigenos de superficie de
tripomastigotes de la cepa Tulahuén marcados con l-yodo e inmunoprecipitados con
antisueros liticos y no liticos de ratén.

Una muestra de 100)(106 formas tripomastigotas fue marcada con 125! yodo, lisada, incubadas
con antisueros de ratén e inmunoprecipitadas con una suspension de S. aureous. Los
inmunoprecipitados fueron analizados mediante electroforesis bidimensional de acuerdo al
metodo descrito (O’Farrell, 1975). La primera dimension se realizd en base a un gradiente de pH
3-10 y la segunda dimensién en geles de poliacriamida al 11,5% en presencia de SDS. Las
proteinas fueron reveladas por autoradiografia después de una exposicién de 14 dias. En el
panel A y B se muestra las proteinas inmunoprecipitadas con el suero no litico y litico,
respectivamente. Las flechas indican proteinas de peso molecular aproximado de 40.000 y
100.000, detectadas especificamente por el suero no litico y el suero litico. El suero litico fue
generado contra tripomastigotes de la poblacién Daza y el suero no litico contra
tripomastigotes GR.
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DISCUSION

Se ha evidenciado la existencia de subpoblaciones en cepas de T. cruzi (Dvorak y col,
1980; Dvorak y col., 1982), que poseen cinéticas de crecimiento y caracteristicas bicldgicas
diferentes. La heterogeneidad en las poblaciones naturales de 7. cruzi ha sido establacida
mediante diversos estudios. Se han aislado clones diferentes en una misma cepa proveniente
de un paciente chagasico cronico, los cuales poseian comportamiento biolégico diferentes
(Engel y col., 1985). Los mismos autores (Dvorak y col,, 1982), encontraron diferencias entre
cepas y clones mediante la determinacién citofluorimétrica del contenido de DNA por organismo.
También se ha demostrado heterogeneidad mediante andlisis de perfiles de fragmentos de
restriccion del DNA kinetoplastidico (esquizodemas). (Morel y Simpson, 1980; Morel, 1984).

Esta heterogeneidad en T. cruzi, explicaria también que diversas caracteristicas como
infectividad, tasa de diferenciacién, cinéticas de crecimiento, patrones isoenzimaticos y
esquizodemas, puedan cambiar segun las condiciones utilizadas para mantener las cepas en
laboratorio. Dichas condiciones de mantencién (pasajes en raton, medios de cultivo, pasajes en
triatominos o cultivos celulares), pueden ejercer presiones selectivas en subgrupos dentro de la
poblacidn, resultando en una modificacion del perfil genético original (Deane y col.;1984)..»

En el presente trabajo, se utilizaron diversos criterios para la caracterizacion de
poblaciones, tales como: capacidad de diferenciacion *in vitro® de formas epimastigotas a
tripomastigotas, curso de la infeccién experimental en un modelo murino, capacidad de infectar
células en cultivo, susceptibilidad de formas tripomastigotas sanguineos, metaciclicos y
derivados de cultivo celular a lisis mediada por complemento y dependiente de anticuerpo,
reconocimiento de glicoconjugados mediante lectinas y reconocimiento antigénico por sueros

inmunes en formas tripomastigotas.
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1. Diferenclacién "in vitro* de forma epimastigota a tripomastigota

En este estudio se demostrd que la capacidad de diferenciacion *in vitro" de formas
epimastigotas a tripomastigotas metaciclicas de las cepas pettenecientes al grupo Z1 fue
marcadamente superior en comparacion con cepas tipo Z2, lo que indica la existencia de
asoclacion entre el analisis isoenzimatico y la capacidad para diferenciar. En este estudio la
mayoria de las poblaciones de parasitos no fueron clonadas, excepto para el clon X10, Dm28c,
V101 cly, SC43 cly y Esm cClg. Es posible, por lo tanto, que los aislados estén compuestos por
mezclas de distintas poblacions:s de parésitos, sin embargo,los porcentajes de diferenciacidn no
variaron sustancialmente y parece ser una caracteristica estable. L.os resultados con la cepa
LQ muestran una tasa de diferenciacion %n vitro®* que se mantuvo constante a través de mas de 60
generaciones. Esta caracteristica es comun con otras poblaciones pertenecientes al zimodema
71. Ademés se observé que los parasitos tipo Z1 a diferencia de las Z2, poseen un tiempo de
duplicacién corto y se diferencian a tripomastigotas adn cuando se utilizan cultivos de parasitos
en altas densidades.

Ya que los porcentajes de diferenciacion nunca alcanzan el 100%, es necesario purificar
las formas tripomastigotas. Para lograr este objetivo se utilizé cromatografia en DEAE-celulosa,
lograndose altos porcentajes de rendimiento y pureza (De Souza, 1983).

Los menores porcentajes de metaciclogénesis alcanzados por los parésitos Z2 en relacion
a los parésitos Z1.podrian.estar asociados a diferencias sustanciales en los requerimientos.de. . =
algunos metabolitos claves en el proceso de diferenciacion, ya que este ha sido relacionado por
algunos autores con la concentracién de determinados compuestos en el cultive. E! primer
indicio de ello se tuvo al observar que la metaciclogénesis se producia al final de la fase
exponencial e inicio de la etapa estacionaria de crecimiento del cultivo {Camargo, 1964). De
acuerdo a este autor, el mecanismo gatillador de la diferenciacién aparece con la edad del
cultivo, sea por la acumulacién de algin metabolito o bien por el agotamiento de uno o mas

componentes nutricionales en el medio. Con posterioridad, se intentd la identificacién de tales
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factores (Contreras, 1985; Contreras y col., 1985a; Contreras y col., 1985b). Estudios recientes
tendientes a demostrar el rol del adenosin monofostfato ciclico (AMPc) y de activadores de la
adenilato ciclasa sobre la metaciclogénesis, han revelado que la adicion de estos metabolitos al
cultivo, estimula significativamente la transformacion de epimastigotas a tripomastigotas. Al
parecer un aumento en la concentracion de AMPc podria resultar en ia activacién de proteina
kinasas, transcripcién de genes especificos y cambios en la estructura del citoesqueleto, lo
cual finalmente, conduciria a las alteraciones morfologicas de la célula eucarittica
(Gonzéles-Perdomo y col., 1988; Rangel-Aldao y col., 1988).

Recientemente se ha aislado un péptido de 20 aminoécidos del intestino de Triatoma que
aumenta la actividad adenilciclasa en membranas de epimastigotas y estimula la
metaciclogénesis “in vitro*, Los intestinos se obtenian de insectos alimentados dos dias antes
con sangre de pollo. La secuencia de aminodcidos del péptido es idéntica a la regién amino
terminal de la alfa-giobina de pollo (Torres y Flavvia, 1993).

La informacién que aqui se aporta acerca de la capacidad de diferenciacién “in vitro*

constituye un nuevo criterio para la caracterizacion de cepas de T. cruzi.

2. Curso de la Infeccidn experimental en ratén.

En éste trabajo el empleo de tripomastigotas metaciclicos pertenecientes a ambos grupos

..de zimodemas en cantidades semejantes inoculadas en ratones inmunodeprimidos, arroj6

marcadas diferencias: los parasitos Z2 se caracterizaron por producir bajas parasitemias las
cuales s6lo fueron detectables mediante micrométodo. Es interesante hacer notar que todos los
aislados Z2 estudiados, indujeron una fase cronica sin una infeccion aguda letal. Pasajes
sucesivos de parasitos 22 a ratones irradiados no exacerbaron la parasitemia, Por el contrario, la
mayoria de los parasitos Z1 generaron infecciones agudas con altas parasitemias. Por [o menos
12 cepas de T. cruzi pertenecientes a zimodema Z1 produjeron parasitemias suficientemente

altas para permitir caracterizaciones bioldgicas.




De las 18 cepas chilenas de 7. cruzi que fueron inoculadas en ratén, 14 resultaron
infectivas. De éstas, 6 indujeron parasitemias adecuadas para su estudio y 5 de ellas se
escogieron para posterior caracterizacién biolégica. Las cepas chilenas se comportaron con
baja virulencia en este modelo murino en particular. Un resultado semejante se obtuvo con ias
poblaciones de T, cruzi brasilenas (Schlemper, 1982; Schiemper y col,, 1983) ain cuando se
utilizé un método diferente de obtencién de tripomastigotas. El presente capitulo de estudio
constituye, por ende, un esfuerzo para caracterizar aquellas poblaciones naturales que circulan
en los hospedadores infectados y que son a menudo omitidos debido a la dificultad de
adaptacion que poseen estas cépas a los modelos animales.

No obstante que las formas tripomastigotas constituyen la forma del parésito infectiva para
la célula del hospedador (Nogueira y Cohn, 1976; De Isola y col,, 1981, Dvorak, 1984), en este
trabajo se observé que no hubo correlacién entre el nimero de parasitos inoculados vy la
infectividad, lo cual ha sido previamente comunicado por otros investigadores (Piras y _
Henriquez, 1983). Los niveles de parasitemia que se obtuvieron en ratones infectados
dependi6 del tipo de cepa utilizada y no del tamano del indculo, Esto ya habia sido descrito
para poblaciones de parasitos no clonadas (Andrade, 1874; Andrade, 1985).

" La capacidad infectante de los tripomastigotas ha sido correlacionada a la presencia de
antigenos de superficie, capaces de adherirse a la membrana~celular del mamifero
favoreciendo su penetracién (Zingales y col., 1982).

En relacidn a la infectividad de las cepas de T. cru.zf' en un modelo animal cabe senalar
también, la importancia del origen de las muestras del parasito. Todas aquellas poblaciones 22
provenientes de xenodiagndsticos humanos, se caracterizaron por su baja infectividad en
ratones, con excepcion de la cepa Tulahuen. Esta (ltima, ha sido estabilizada en animales de
experimentacion y mantenidas durante més de 40 afios en ellos (Pizzi y Praguer, 1952; Pizzi,
1957), lo que pudiera explicar quizas el comportamiento excepcional de estos paréasitos dentro del

grupo Z2. Contrario a lo anterior, las cepas Z1 procedentes de vinchucas recolectadas en su
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medio natural, fueron todas infectivas y virulentas en los ratones. Cabe destacar que la cepa LQ
original de un xenodiagnéstico humano, ain estando clasificada como Z1, infecté los ratones
de manera subpatente, a diferencia del resto de los paréasitos de su grupo zimodémico,

Si bien es clerto, el porcentaje de diferenciacién en cultivo pareci6 fuertementie
correlacionado con la infectividad de las cepas de T. cruzi en ratones, no siempre se encontro
tal asociacién. Un ejempio de ello es Ja cepa Tulahuén, que con un minimo porcentaje de
diferenciacion (10%), presentt los més altos niveles de parasitemiay mortatidad logrados en este
estudio. Para algunos autores (T anuri y col.,, 1985), la infectividad de las poblaciones de T. cruzi
parece depender del origen de ios clones de una cepa, més que de sus tasas de diferenciacion.

Dentro del ‘grupo de parasitos 71, se manifestaron amplias diferencias de virulencia y
patogenicidad. Considerando la magnitud de dichas variables, se distinguieron principalmente

" 2 grupos de parasitos; uno de los cuales se caracterizé por alcanzar parasitemias altas (entre 1,8
y 18x1 06/ml) y altos porcentajes de mortalidad en los ratones infectados (65% promedio). El
segundo grupo en cambio, presentd bajas parasitemias {entre 74 y 357x1 Oalmi) con escasa o
nula mortalidad en el huesped (3,3% promedio). Todas las cepas chilenas analizadas estéan
incluidas en el grupo de bajas parasitemias. Estos resultados corroboran los datos

epidemiologicos, en los cuales se sefala que en nuestro pals la enfermedad de Chagas

- presenta formas benignas, con cuadros predominantemernte crénicos-(Neghme, 1982; Prata,

1985).

3. Infectividad en células de cuitive

Al comparar la infectividad de las formas tripomastigotas de algunos representantes de
zimodema Z1 como son las cepas Dazay Tulahuény el clon Dm 28¢ en células de cultivo Vero, se
observé marcadas diferencias tanto en los porcentajes de células infectadas como en el nGmero
de parasitos por célula. En cambio, las poblaciones y clones 22 mostraron un comportamiento

homogéneo, no lograndose infectar células Vero con ninguno de elios.
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4. Lisis mediada por complemento, dependiente de anticuerpo

Con respecio a la susceptibilidad de las formas tripomastigotas a la lisis mediada por
complemento y dependiente de anticuerpo., los resultados que aqui se presentan
demostraron que todas las poblaciones de tripanosoma Z1 que infectaron ratones, fueron
capaces de inducir anticuerpos Itticos, a pesar de que la habilidad para lisar los parasitos con
estos anticuerpos dependié en gran medida de la forma y cepa utilizada como célula blanco. Es
importante destacar que los sueros inmunes de animales infectados con Z2 no reaccionan
cruzadamente con parésitos Tulahuén y Z1, no importando si éstas son formas tripomastigotas
sanguineas, metaciclicas de cultivo acelular, o tripomastigotas derivados de cultivos
celulares. Hasta el momento, no se ha podido probar la actividad litica de sueros de animales
infectados con parasitos Z2 contra paréasitos Z2 ya que no ha sido posible obtener una cantidad
apropiada de estos parésitos para realizar los ensayos. Por otra parte, los sueros inmunes de
animales infectados con parésitos Z1 reaccionaron principalmente con tripomastigotas de
zimodema Z1 homalogos, excepto en los casos en que el suero también fue capaz de producir la
lisis mediada por complemento de las formas sanguineas de la cepa Tulahuén y las formas
metaciclicas del clon Esmeraldo. Estos resultados indicarian que las cepas Z1 comparien
antigenos de superficie inductores de anticuerpos liticos con la cepa Tulahiién (clon natural 43)
y con el clon Esmeraldo (clon natural 30).

Estos resultados indican, por primera vez;” que 10s anticuerpos liticos son inducidos de
manera especifica y que reaccionan sélo con parésitos que pertenecen al mismo zimodema o a
zimodemas genéticamente muy cercanos. Esta observacién es importante y sugiere que
diferentes antigenos de superficie especificos capaces de inducir anticuerpos liticos
existirian en los diversos zimodemas de T. cruzi. Con respecto a la incapacidad de algunas
cepas de T. cruzi para inducir anticuerpos liticos, en este estudio se observd que todos los
sueros inmunes en contra de parasitos homdlogos fueron capaces de inducir anticuerpos

liticos, ya que todos los sueros maostraron actividad litica en contra de al menos una cepay
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contra diversas formas de tripomastigotas, ya sea sanguineas, metaciclicas y de cultivo
celular utlizadas como células blanco. Una situacién inusual ocurrié con la cepa Z1 Daza.
Tripomastigotas sanguineos no fueron capaces de ser lisados por ninguno de [os sueros
inmunes probados, excepto por el suero homdiogo aunque en un porcentaje muy bajo. Sin
embargo, formas metaciclicas de cuitivo y tripomastigotas derivados de cultivos celulares de la
cepa Daza fueron susceptibles a 1a lisis. Esta caracteristica de la cepa Daza hace resaltar la
importancia de utilizar diferentes formas tripomastigotas como células blanco, ya que algunas
cepas son refractarias a la lisis por un mecanismo aun no dilucidado. Ei hecho que los
antisueros contra Daza puedan lisar a tripomastigotas pertenecientes a oiras poblaciones,
aunque sean incapaces de destruir a esta misma cepa, indica que los antigenos que
originaron los anticuerpos liticos, en algin momento, debieron estar presentes en la superficie
del parasito Daza.

Los ensayos de lisis mediada por-complemento se repitieron al menos 3 veces, en ciertas
ocasiones empleando la misma fuente de complemento y suero inmune y diferentes
preparaciones de parasitos, se obtuvieron resultados no reproducibles. Este hecho fue mas
frecuente cuando se utilizé formas tripomastigotas sanguineas, lo cual podria reflejar la
presencia transitoria de antigenos de superficie en esta forma parasitaria, 1o que modularia la
sensibilidad del parasito a la lisis mediada por complemento en [a presencia de anticuerpos
especificos, como ha sido postulado por otros autores (Kierszenbaum y Ramirez, 1990). Se
ha propuesto que la resistencia relativa de varias-cepas-de T. cruzi podria ser explicada por un
mecanismo de escape que contempla la redistribucion de aquelios antigenos reconocidos por
los anticuerpos liticos (Schmunis y cok, 1978) Y la posterior liberacién de antigenos
parasitarios podria ser uno de los macanismos por ef cual el parasito podria evadir la respuesta
inmune. Este parece ser un fenomeno frecuente ya descrito en pacientes chagasicos {Schmunis
y col, 1980; Jazin y col, 1991). Mas aun, la modulacién de la expresién de antigenos de
superficie pueden asegurar la sobrevivencia de al menos algunos organismos, evadiendo asila

respuesta inmune.
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Los resultados presentados aqui son relevantes para mejorar la deteccion de los
anticuerpos liticos como parte de la respuesta protectora ya gue algunos autores han asociado
un ensayo litico positivo con cura parasitologica (Krettli y col., 1982; Krettli y col., 1984). En este
trabajo se concluye que es necesario wtilizar varias cepas de parasitos como célula blanco para
asegurar la deteccién de los anticuerpos liticos. Por otra parte, para mejorar ia sensibilidad del
ensayo, serfa necesario incluir tripomastigotas metaciclicos © derivados de cultivo celular ya
que se obtuvo porcentajes de lisis mayores con estas formas. Por otra parte, si los anticuerpos
liticos reaccionaran *in vivo® sblo contra un nimero discreto de T. cruzi, la accién protectora de
estos anticuerpos frente a cepaé de T. cruzi genéticamente distantes no serfa eficaz,

Es interesante recordar que los antisueros generados en ratén en contra de parésitos Z1,
en general, fueron capaces de ejercer accién litica *in vitro® en contra de parasitos Z1. Por el
contrario, los sueros Z2 mostraron baja o nula capacidad de ejercer actividad litica frente a
todas las poblaciones Z1 estudiadas. Es asi como se establecid una relacion entre tipo de

parasito y la capacidad, ya sea, de inducir anticuerpos liticos o evadir la respuesta inmune.

5. Reconocimiento antigénico en formas tripomastigotas

~Al analizar-los antigenos reconocidos por el antisuero generado en contra. del clon
Dm28c (Z1), en 4 cepas, se observé que en todas ellas se reconocian especificamente
proteinas de peso molecular entre de 90.000 y 112,000. Estos antigenos no fueron
reconocidos cuando se utilizé el antisuero GR (Z2). Esto indica que la respuesta inmunolégica
del hospedador es diferente frente a ambos tipos de parasitos, desde un punto de vista,
cualitativo y cuantitativo. Es posible que las diferencias inmunogénicas de ambos tipos de
parésitos se deban a diferencias en la constitucion de proteinas de superficie de los parasitos.
Cuando se analizaron los perfiles de reconocimiento de antigenos en la cepa v115 mediante
sueros de pacientes chagasicos, también se observé un débil reconocimiento de antigenos de aito

peso molecular por los sueros no liticos, en cambio varios antigenos mayoritarios son
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reconocidos por los antisueros que poseen actividad litica. Otros autores han revelado una
gran heterogeneidad antigénica en clones naturales de 7. cruzi, lo que se correlacionaria con la
variabilidad isoenziméatica del parasito (Breniére y col., 1991). Una explicacion alternativa se refiere
a los mecanismos de escape de la respuesta inmune, que pudieran ejercer en forma diferencial
los parasitos Z1 y Z2. En tal sentido, existen datos en literatura que demuestran la
excrecién-secrecion de proteinas del parasito (Jazin y col,, 1991). Durante la fase agudadela
infeccion, se excretan o secretan proteinas con peso molecular de 55.000 y durante la fase
crénica, proteinas de 160.000. Otros autores (Ouassi y col., 1980), identifican una proteina-de
peso molecular 80,000 como el antigeno excretado-secretado.

Los anticuerpos liticos han sido sefialados como aquellos capaces de unirse a parésitos
vivos, los cuales son generados como resultado de una infeccién activa y no mediante
inmunizacién con parasitos fijados. Se ha purificado una glicoproteina con peso molecular

160.000 presente en tripomastigotas metaciclicos. Dicho antigeno ha sido sefialado como el

" inductor del anticuerpo litico (Norris y col, 1989). Otra proteina de peso molecular 90.000

también ha sido sugerida para cumplir dicha funcién (Yoshida y col, 1990). Un anticuerpo
monoclonal en contra de esta proteina fue capaz de lisar 5 de las 11 cepas analizadas, a pesar
de que la proteina estaba presente en 9 de elias. Cuando se utilizo la proteina para inmunizar
ratones se obtuvo-parasitemias subpatentes. Ademas la proteina fue capaz-de inhibir la invasién
de los tripomastigotas metaciclicos a células Vero (Gonzélez y col, 1991). Otras proteinas han
sido propuestas para jugar roles en la invasidn celular, ya sea en.adhesién o interiorizacion.
Una glicoproteina de peso molecular de 85.000 especifica de tripomastigotas fue asociada al
proceso de interiorizacion (Zingales y col., 1982). La expresion y constitucion molecular de este
antigeno de superficle es heterogénea, ya que un anticuerpo monocional en contra de esta
protefna inhibe la penetracién preferentemente de tripomastigotas metaciclicos y no de

tripomastigotas de cultivo. Una parte de la poblacién de tripomastigotas de cultivo no unieron el
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anticuerpo. También se observé diferencias en los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las
glicoproteinas reconocidas por el anticuerpo monocional cuando se analiz6 2 cepas de T. cruzi
(Abuin y col., 1989).

Recientemente, una familia de proteinas con peso molecular 85.000 homdlogas a las
neuraminidasas de bacteria ha sido descrita (Pereira, 1983; Harth y col,, 1989 Prioli y col.,
1990),

Una proteina secretada de peso molecular 60-75.000 estaria Implicada en el escape de
parasitos desde vacuolas é&cidas hacia el citosol después de la invasion celular. El mecanismo de
escape se realizarfa a través de una proteina relacionada estructuraimente con el componente
Cg del complemento, 1a cual seria capaz de formar poros en la membrana, en condiciones de
pH bajos (Andrews, 1990).

Una proteina de paso molecular 100.000 ha sido descrita como componente principal de
la cepa G, la cual induce bajas parasitemias y es altamente susceptible a lisis mediada por
complemento. Esta molécula no se encontrd en las cepas Y y CL, las cuales inducen altas

parasitemias y son muy resistentes a la lisis (Yoshida, 1986).
6. Implicaciones de la clonalidad en el parasito protozoario T. cruzi

Una consecuencia fundamental del modelo panmictico es que existirfan escasas
posibilidades de identificar y estudiar genotipos particulares dentro de una:-especie puesto que
las constituciones genéticas se mezclan en cada generacion. Si se considera el modelo clonal,
existen distintas constitiiciones genéticas que persisten como tales a traves de generaciones,
excepto por la incorporacién de mutaciones (Miles y Harth, 1986). Segun este concepto de
clonalidad, los clones naturales se comporian en gran medida como entidades genéticas
independientes, por lo tanto, es posible esperar que la variabilidad ispenziméatica del parésito, esté

correlacionada con caracteristicas bioldgicas del parasito.
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Las caracteristicas biolégicas, bioguimicas e inmunolégicas de poblaciones de T.
cruzi analizadas en el presente estudio, son caracteres complejos poligenéticos, por lo que
costituyen un reflejo de un gran ntmero de genes involucrados en procesos tales como
diferenciacion celular, adhesion, penstracidn y evasion a la respuesta inmune.

Tales genes difieren notoriamente de los 16 loc genéticos, que son analizados en los
estudios isoenzimaticos y que incluyen enzimas que participan en la via glicolitica y ciclo de
Krebs.

En base a los estudios isoenzimaticos, se han estimado que los ciones principales que
se encuentran en Chile, que pertenecen a los zimodemas Z1 y Z2, estarian separados por
grandes distancias genéticas, Es notable que estas grandes distancias genéticas estén claramente
reflejadas en los diferentes parametros analizados en este estudio. Los parasitos pertenecientes al
zimodema Z1 mostraron alta capacidad de diferenciacion "in vitro®, parasitemias subpatentes en
ratén y baja capacidad infectiva en células de cultivo. .

Sueros inmunes generados contra pobiaciones Z1 fueron capaces de provocar lisis
mediada por complemento de parasitos Z1, aunque la reactividad litica dependio de la cepa
utilizada como célula blanco. Antisueros contra parasitos Z2 fueron incapaces de lisar parasitos Z1.
Mediante el andlisis antigénico se detectaron selectivamente proteinas reconocidas por
antisueros en contra de parasitos 21y Z2.

En algunos de los parametros analizados fue posible, ademas, observar diferencias entre
poblaciones pertenecientes al-mismo-zimodema, pero que pertenecen a diferentes clones _, .
definidos por iscenzimas (Tibayrenc y col, 1990). Estos parametros fueron: niveles de
parasitemias y letalidad de ratones, infectividad en células de cultivo y susceptibilidad a lisis
mediada por complemento. Por ejemplo, la poblacién SP 104 pertenece al clon 19 y la cepa LQ
al clon 7. Ambos pertenecen al zimodema Z1 y son diferenciables por niveles de parasitemia en
ratén. Es interesante sefalar que algunas poblaciones pertenecientes a un mismo clon,

pudieron diferenciarse por algunos criterios biolégicos, es el caso de las poblaciones MN y GR,
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que pertenecen al zimodema Z2, clon 39, los cuales poseen porcentajes de diferenciacion
marcadamente distintos. Ya que la clasificacion de los 43 ciones fue realizada en e} analisis de 16
loci genéticos, es posible que ésta varie si se incrementa dicho narmero.

Et hecho que MN y GR sean poblaciones naturales no clonadas, hace también posible
que éstas estén compuestas por mezclas de clones, los cuales podrian ser seleccionados
dependiendo de las condiciones de mantencion de los parésitos {Deane y col., 1984).

En conjunto estos resultados muestran que las diferencias bioldgicas, bioquimicas e
inmunolégicas analizadas, se correlacionan con las diferencias genéticas determinadas por
estudios isoenzimaticos entre iés poblaciones de 7. cruzi, lo que permite apoyar |a estructura
clonal de las poblaciones naturales de este paréasito.

El modelo clonal en T. cruzi tiene implicaciones significativas concernientes a materias
tales como desartollo de vacunas, métodos de diagndstico y tratamiento de pacientes. .

’Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las estrategias a utilizar para
abordar tales relevantes materias podrian ser marcadamente diferentes para poblaciones

pertenecientes a los dos zimodemas principales analizados.
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PROYECCIONES

El andlisis genético del parésito protozoario T. cruzi ha sido realizado, hasta el momento,
solo por métodos indirectos. Los métodos tradicionales mendelianos no se han aplicado por la
imposibilidad de efectuar cruzamientos genéticos. Esto es debido a que la reproduccion sexual
podria estar ausente o severamente restringida en las poblaciones naturales del parasito.

En base a extensos estudios de los perfiles electroforeticos de isoenzimas se propuso
una estructura clonal de pobiaciones (Tibayrenc y col., 1990). Una consecuencia de la
propagacion clonal es la asociacién que es posible encontrar entre caracterfsticas fenotipicas
no relacionadas. Los estudios isoenziméticos han sido corroborados por los analisis del
polimorfismo del largo de los fragmentos de restriccién del KDNA (Carrefio y col., 1987) y
recientemente por analisis del polimorfismo genético del DNA amplificado al azar (RAPD)
(Tibayrenc y col., 1993).

En el presente estudio se aportan evidencias que apoyan la estructura clonal de jas
poblaciones de T. cruzi, puesto que se demuestra asociacién entre clasificacion isoenzimatica y
caracteristicas bioldgicas, bioquimicas e inmunoldgicas de poblaciones y clones del parésito.
La estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi permite estudiar genotipos particulares que
proporcionan modelos adecuados para analizar las bases moleculares_y celulares que
determinan las diferencias entre las poblaciones.

Con respecto a las caracteristicas analizadas, seria de especial interés determinar, en
el futuro, moléculas involucradas en los procesos de adhesién e interiorizacion celular, evasion
del sistema inmune y diferenciacion desde la forma no infectiva a infectiva del parasito. Para tales
estudios, es de gran utilidad contar con el modeio biolégico aqui caracterizado, el cual permite
disponer de poblaciones y clones de T. cruzi con comportamientos polares en dichos
parametros. El aislamiento de los genes que codifican para las moléculas implicadas en procesos
tan importantes como la invasion celular, evasién y diferenciacién, abrird nuevas perspectivas en

el estudio de la relacion hospedador-parasito.
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En este trabajo se confirma la heterogeneidad en el comportamiento biologico,
bioguimico e inmunolégico de las poblaciones y clones de 7. cruzi. Esta importante
caracteristica debe ser considerada en las estrategias tendientes a desarrollar vacunas,
sistemas de diagnéstico y tratamientos quimioterapéuticos eficaces.

Si se considera que existe variabilidad del comportamiento in vitro de las distintas
poblaciones de 7. cruzi, frente a la accién litica dependiente de anticuerpos, se puede postular
que las poblaciones podrian poseer diferente capacidad para inducir anticuerpos liticos. Otra
alternativa es que todos [L:;s pardsitos son capaces de inducir anticuerpos liticos, pero las
diferentes poblaciones se diferencian en la capacidad para evadir su accion. Ambos
mecanismos involucran la participacién de moléculas,cuya naturaleza podria depender del tipo
de poblaciones de parasitos. Una bateria de diferentes antigenos podrian ser necesarios para
el desarrollo de una vacuna.

Con respecto al diagnéstico, dada la heterogeneidad de poblaciones de T. cruzi, es
probable que ciertos grupos de parasitos estén asociados a determinadas patologias, seria por
lo tanto de gran relevancia disponer de sistemas de diagnéstico que permitan discriminar
especificamente entre dichos grupos.

Por otra parte, es posible que grupos de parasitos posean diferentes estrategias de
sobrevivencia en el hospedador. Por ejemplo, algunos grupos de parasitos podrfan tener una

mayor capacidad para invadir células o poseer ciclos intracelulares mas prolongados, Esquemas

« - =cquimioterapéuticos basados en estas diferencias podrian llegar a-ser altaménte eficaces.
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