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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario parasito Trypanosoma cruzi. Esta
catalogada por la OMS como desatendida y afecta a aproximadamente ocho millones de personas en
veintidos paises del continente americano, extendiéndose a paises de otros continentes producto de
la movilizacién de poblaciones de inmigrantes latinoamericanos en fase cronica o inaparente.

En la region norte-central costera y occidental de nuestro pais se han reportado en los ultimos
afos brotes agudos microepidémicos. EI comportamiento parasitologico de estas cepas, las cuales
han estado circulando en el ciclo selvatico y en las infecciones agudas, es poco conocido y es motivo
de estudio a través de su caracterizacion en cuanto a su interaccion con el hospedador.

La dificultad de utilizar la genética clasica en un parasito con rara reproduccioén sexual ha
motivado a la aplicacién de las herramientas de la genética reversa para su estudio, como por
ejemplo la generacién de vectores de expresion estables con genes reporteros como la proteina de
fluorescencia verde (GFP) para la construccion de parasitos autofluorescentes destinados al analisis
las interacciones parésito-hospedador. En este trabajo reportamos la obtencion de lineas
fluorescentes estables in vivo de una cepa de T. cruzi recientemente aislada de Pastrongylus
geniculatus en los Altos Mirandinos, haciendo uso del vector pTREX-n GFP5 (S65T), mediante
técnicas de electroporacion y seleccion con el antibiético G418, asi como la evaluacion de su
capacidad de infeccion in vivo e células Vero, con la perspectiva de en un futuro utilizar estas lineas
estables en la evaluacion de la infeccion por via oral en modelos murinos en las fases aguda y

cronica, asi como una herramienta en el desarrollo de nuevos tratamientos quimioterapéuticos.



INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana, conocida como enfermedad de Chagas en el humano, es
producto de la infeccion causada por el parésito Trypanosoma cruzi. Descrito por primera vez por
Carlos Chagas en 1908, como un flagelado desconocido presente en el intestino de un insecto
hematdfago, el Pastrongylus mengistus (Rey, 1991), este investigador lo encuentra un afio mas tarde
en la sangre de una nifia infectada. En su ciclo de vida T. cruzi es capaz de infectar a mas de 100
especies de mamiferos, y utiliza como vectores a varias especies de hemipteros hematéfagos (familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae) abarcando a mas de 140 especies de triatominos reconocidos
pertenecientes a 19 especies (Brener y col., 2000; Coura y col., 2014) mostrando una amplia
distribucion geografica en el continente americano.

El parésito T. cruzi es un protozoario flagelado ubicado taxondmicamente en el Reino
Euglenida, Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae (Reddy y col., 2014). Dentro del género
Trypanosoma se definen dos secciones: Salivaria y Estercoraria; cuya distincion se relaciona con el
modo como ocurre la transmision del parasito mediada por los insectos vectores, la cual puede ser
inoculativa o contaminativa respectivamente (Hoare, 1972). T. cruzi ha sido ubicado en la seccion
Estercoraria ya que es uno de los géneros de tripanosomas capaces de desarrollarse en el tubo
digestivo del vector con liberacion de formas infectivas a través de las heces (Brener y col., 2000).

1. La enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica en el continente americano donde
afecta a aproximadamente ocho millones de personas en 22 paises, ademas de la existencia de
reportes en Europa y en el norte de Estados Unidos producto de la movilizacion de poblaciones de
inmigrantes latinoamericanos con infecciones crénicas o inaparentes (Guerri-Guttenberg y col., 2008),
la transmisidn congénita, transfusiones o trasplante de érganos.

La transmision de la enfermedad en el humano puede ocurrir dependiendo del area y/o complejo
ecopatogénico a través de tres mecanismos: vectorial, transfusional o congénito. Aun cuando era

conocida la transmision por contaminacion de alimentos en brotes pequefios en el amazonas
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brasilero, en diciembre de 2007 se registré el brote mas numeroso de la enfermedad de Chagas
aguda en una escuela del municipio Chacao de la ciudad de Caracas mediante la ingesta de un jugo
artesanal contaminado con triatominos infectados (Alarcon de Noya y col., 2010).

El curso de la enfermedad, en la actualidad ha sido simplificada proponiendo la clasificacion de
enfermedad en dos fases: Chagas agudo (sintomatica y asintomatica) y Chagas cronico (con
enfermedad demostrada o sin ella) (Mordini y col., 2010). La definicion clinica del periodo
indeterminado consiste en la infeccidn cronica sin evidencia de enfermedad y ésta ha sido sustituida
por la clasificacion de “sin patologia demostrada”. También se ha sugerido la posibilidad de una
transmisidn sexual sin resultados concluyentes en el modelo murino (Martin y col., 2015).

2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

Al igual que otros hemoflagelados, T. cruzi posee los componentes de una célula eucariota:
nucleo, microtubulos citoplasmaticos, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y una mitocondria.
Adicionalmente posee un kinetoplasto en la base del flagelo, el cual contiene el genoma mitocondrial
y como particularidades la presencia de un glicosoma donde se concentran y compartamentalizan
enzimas necesarias en el metabolismo glicolitico; y acidocalcisomas que concentran calcio (de Souza,
1999).

El ciclo de vida del parésito (Figura 1) inicia cuando el hemiptero hematéfago (insecto vector),
durante la picadura, consume la sangre de un mamifero infectado en la cual estan presentes los
tripomastigotes sanguineos, que son las formas infectantes para el vector. Los tripomastigotes pasan
al intestino del insecto donde se transforman en epimastigotes y se multiplican por fisién binaria
longitudinal, para luego migrar hacia el intestino posterior donde se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos. Cuando el vector infectado pica a un hospedador sano, defeca a la vez sobre la piel del
individuo y en las heces libera los tripomastigotes metaciclicos (forma infectante para el mamifero),
los cuales pueden penetrar a través de una lesion inducida por la inflamacion generada por el insecto
al picar, por heridas preexistentes en la piel, o bien por contacto con el epitelio del ojo o con la

cavidad oral. Inmediatamente, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células en el sitio de



inoculacién y una vez en el citoplasma se transforman en amastigotes, los cuales se multiplican por
fision binaria y posteriormente lisan la célula y al liberarse se diferencian a tripomastigotes
sanguineos. Este proceso de diferenciacion dura aproximadamente 5 dias. Posteriormente, los
tripomastigotes sanguineos pueden ser capaces de parasitar células vecinas al sitio de inoculacion o

bien pasar al torrente sanguineo e invadir células de otros tejidos.

En el triatomino En el humano
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Figura 1

Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi (Tomado con modificaciones del sitio http://www.cdc.gov/parasites/chagas/
biology.html de Centers Disease Control and Prevention, 2010).

3. Organizacion del genoma y expresion génica en T. cruzi.

El genoma de T. cruzi esta distribuido en el nucleo y la mitocondria, de forma similar como ocurre
en organismos eucariotas. Una caracteristica particular en este género, la representa la red de
moléculas circulares de ADN (ADNK) ubicadas en la mitocondria denominadas kinetoplasto. EL ADNk

consiste en docenas de moléculas circulares que oscilan entre 20 a 40 Kb denominadas maxicirculos



que corresponde con el ADN mitocondrial, y centenas de minicirculos, moléculas circulares de 1462
pb que codifican para los ARN guia, requeridos en el proceso de edicion (Luke$ y col., 2002). En su
conjunto el ADNk constituye entre 16 a 30% del ADN total (Brener y col., 2000).

La secuenciacién del genoma diploide de T. cruzi ha mostrado que el genoma diploide contiene

22.570 genes que codifican para proteinas, de los cuales 12.570 representan alelos (El-Sayed y col.,

2005).
Tabla 1:
Genoma de Trypanosoma cruzi (El-Sayed y col., 2005).
Parametro Numero
Tamafio (pb) 60.372.297
Contenido G+C (%) 51
Porcentaje codificante 58,9
Numero de genes 22.570
ARNt 115
ARNr 219

En tripanosomatidos, al igual que en eucariotas superiores, se encuentran los tres tipos de
ARN polimerasas (ARN polimerasa I, ARN polimerasa Il y ARN polimerasa Ill), donde la ARN
polimerasa | se encarga de la sintesis de los ARNr 18S y ARNr 28S, mientras que la ARN polimerasa
Il transcribe genes codificantes de proteinas y genes codificante de pequefios ARN nucleares de
diversa naturaleza y la ARN polimerasa Il sintesis los ARNt, ARNr 5S y otros ARN pequefios
nucleares y citoplasmaticos (Brener y col., 2000). Las secuencias promotoras de la ARN polimerasa |
(Chung y col., 1993), asi como el promotor del gen del mini exén o secuencia lider (SL), transcrita por
la ARN polimerasa Il ya han sido caracterizadas en estos organismos (Gillinger y col., 2001). Se ha
definido que las secuencias del promotor del gen ribosomal ocupa una regién de aproximadamente
580 nucledtidos localizada préxima a la region 5’ del gen del ARNr 18S. Ademas, se conoce que el
promotor del gen de la SL de T. cruzi esta localizado en la region 5 del gen de la SL, existe un

elemento de 13 nucleétidos denominado PSE (Proximal Sequence Element) situado a 39 nucleétidos
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del inicio de la region codificante del gen, el cual es crucial para la actividad del promotor, ademas se
conoce que la organizacion del promotor del gen de la SL es altamente conservada (Nunes y col.,
1997). Aparte de estos dos promotores para los genes ribosomales y los genes del miniexén no ha
sido posible localizar regiones promotoras para el resto de los genes.

La ausencia de secuencias promotoras consenso en tripanosomas sugiere que el control de
la expresion genética ocurre a nivel post-transcripcional. La organizacion de genes de proteinas se
encuentra constituida en unidades transcripcionales policistronicas. Los ARNm monocistronicos se
generan mediante el procesamiento del ARN precursor policistronico mediante un proceso llamado
‘trans-splicing”, una reaccién de transesterificacion del ARN lider SL conteniendo el “capping” en el
extremo &' (Figura 2). Esta reaccion es catalizada por un complejo multienzimético constituido por
enzimas especificas y ribonucleoproteinas, donde el ARN de la secuencia lider es escindido con una
porcion de 39 nucleotidos resultante del corte y éstas son transportadas a la region 5’ del pre-ARNm,
la cual ha sido cortada en un sitio especifico AG y sustituido por la SL. La evidencia experimental
sugiere que la SL confiere estabilidad al ARNm impidiendo su degradacién y contribuyendo a la
interaccion del ARNm con los ribosomas (Ullu y col., 1996). Como ocurre en eucariotas, los ARNm de
los tripanosomatidos presentan en su extremo 3’ una cola compuesta por mas de 30 residuos de
adenina (cola poli A) sin existencia de una secuencia consenso para la adicién de dicho residuo.
Adicionalmente, la mayoria de los ARNm de T. cruzi poseen una extensa region 3' no traducida, la
cual se situa entre el codon de terminacion de la traduccidn y el inicio de la cola poli A, recibiendo el
nombre de 3' UTR (3’ Untraslated Region), la presencia de esta regién con secuencias especificas

permite regular la expresion genética de manera estadio-especifica.
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Mecanismo de trans-splicing.

A partir de ARN-SL y pre ARNm, incluida la secuencia conservada de adenosina, la cadena de polipirimidinas (Y)n y el
exon (parte de la copia policistronica). Se observan las secuencias consenso en las zonas de corte 5’y 3’ (5" SSy 3 SS”).
La primera transesterificacion consiste en un ataque nucleofilico del 2°0OH en la regién de adenosina en el punto 5. La
estructura Y intermedia consiste en el complejo intron SL/exdn codificante con la unién 2-5 fosfodiester que se une al mini-
exon de la secuencia lider (SL). En la segunda transesterificacion, el 3" OH libre del mini-exén SL en la regién 5’ ataca el
sitio de corte 3’ del exén codificante. Como resultado, los primeros 39 nucledtidos (mini-exén) del ARN SL y del exén
codificante se unen formando el ARN vy los intrones son liberados como una estructura en Y, el cual es desdoblado y
degradado (tomado con modificaciones de Preusser y col., 2012).

4. Herramientas de genética reversa en Trypanosomatidae.

En T. cruzi no se conocen formas sexuales, aunque existen ejemplos de cepas hibridas que
comparten marcadores genéticos brindando evidencia circunstancial de recombinacién sexual
(Akopyants y col., 2009), lo que impide utilizar los métodos genéticos clasicos en el estudio de esta
especie. Sin embargo, se ha iniciado el desarrollo de herramientas que permiten la aproximacién de la
genética reversa (Kelly, 1995), la cual se caracteriza por una bateria de metodologias que utiliza
tecnologias de ADN recombinante en la aplicacion de mutagénesis controlada (Dimmock y col.,

2007). En la actualidad se cuenta con diversos procedimientos de genética reversa para el estudio en



Trypanosomatidae, como por ejemplo: i) vectores de expresion, ii) métodos de electroporacion
eficientes para la obtencion de lineas transfectantes estables, iii) métodos de reemplazo de genes y
generacion de mutantes, iv) mutagénesis dirigida por transposones, v) el rescate funcional de genes'y
vi) el “knock out” funcional de genes (Campelo, 2005).

Los intentos de manipular genéticamente a los tripanosomatidos comenzaron a mediados de los
afos ochenta, cuando se hizo evidente que la informacion proveniente de la nueva tecnologia de ADN
recombinante seria meramente descriptiva sin la disponibilidad de procedimientos para transformar a
estos parasitos. La aproximacion mediante genética reversa, con la utilizacion de vectores de
expresion y métodos de transformacion, fue realizada mientras se desconocia la regulacién de la
expresion genética en estos organismos. Solo se conocia que existia una transcripcion policistronica y
que el proceso de “frans-splicing” era requisito en la obtencién de ARNm maduro. Por tanto, los
primeros experimentos de transformacion fueron totalmente empiricos, bajo la ausencia de
informacidn en secuencias del promotor o sobre el lugar preciso donde era iniciada la transcripcion y
cuales secuencias eran requeridas durante el procesamiento del ARN.

Los primeros reportes de transformaciones estables en Trypanosomatidae utilizando vectores
episomales brindaron resistencia al antibiético G418 (Geneticin®) en Leishmania producto de la
expresion del gen de la neomicina fosfotransferasa (NEO) y se establecio la electroporacién como
método de introduccion de ADN exdgeno (Taylor y col., 2011). Las técnicas aplicadas en los
experimentos preliminares realizados en Leishmania se utilizaron en T. cruzi comprobandose que la
electroporacion era aplicable de igual forma en esta especie.

Una desventaja aun sin resolver en la aplicacion de la genética reversa en estos organismos,
particularmente al momento de utilizar vectores de expresion, es el desconocimiento de la secuencia
de origen de replicacion del vector en forma episomal, y se utiliza la presion selectiva mediada por la
presencia de antibidticos y la sensibilidad del parasito frente a los mismos para forzar el

mantenimiento de los vectores y la expresion de los transgenes de interés.



5. Vectores de expresion para T. cruzi.

Un vector de expresion constituye una herramienta genética conformada por una serie de
elementos que permiten la adecuada sintesis de productos proteicos a partir de genes especificos en
un contexto celular. En el caso de los tripanosomatidos estos elementos son: un origen de replicacion,
un promotor ribosomal fuerte, sefiales de “trans-splicing” y poliadenilacion para el correcto
procesamiento del ARNm y marcadores que permitan la seleccion del vector y su permanencia.
Esencialmente éstos son elementos que permiten el mantenimiento del vector en el nucleo,
replicindose para garantizar su permanencia, episomal o integrada, en la descendencia durante cada
division celular y poder constituir lineas estables.

Uno de los primeros vectores desarrollados fue el vector pTEX (Kelly y col., 1992) que result6
funcional para T. cruzi y Leishmania; construido con secuencias derivadas de regiones intergénicas
del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) donde se presumia estaban ubicadas las
sefiales post-transcripcionales, necesarias para el procesamiento, inclusive presumiblemente
conteniendo un promotor criptico, garantizando la expresion del gen insertado (Figura 3). pTEX fue
descrito como un vector de expresion de tipo “shuttle” debido a que posee origenes de replicacion
reconocidos por procariotas y se replica episomalmente en dos especies de tripanosomatidos,
Leishmania 'y T. cruzi. Adicionalmente presenta un sitio multiple de clonamiento (SMC), esencial en el
clonamiento de los genes a ser expresados.

A partir de pTEX se construyd pRIBOTEX (Martinez-Calvillo y col., 1997), insertando un
fragmento de 800pb de ADN ribosomal conteniendo un promotor ribosomal rio arriba del sitio multiple
de clonamiento (Martinez-Calvillo y Hernandez, 1994). El plasmido resultante permitié reducir en dos
semanas el tiempo requerido para la seleccion de parasitos resistentes a antibiéticos y aumento el
nivel de expresion del gen marcador hasta 16.000 veces.

Posteriormente se disefio el vector p TREX-n (Vazquez y Levin, 1999) como una version mejorada
de pRIBOTEX, donde se afiadi6 una region de 220 pb del gen HX1 rica en pirimidinas que contiene la

sefial de “trans-splicing” del gen que codifica la proteina TcP2p, incrementando la eficiencia post-



transcripcional de “trans-splicing”. En conjunto, el promotor ribosomal eleva 50 veces los niveles de
transcripcion y las sefiales especificas de “trans-splicing” incrementan 2.000 veces los niveles de
ARNm maduro de los genes reporteros, resultando en un vector de expresion 100.000 veces mas
eficiente (Sayegh, 2005).

En el caso del vector pRIBOTEX destaca la integracion de éste al locus de ADN ribosomal

registrando asi la transicion de localizacion episomal a nuclear (Taylor y col., 2011).
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Figura 3

Vectores de expresion de Trypanosoma cruzi (Tomado de Feo, 2003).

A. Plasmido pTEX. Posee los elementos: 1) Sitio multiple de clonamiento (SMC, barra de color verde). 2) Regiones “rio
arriba”, intergénicas y “rio abajo” del locus de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, barras de
color amarillo). 3) Genes reporteros de resistencia a antibiéticos: Ampicilina (AMP, flecha de color rojo) y Neomicina
(neo, flecha de color azul) (Kelly y col., 1992).

B. Plasmido pRIBOTEX. Construido a partir de pTEX contiene los elementos: 1) Promotor ribosomal de Trypanosoma
cruzi (barra de color rosado con banderin rojo). 2) Sitio multiple de clonamiento (SMC, barra de color verde). 3)
Regiones intergénicas y “rio abajo” del locus de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, barras de
color amarillo). 3) Genes reporteros de resistencia a antibiéticos: Ampicilina (AMP, flecha de color rojo) y Neomicina
(NEO, flecha de color azul) (Martinez-Calvillo y col., 1997)

C. Plasmido pTREX-n. . Construido a partir de pRIBOTEX. Se introdujo una region de 220 pb denominada HX1 (barra
de color durazno) del gen que codifica la proteina TcP2p (Vazquez y Levin, 1999).



5.1.Marcadores selectivos en vectores de expresion para T. cruzi.

El ADN plasmidico puede ser introducido a bacterias a través del proceso artificial llamado
transformacion. En este proceso, las bacterias son tratadas con mezclas de cationes divalentes para
hacerlas temporalmente permeables a las pequefias moléculas de ADN. Hasta en las mejores
condiciones, los plasmidos son dificiles de establecer en poblaciones bacterianas, por lo tanto para
poder identificar a estos transformantes se introdujeron marcadores selectivos en los plasmidos.
Estos marcadores confieren un nuevo fenotipo, el cual permite que las bacterias que han sido
transformadas de manera exitosa puedan ser seleccionadas (Sambrook y col., 1989). Los marcadores
que son usados comunmente son los genes que confieren resistencia a antibiéticos como la
ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol y kanamicina. Cada uno de estos antibioticos opera por diversos
mecanismos (Davies y Smith, 1978) como interferir en los procesos de entrada del antibiético a la
célula, modificar el sitio blanco de accidn y pudiendo inactivar al antibiético mediante la produccion de
una enzima.

Existen varios marcadores selectivos utilizados en vectores eucariotas para monitorear la
expresion en un amplio rango de organismos, incluido T. cruzi, como los genes de la cloranfenicol
acetil transferasa (CAP) y la neomicin fosfotransferasa (NEO).

5.2. Genes reporteros en vectores de expresion para T. cruzi.

En el desarrollo de herramientas para estudios genéticos fue considerado el uso de la emisién
de luz, bioluminiscencia y biofluorescencia, como un marcador reportero, siendo ambos procesos
quimicamente diferenciables, la luminiscencia ocurre como una reaccidén enzimatica que excita al
sustrato liberando energia en forma de luz, mientras que la fluorescencia es producto de la
transferencia de energia (Chalfie y Kain, 1998).

Estudios realizados en la proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés Green
Fluorescent Protein), responsable de la emision bioluminiscente de la medusa Aequorea victoria,
originaron su uso como herramienta genética al aislar e insertar el gen que expresa esta proteina en

vectores de expresion episomales. Desde su aislamiento el gen GFP ha sido manipulado por medio
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de mutaciones que mejoraron la estabilidad de la proteina a temperaturas de 37°C y superiores, fue
optimizado su rango de expresidn en organismos con un alto contenido de pirimidinas en su genoma
cambiando el usaje de codones a preferencias de G/C en la segunda y tercera posicion de los
codones, y fue mejorada la emisién de fluorescencia cambiando el rango y pico de longitud de onda
de excitacién y emision (Sayegh, 2005). Un ejemplo es la version GFP5 (S65T) (Siemering y col.,

1996) clonada en el vector pTREX-n (Figura 4).

B
Hindlll
7 pTREXn- GFPNoﬂ
7 GFP5(S65T)
i 7062 bp Xhol
S

Figura 4

Vector de expresion de Trypanosoma cruzi con el gen que codifica la GFP (Tomado de Guevara y col., 2005).

Vector pGFP5 (S65T). La digestidon con las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol escinde el fragmento GFP5 (S65T),
mutante de la Aequorea GFP donde se ha cambiado una serina por una treonina en la posicién 65, derivando en un
incremento en el brillo.
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ANTECEDENTES

La aplicacion conjunta de vectores de expresion y marcadores de fluorescencia para
visualizar in vivo los procesos de infeccion de organismos patdgenos fue inicialmente desarrollada en
bacterias con la finalidad de estudiar la relacion parasito-hospedador y la patogenicidad de estos
organismos.

En tripanosomatidos, la aplicacién exitosa de la fluorescencia in vivo comenzé a ser utilizada
para analizar el desarrollo de los parasitos en los insectos vectores, reevaluar los ciclos de vida y
explorar la capacidad vectorial de especimenes naturales. El trabajo requirid desarrollar vectores de
expresién con promotores fuertes (ribosomales) utilizando versiones adaptadas de la proteina GFP
(Pinto, 1999; Guevara y col., 2001; Guevara y col., 2005).

Pinto (1999) y Guevara y col. (2001) desarrollaron el vector pXGFP5 (S65T)-R-promoter.
Partiendo del vector pX (LeBowitz y col., 1990) clonaron el gen GFP bajo el control del promotor
ribosomal de Leishmania amazonensis para construir lineas fluorescentes estables de Leishmania
donovani. Las lineas fluorescentes estables fueron utilizadas para evaluar el desarrollo en tres
especies de Lutzomya del nuevo mundo (Lu. longipalpis, Lu. ovallesis y Lu. youngi) capturadas en la
naturaleza y provenientes de colonias, demostrando el potencial de esta aproximacion para
determinar capacidad vectorial.

Posteriormente Guevara y col. (2005) establecieron que, independientemente de la especie,
grupo o cepa de parasitos de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli, a los que se les fueron
transfectados los vectores pTREX-n y pBS:CalB1/CUB01 con los genes reporteros GFP5 (S65T) y
DsRed, se podian obtener lineas estables expresando altos niveles de ambas proteinas
fluorescentes. Las lineas fluorescentes de ambas especies fueron utilizadas en infecciones
individuales y mixtas para evaluar el desarrollo de ambos parasitos en el vector Rhodnius prolixus. La
linea de T. cruzi GFP, pTREX-n GFP5 (S65T) mantuvo la fluorescencia durante el ciclo de infeccidn
en células de cultivo de rifidn de monos (LLC-MK2), demostrando la factibilidad de esta aproximacion
para el estudio de la relacion parasito-hospedador en tripanosomas.
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Canavaci y col. (2010) precisan que el uso de proteinas fluorescentes insertadas en vectores
de expresion constituye una importante herramienta de evaluacion in vitro e in vivo de posibles
compuestos anti-Trypanosoma cruzi. Utilizan los vectores pTREX-n y pLew90B y las proteinas
fluorescentes “tomato” en copias repetidas en tanda (tdTomato) y el gen de “the firefly luciferase”
(Luc). El uso de paréasitos transgénicos fluorescentes constituye una herramienta mas precisa y
objetiva que el contaje directo a través del microscopio, permite el analisis de la replicacion del
parasito durante el experimento, no requiere de métodos de fijacion o permeabilizacién celular y las
mediciones se realizan por un fluorimetro.

El estudio del comportamiento parasitologico de T. cruzi y la patologia que puede causar ha
llevado al desarrollo y uso de herramientas inmunoldgicas, histologicas y bioquimicas que contribuyen
a la comprension del proceso de infeccidn y desarrollo de la enfermedad en el humano. Rodriguez-
Angulo y col. (2013) evaluaron la posible alteracién de TFN-a como consecuencia de la inflamacion,
dolor y malestar durante la fase aguda de la infeccion con una cepa virulenta de T. cruzi
recientemente aislada que emula las caracteristicas del brote de Chagas agudo producto de la
ingesta de alimentos contaminados en el municipio Chacao del Valle de Caracas en 2007. Los
autores evaluaron la actividad de proteinas de secrecidn liberadas por el parasito en miocitos,
relacionadas directamente con miocardiopatias como arritmias y fallas cardiacas en el ratdn infectado.

Alarcon de Noya y col. (2015) resaltan la ocurrencia en Venezuela de brotes infecciosos de la
enfermedad de Chagas a través de la ingesta de alimentos y bebidas contaminadas principalmente
con las heces del vector. Este mecanismo de transmision dificulta el diagndstico inmediato debido a la
ausencia de picadura del triatomino, presenta manifestaciones mas severas en la fase aguda de la
enfermedad y afecta simultdneamente a grupos relativamente grandes de personas, con fallas
terapéuticas importantes al tratamiento disponible con Benznidazol (Alarcén de Noya y col., 2011).
Ademas destacan la migracién del vector Pastrongylus geniculatus considerado fundamentalmente
como silvestre, al ciclo peridoméstico, como principal triatomino infectado del Valle de Caracas, donde

entre el 50% a 80% de los ejemplares capturados se le ha encontrado la presencia de T. cruzi.
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Los estudios dirigidos a la caracterizacion del parasito en el proceso de la infeccién aguda,
particularmente producto de la contaminacion de alimentos, y la fase crénica precisan incorporar
herramientas con alta sensibilidad para detectar la presencia del parasito y hacer seguimiento a nivel
celular en estudios in vivo e in vitro. Por tanto, se requiere el desarrollo de lineas de T. cruzi
fluorescentes estables de cepas de reciente aislamiento, asociadas a casos de Chagas agudo
producto de transmision oral, caracterizadas a nivel de linaje y provenientes de vectores de la zona de
origen de los brotes microepidémicos o aisladas directamente de los casos de infeccion en humanos
por contaminacion de alimentos.

Considerando este contexto, surge el interés del trabajo conjunto entre el Laboratorio de
Fisiologia de Parasitos del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y el Laboratorio
de Genética Molecular del Instituto de Biologia Experimental (IBE), proponiendo una colaboracion
sinérgica en el desarrollo y aplicacion de herramientas de la genética reversa. Se propone
especificamente el vector pTREX-n GFP5 (S65T), dirigida a la expresion de la proteina bioflurescente
verde en T. cruzi para la obtencion de lineas fluorescentes estables que permitiran realizar estudios
con la finalidad de comprender el comportamiento, patologia, invasion de tejidos y tropismo del

parasito in vivo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtencion de lineas fluorescentes estables in vivo de una cepa de Trypanosoma cruzi de los

Altos Mirandinos haciendo uso del vector pTREX-n GFP5 (S65T).

Objetivos especificos

Aislamiento y caracterizacion del vector pTREX-n GFP5 (S65T).

Tipificacién de la cepa de Trypanosoma cruzi de los Altos Mirandinos mediante PCR.
Determinacion del IC50 de la droga G418 en la cepa de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1.
Transfeccion por electroporacion de pTREX-n GFP5 (S65T) al aislado T. cruzi

TGEN/VE/2012/ValleCCS1.
Obtencion de poblaciones fluorescentes estables de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1.

Evaluacion del ciclo infectivo in vitro de lineas clonadas estables de T. cruzi

TGEN/VE/2012/ValleCCS1 pTREX-n GFP5 (S65T) en células VERO.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepa de Trypanosoma cruziy cultivo de parasitos.
En este trabajo se utiliz6 la cepa de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 aislada a partir del vector

P. geniculatus capturado en el Municipio los Salias, Estado Miranda, y mantenida en cultivo en el
Laboratorio de Fisiologia de Parasitos del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC),
Altos de Pipe, Venezuela. Los paréasitos fueron cultivados y mantenidos en medio LIT (triptosa 1,5%;
infusion de higado 0,2%, extracto de levadura 0,5%; glucosa 0,4%; NaCl 0,9%; KCI 0,04%; Na2HPO4
0,75%; hemina 0,04% con 100 pg/mL de penicilina, 50pg/mL de gentamicina a pH 7.4)
suplementado con suero fetal bovino inactivado con calor al 10% y almacenados a 28°C bajo
agitacién continua.

Caracterizacion molecular de la cepa de Trypanosoma cruzi.

1.1.  Aislamiento de ADN de Trypanosoma cruzi.

Para el aislamiento de ADN gendmico (ADNg) de T. cruzi se utilizo el estuche Genomic DNA
Extraction Kit, marca comercial AccuPrep® de BIONEER tecnologia que emplea columnas de silica
que enlazan especificamente el ADN en presencia de sales caotrdpicas. Los cultivos de
epimastigotes en fase exponencial, recuperados por centrifugacion a 4000g por 3 min, fueron
procesados en las columnas siguiendo las instrucciones de la casa comercial. EI ADN se separ6 de la
silica por un cambio de pH debido a la adicién del tampon de elucién (10mM Tris-Cl pH 8.5). Este
protocolo permitid obtener entre aproximadamente 3 a 6 ug de ADN gendmico en 200l de tampdn
de elucion (=30ng/uL). Las muestras de ADN total fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

1.2.Tipificacion del aislado de Trypanosoma cruzi mediante ensayos de PCR.

La caracterizacion genética del aislado establecido como T. cruzi se llev a cabo mediante
dos ensayos de PCR:
Inicialmente se aplicd el PCR ADNk (PCR ADN de kinetoplasto) siguiendo el protocolo

descrito por Gomes y col. (1998). El ensayo utilizd los cebadores 121 y 122 (sintetizados por
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BIONEER) de secuencias 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3' y 5
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’, respectivamente.  Estos cebadores se unirian
especificamente a regiones conservadas del mini circulo del ADNk, amplificando preferencialmente
un segmento de 330 pb correspondiente a una de las cuatro regiones variables del mini circulo
(Gomes y col., 1998). Se utilizaron 2L de ADNg en cada reaccién y el programa de PCR se llevé a
cabo en un Termociclador (MJ Research, modelo PTC-200). Se elabor6 la mezcla de reactivos bajo
las siguientes concentraciones finales: tampon 1X (Tris-HCl 25mM a pH 9.0, NaCl 25mM), oligo 121
UM, oligo 122 1pM, MgCl2 3mM, dNTPs 200uM, Taq polimerasa 0,05U/uL, agua destilada y
muestra para un volumen final de 25uL. El programa de incubacién y ciclos se presentd de la
siguiente manera: 1 ciclo de 4min a 94°C, 1 ciclo de 2min a 68°C, 1 ciclo de 2min a 72°C, 5 ciclos de
1min a 94°C seguido de 1min a 66°C y 1min a 72°C, 35 ciclos de 1min a 94°C seguido de 1min a
64°C y 1min a 72°C y por Ultimo 1 ciclo de 5min a 72°C finalmente, la muestra se mantuvo a 4°C
hasta su uso.

El segundo, PCR ADNn (PCR ADN nuclear) basada en la secuencia satélite 195 siguiendo
protocolo descrito por Moser y col., 1989. En este sentido, se emplearon los cebadores TcZ1'y TcZ2
(Invitrogen) de secuencias 5-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3’ y 5-
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3', respectivamente. Estos cebadores se unen especificamente
a la secuencia repetitiva de 195 pb de ADN nuclear que es el mas abundante en el organismo (Moser
y col., 1989). Se utiliz6 1uL de ADNg en cada reaccion y el programa de PCR se llevo a cabo en un
Termociclador (Eppendorf Mastercycler ep Gradient 5341). Se realiz6 la mezcla de reactivos bajo las
siguientes concentraciones finales: tampén 1X (Tris-HCl 25mM a pH 9.0, NaCl 25mM), oligo TcZ1
0,2uM, oligo TcZ2 0,2uM, MgCl2 1,5mM, dNTPs 800uM, Taq polimerasa 0,5U/ensayo, agua destilada
y muestra para un volumen final de 15uL. El programa de incubacion y ciclos se presenté de la
siguiente manera: 1 ciclo de 5min a 95°C, 40 ciclos de 3min a 95°C seguido de 1min a 65°C y 1 min a

72°C y por ultimo 1 ciclo de 5min a 72°C, finalmente la muestra se mantuvo a 4°C hasta su uso.
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Para la visualizacion del producto de PCR ADNk, el amplicén de 330 pb, fue separado
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2% en tampdn TAE 0,5X (Tris-acetato
20mM; EDTA 0,5mM) a 50V durante 1h. El gel fue transferido a una cubeta con 500mL de agua
destilada, a la cual se le afiadié bromuro de etidio (BrEt 0,5ug/mL) y se dejo reposar durante 2min.

En el caso del producto de PCR ADNn, el amplicon de 188pb, fue separado mediante
electroforesis de geles horizontales de agarosa al 1,5% con SYBR® Safe a 0,5X en tampon TAE 1X
(Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM) a 100V durante 30min. Las bandas de ADN fueron visualizadas en
un transiluminador con luz ultravioleta (312nm) y se realiz6 el registro fotografico mediante el equipo
Gel Dock. El registro de las imagenes se realizd con un sistema de digitalizacién de imagenes
utilizando el programa de computacion QuantityOne® (BioRad).

2. Determinacion del IC50 al antibiético G418 de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1.

Para determinar el IC50, la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 fue cultivada a
concentraciones crecientes del antibiotico G418 en un rango de 0 a 800pug/mL. El seguimiento del
crecimiento celular se determind mediante el contaje directo al microscopio, en la camara de
Neubauer diariamente por un periodo de 15 dias. La viabilidad celular se determind a través del
método de azul de tripano, siguiendo el protocolo de Hunt (1987) mezclando 50pL de la suspension
celular estéril (entre 2-10x108 parasitos/mL) con 50pL de solucidn de azul de tripano 0,2%py en PBS,
se coloco la suspension en un hemocitdmetro y se dejé decantar por 1min. Posteriormente se observd
al microscopio de luz a un aumento de 40X dentro de los 3min siguientes a la coloracién, contando
células muertas (azules) y células vivas (no tefiidas).

El porcentaje de inhibicién del crecimiento se calculé de acuerdo a la férmula presente en Yao
y col. en 2007 en un rango de 0 a 100%, los cuales fueron plasmados en un grafico de linea como
variable independiente, y la concentracion del antibidtico (Opg/mL, 250pg/mL, 500pg/mL y
800pg/mL) como variable dependiente, procediendo a obtener la ecuacion de la recta a partir de la

aplicacion de una regresion lineal en Excel (Anexo 1).
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3. Transformacion bacteriana.

3.1.Preparacion de células competentes por CaCl,.

El protocolo seguido para la preparacién de células competentes por CaCl, fue tomado de
Sambrook y col. (1989) con algunas modificaciones. Partiendo de una colonia aislada de la cepa
HB101 de Escherichia coli (Gibco-BRL): F-mcrB mrr hsdS20(rs- mg") recA13 leuB6 ara-14 proA2
lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(SmR) gInV44 A-, se inocularon 2mL de caldo LB con estreptomicina
(40pg/mL). Luego del crecimiento con agitacion durante una noche a 37°C en la estufa, se agregaron
8mL de caldo LB con estreptomicina (40ug/mL) fresco y se sometid a una hora adicional de
incubacion, bajo condiciones de agitacion y a 37°C. Seguidamente, las células fueron recuperadas
por centrifugacion a 4000g, a 4°C por 10min. El sedimento celular fue lavado con solucién salina
(NaCl 0,85%) estéril, y luego se recuperaron nuevamente por centrifugacion, manteniendo las mismas
condiciones del paso anterior. Este sedimento fue resuspendido en una solucién de CaCl, 50mM
estéril a 4°C, e incubado en hielo durante 1h. Posteriormente las células fueron recuperadas por
centrifugacion a 4000g por 10min y resuspendidas en 1mL de CaCl, 50mM estéril a 4°C. Esta
suspension celular se utilizd inmediatamente para llevar a cabo la transformacion.

3.2. Transformacion de células competentes.

El protocolo de transformacion bacteriana fue tomado de Sambrook y col. (1989) con algunas
modificaciones. Se tomaron 200uL de la suspension en CaClz de células competentes, las cuales
fueron mezcladas con aproximadamente 10ng de ADN plasmidico, en un volumen que no excediera
los 10pL. Esta mezcla fue incubada en hielo por 1h. Transcurrido este tiempo se aplicé un choque
térmico a 45°C por 90s. Inmediatamente las células fueron resuspendidas en 1mL de LB e incubadas
a 37°C por 30min con agitacion. Las células fueron concentradas mediante centrifugacion a 4000g
por dmin y se descartaron 500uL del medio LB sobrenadante. 50uL de las células resuspendidas
fueron sembradas por rastrilleo en placas de agar LB con estreptomicina (40pg/mL) y ampicilina

(100pg/mL) las cuales se incubaron durante una noche a 37°C.
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4. Aislamiento de ADN plasmidico.

El ADN plasmidico fue obtenido mediante dos protocolos en pequefia escala, el protocolo de
“miniprep” con reactivos preparados en el laboratorio y utilizando un estuche comercial con columnas.

4.1. Aislamiento de ADN plasmidico mediante “mini-prep”.

Este protocolo fue tomado con modificaciones de los métodos de Birnboim y Doly (1979) e
Ish-Horowicz y Burke (1981) (referido en Sambrook y col., 1989). Inicialmente, se selecciond una
colonia aislada del recombinante de interés, la cual fue inoculada en 4mL de caldo LB méas ampicilina
(100pg/mL) y estreptomicina (100pug/mL), durante una noche a una temperatura de 37°C con
agitacién constante. Las células fueron recuperadas por centrifugacion durante 10min a 4000g. El
sedimento celular fue lavado con solucion salina (NaCl 0,85%) estéril y posteriormente sometida a
centrifugaciéon bajo las condiciones anteriormente descritas. Las células fueron resuspendidas en
100pL de solucién de lisis | (glucosa 50mM; Tris-HCI pH 8.0; EDTA 10mM) y luego fueron sometidas
a incubacidén durante Smin a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 200uL de la
solucion de lisis Il (SDS 1%; NaOH 0,2N) y se mezcld por inversion. Esta mezcla fue incubada en
hielo por 5min. Finalmente se afiadieron 150pL de solucién de lisis Il (acetato de sodio 3M pH 5.2).
Luego se incubd en hielo por 8min y centrifugd a 13000g por 15min, con la finalidad de recuperar el
sobrenadante, al cual se le realizd una extraccién con cloroformo:fenol (1:1), seguida de una
centrifugacion de 3min a 13000g. Posteriormente se agregd un volumen de isopropanol igual al
volumen de sobrenadante extraido, la mezcla fue incubada en hielo durante 10min y posteriormente
centrifugada a 13000g por 15min, fue descartado el sobrenadante y lavado el sedimento de acidos
nucleicos con etanol 70% y centrifugado a 13000g por 5min. ElI ADN fue resuspendido en 20l de
tampon TE (Tris-HCI 10mM pH 8.0; EDTA 1mM).

4.2. Aislamiento de ADN plasmidico con estuche comercial.

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizé el estuche Plasmid Extraction Kit, marca

comercial Accuprep® de BIONEER. La técnica esta basada en el método de lisis alcalina de Birnboim
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y col., 1979. Se parti6 de una colonia aislada del recombinante de interés, la cual fue inoculada en
5mL de caldo LB mas ampicilina (100ug/mL) y estreptomicina (100ug/mL), durante una noche bajo
agitacién y una temperatura de 37°C. Las células fueron recuperadas por centrifugacion durante 2min
a 15000g. Siguiendo las instrucciones del manual de la casa comercial, las células fueron expuestas a
una serie de tampones para la resuspension, lisis, neutralizacion, lavado y elucion, bajo el empleo de
columnas de silica que enlazan especificamente el ADN en presencia de sales caotropicas. Se obtuvo
un maximo de 20pug de ADN plasmidico altamente purificado. Las muestras de ADN plasmidico
fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

5. Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

El ADN plasmidico fue digerido con enzimas de restriccidn como parte de la caracterizacion y
andlisis del vector de expresion pTREX-n GFP5 (S65T). Estas restricciones se llevaron a cabo bajo
las condiciones recomendadas por la casa comercial en cuanto a: concentracion de la enzima por
microgramo de ADN a digerir, concentracion final del tampdn, temperatura y tiempo de incubacion.
Las digestiones fueron llevadas a cabo en un volumen final de 15uL. Se realizaron digestiones
sencillas y dobles con la finalidad de obtener regiones génicas caracteristicas del vector haciendo uso
de las endonucleasas EcoRI, BamHI, Hindlll y Xhol de la casa comercial PROMEGA.

6. Analisis de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis en geles de agarosa fue utilizada para evaluar la integridad y concentracién del
ADN aislado, asi como, la pureza de la muestra a través de la visualizacién del tamafio y
conformacién del ADN plasmidico, ADNn y los fragmentos de ADN producto de la digestion con
enzimas de restriccidn. La concentracién de agarosa utilizada vario de acuerdo al tamafio del ADN a
analizar. Inicialmente las muestras fueron cargadas en los bolsillos de los geles, luego de ser
mezcladas con tampdn de carga 6X (azul de bromofenol 0,25%; cianol xileno 0,25%; sacarosa 40%),
utilizando una relacién muestra: tampdn de 5:1. Las corridas electroforéticas fueron realizadas en

tampdn TAE 1X (Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM pH 8.0) utilizando un voltaje de 50V. El ADN fue
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visualizado bajo luz ultravioleta con la ayuda de un transiluminador acoplado con un sistema Gel-Doc
1000® (BioRad) a una longitud de onda de 320nm. El registro de imagenes se llevo a cabo con un
sistema de digitalizacion utilizando el programa de computacion QuantityOne® (BioRad).

7. Electroporacion, seguimiento y seleccion de lineas transfectantes estables.

Las experiencias de transfeccion de parasitos se realizaron siguiendo el protocolo de Hariran y
col. (1993), con algunas modificaciones. Las formas epimastigotes de la cepa de T. cruzi fueron
cultivas en medio LIT hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento (108 células/mL). Previo a la
electroporacion los parasitos fueron recolectados por centrifugacion a 3000g por 15min y lavados en
solucién salina estéril (NaCl 0,85%) dos veces. El sedimento celular fue resuspendido en medio LIT
sin hemina y sin suero fetal bovino, a una concentracién final de 8,9x10° células/mL. Un volumen de
400uL de esta suspension celular fue colocado en cubetas de electroporacion BTX® de 2mm pre-
incubadas en hielo por 10min. Las células fueron mezcladas con 200ug de ADN plasmidico de
pTREX-n GFP5 (S65T) y pTREX-n tdTomato en un volumen no mayor a 40uL. La mezcla fue
incubada en hielo por 10min para luego proceder a la electroporacion utilizando el Gene Pulser |l
BioRad®; bajo las siguientes condiciones: un pulso simple de 300V, 1000uF y 100Q de resistencia.
Posterior a la electroporacion las células fueron incubadas 10min en hielo y luego transferidas a viales
de 5mL de medio LIT sin antibiético e incubadas a 28°C por 48h. Pasado este tiempo, se le afiadié al
medio el antibiético G418 a la concentracion final de 800ug/mL, manteniendo el cultivo en agitacion y
a 28°C por 10 dias. Cumplido este lapso, los parasitos fueron transferidos a un medio de cultivo sin
droga posterior a una centrifugacion a 2500g por 10min y descarte del medio anterior. Los mismos
fueron mantenidos de manera ciclica durante periodos de 10 dias en medio con y sin antibi6tico hasta
obtener poblaciones estables que expresaron el marcador reportero GFP y tdTomato sin la presencia
de la presion selectiva. El seguimiento del gen reportero GFP5(S65T) se realiz6 por la observacion de
los cultivos en microscopio de fluorescencia OPTIPHOT-2 (Nikon) con un filtro de excitaciéon de
475nm-500nm, un filtro de supresion de 520nm y una l&mpara de fluorescencia XBO (Nikon) y el gen

reportero tdTomato con un filtro de excitacion de 554nm y un filtro de supresion de 581nm. El registro
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fotogréfico se realizé acoplando al microscopio una cadmara digital (Leica, modelo DC 300F), el
programa para capturar las imagenes Leica500 y el analisis se realizd con la ayuda del programa
Image Pro Express (Leica).

7.1.Clonamiento de lineas celulares estables de T. cruzi expresando GFP5 (S65T).

Para obtener una poblacién homogénea de T. cruzi que expresara la proteina GFP5 (S65T)
se realizo la seleccion clonal partiendo de cultivos estables transfectados con el vector pTREX-n
GFP5 (S65T). Se tomaron alicuotas de 100.000 paréasitos/mL, los cuales fueron obtenidos a partir de
cultivos en fase logaritmica (107 parasitos/mL), ubicandolos en placas de cultivo de 24 pozos a partir
de los cuales se aplicaron diluciones seriadas hasta alcanzar una concentracion de 1 parasito
(dilucién de 10%) en un volumen final de 1mL de medio suplementado con G418. Se llevé a cabo la
evaluacion del crecimiento celular mediante observacion directa al microscopio durante un periodo de
dos meses hasta obtener crecimiento poblacional. Fueron seleccionados tres poblacionales clonales
al azar siendo mantenidas en medio LIT con 10% suero fetal bovino y se les afiadio G418 (800ug/mL)

cada quince dias aproximadamente.

23



RESULTADOS

1. Evaluacion del crecimiento e infectividad de la cepa de Trypanosoma cruzi.

La cepa de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 fue aislada y mantenida por el equipo del
Laboratorio de Fisiologia de Parasitos del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC),
extraida del vector P. geniculatus proveniente de la zona rural de Potrerito del Estado Miranda, siendo
conservada in vitro mediante repliques en células VERO mas medio de crecimiento MEM y suero fetal
bovino al 10%, bajo un coeficiente de infectividad de 10 tripomastigotes metaciclicos por célula
(Figura 5). En la Figura 5, panel A se detalla la formacion de nidos intracelulares contentivos de
formas amastigotas. En el panel B de la Figura 5 se muestran las formas tripomastigotas vy

epimastigotas.

Figura 5

Cultivo de Trypanosoma cruzi aislado TGENVE/2012/ValleCCS1

A Células Vero infectadas con el aislado T cruzi TGENAVERZ012/alleCCS1 mantenidas en medio MEM con suero fetal bovino &l
10%. B. Epimastigotes T cruzi TGENAVE2012/ValleCCS1 en medio LIT con suero fetal bovina al 10%. Aumento 200Xy 400X (<)
celulas VERO infectadas; (Tr) tripomastigotes; (Am) amastigotes; (Ep) epimastigotes.

Posteriormente los tripomastigotes metaciclicos fueron trasvasados a medio LIT con suero fetal
bovino al 10% donde se mantuvieron a 28°C con agitacion continua con la finalidad de promover
formas epimastigotas (Figura 5, panel B). Bajo estas condiciones se almacenaron los cultivos durante

un periodo de un afio consecutivo con refrescamientos cada siete a diez dias.
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2. Aislamiento de ADN plasmidico del vector pTREX-n GFP5 (S65T).

Una vez aplicada la metodologia de lisis alcalina en escala de mini preparaciones se procedio a
evaluar la calidad del aislamiento mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8%, TAE 0,5X. En la
Figura 10 se muestran los resultados del aislamiento del vector pTREXnGFPS (S65T) (Guevara y
col., 2005). En la electroforesis en las dos concentraciones de las muestras del aislamiento de
pTREXnGFP5 (S65T) fue posible identificar la forma circular covalentemente cerrada (ccc) del
plasmido cuyo tamafio es de 7062 pb (Figura 6, carriles 1y 2). En el Carril 1 se detallan dos bandas
mas, caracteristicas de las formas: lineal y superenrollada, que puede presentar un plasmido.
Cualitativamente la muestra no presenta ARN ni degradacion del ADN, con un alto porcentaje de la

forma ccc, apta para las experiencias de transfeccion.

M 1 2

pb

10000

SRt <€ 7062 pb ccc

Figura 6

Aislamiento de ADN plasmidico del vector pTREX-n GFP5 (S65T).

Corrida electroforética del ADN del vector pTREX-n GFP5 (S65T) aislado a partir de E. coli HB101. Gel de agarosa al 0,8%, TAE 0,5X.
Carriles: M, marcador 1Kb Escalera de ADN marca PROMEGA; 1y 2, dos concentraciones de pTREX-n GFP5 (S65T).

Laflecha indica el punto de migracion de la forma circular covalentemente cerrada del vector de 7062pb.

3. Digestion de ADN del vector pTREX-n GFP5 (S65T) con enzimas de restriccion.

Como parte de la caracterizacion del vector pTREX-n GFP5 (S65T) se realizé el andlisis del

patron de bandas obtenidas mediante digestion con enzimas de restriccién especificas acorde con el
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mapa de restriccidn reportado (Guevara y col., 2005) (Figura 7). En el panel B de la Figura 7 se
observa el patron de bandas generados en las digestiones sencillas y dobles con las enzimas BamHl,
Xhol, EcoRI y Hindlll del vector pTREX-n GFP5 (S65T). La digestion con BamHI liber6 el fragmento
de 220 pb correspondiente a la regiéon HX1 contentiva del sitio de trans-splicing (carril 1), mientras que
la digestion doble BamHI/Xhol, ademas de liberar el fragmento de HX1 de 220 pb, libera un fragmento
de aproximadamente 780 pb correspondiente al gen GFP5 (S65T) (Dias, M., 2001) (carril 2). La
digestion doble Xhol/EcoRI, corroboré la presencia del gen GFP5 (S65T) al liberar un fragmento de
cerca 780 pb, coincidiendo con los sitios de corte sefialados en el mapa (Figura 7, panel A). La
digestion Hindlll con un unico sitio de corte en el sitio multiple de clonamiento debio linealizar del
plasmido y obtener una banda de 7062 pb, sin embargo no hubo digestion, posiblemente por
inactivacion de la enzima Hindlll. En su conjunto, los resultados permitieron confirmar que el plasmido

aislado es pTREX-n GFP5 (S65T).

A B
M12345

Kb

8

5 7062 pb
0,75 GFP
0,2
0,25 HX1

Figura 7

Caracterizacion del vector pTREX-n GFP5 (S65T) mediante digestiones sencillas y dobles con enzimas de restriccion.

Gel de agarosa al 1% en TAE 0,5X. Carriles: M, Escalera de ADN 1kb (PROMEGA); 1, pTREX-n GFP5 (S65T) BamHI; 2, pTREX-n GFP5
(S65T) BamHI y Xhol; 3, pTREX-n GFP5 (S65T) EcoRl'y Xhol; 4, pTREX-n GFP5 (S65T) Hindlll; 5, pTREX-n GFP5 (S65T) sin digerir.
Lasflechas indican la posicion del pTREX-n GFP5 (S65T) circular covalentemente cerrado; el fragmento del gen GFPy el fragmento de la
region HX1.
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4. Tipificacion de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 mediante PCR.

Previo a la realizacion de las experiencias de transfeccion se realizaron ensayos moleculares
de amplificacién mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dirigidos a secuencias
repetitivas del genoma nuclear y del ADN del kinetoplasto (ADNK) caracteristicas de la especie, para
asi corroborar que efectivamente la cepa TGEN/VE/2012/ValleCCS1 era T. cruzi.

En primer lugar, se realizo el ensayo PCR ADNK utilizando los cebadores 121y 122 (Sturm y
col., 1989), los cuales se unen a regiones conservadas del mini circulo de ADNk amplificando un
segmento de 330 pb correspondiente a una de las cuatro regiones variables del mini circulo (Gomes y
col., 1998). La Figura 8 muestra los resultados de la amplificacién. Tanto la cepa T. cruzi
TGEN/VE/2010/196, incluida como control positivo, como la cepa TGEN /VE/2012/ValleCCS1 (Figura
8, carriles 2 y 1 en ese orden) amplificaron la banda especifica de de 330 pb y un patrén de bandas
idéntico, mientras que la cepa T. evansi MEQU/VE/2003/TeAp-N/D1 (Figura 8, carril 3) amplificé una
Unica banda ligeramente superior a 330 pb. El control negativo de agua mostré ausencia de
contaminacion (Figura 8, carril 4).

En segundo lugar, se realiz el ensayo PCR ADNn microsatélite utilizando los cebadores
TcZ1y TeZ2 (Moser y col., 1989), los cuales amplifican un fragmento de 188 pb de la region repetitiva
de 195 pb de ADN nuclear especifica de la especie T. cruzi que representa un 9% del genoma. En la
Figura 9 se observa el amplicon producido en la muestra de TGEN /VE/2012/ValleCCS1 (Carril 1), el
cual se presentd con multiplicidad de bandas producto a la organizacion en tanda de repetido base de
la secuencia de 195 pb en el nucleo. Los controles negativos, T. evansi'y agua (Figura 9, carriles 2y
3 respectivamente) no hubo generacion de amplicdn, solamente la formacion de dimeros de

oligonuclettidos como bandas de bajo peso molecular claras en la parte inferior del gel.
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Figura 8
Caracterizacion del aislado de T. cruzi TGENIVEI2012[ValleCCS1 mediante el ensayo de PCR ADNk.

Productos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con los oligos 121/122 corridos en gel de agarosa al 2% 0,5X TAE. Carriles:

M, marcador de peso molecular SIGMA 50 pb; 1, T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1;2, T. cruzi TGEN/VE/2010/196; 3, T. evansi
MEQU/VE/2003/TeAp-N/D1; 4, agua cuarto blanco.

Laflecha indica el fragmento de 330pb especifico para T. cruzi.

M 1 2 3

pb
300

200 < 188pb

Figura 9
Caracterizacion del aislado de T. cruzi TGENIVEI2012/ValleCCS1 mediante el ensayo de PCR ADNn.
Productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores TcZ1/TcZ2 corridos en gel de agarosa al 2% 0,5X

TAE. Carriles: M, marcador de peso molecular SIGMA 50 pb; 1, T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1; 2, T. evansi MEQU/VE/2003/TeAp-
N/D1; 3, agua.

Laflecha indica el fragmento de 188pb especifico para T. cruzi.
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5. Determinacion del IC50 de la droga G418 en la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1

En una primera aproximacion se establecio la cinética de crecimiento de la cepa asi como una
consulta bibliografica en relacién a las concentraciones del antibidtico G418 utilizadas en T. cruzi
durante ensayos similares de transfeccién con vectores portando el gen NEO (Barclay y col., 2011;
Bouvier y col., 2013; Canavaci y col., 2010; Chamekh y col., 2005; Gaunt y col., 2003; Guevara y col.,
2005; Kelly y col., 1992). Primeramente se elabor6 un ensayo con concentraciones crecientes de 5
Mg/mL, 50 ug/mL, 100 ug/mL, 250 pg/mL y 500 pg/mL pero al no haber una disminucién en el
crecimiento de la poblacién (Figura 11) se acordd evaluar nuevos rangos de concentracion, 250
Mg/mL, 500 ug/mL y 800 pg/mL. Partiendo de 250.000 parasitos/mL, inéculo de tripomastigotes
metaciclicos provenientes del cultivo con células VERO, se inici6 el seguimiento del crecimiento del
cultivo en medio LIT mas 10% suero fetal. En la Figura 10 se muestra la cinética de crecimiento de la
cepa TGEN/VE/2012/ValleCCS1. Observamos una fase de latencia de cuatro dias, posteriormente el
inicio de la fase exponencial al quinto dia y la fases de muerte a partir del octavo dia, llegando a una

concentracion maxima de 3,46x107 paréasitos/mL el dia 7.
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Figura10
Cinética de crecimiento de la cepa T. cruzi TGENIVEI2012IValleCCS1.
Seguimiento del crecimiento de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 en medio LIT. El nimero de paréasitos

viables por mL fue determinado mediante el método de contaje directo por camara de Neubauer con tincion por
azul de tripano (50%). La concentracion de parasitos se expresa en exponencialesy el tiempo en dias.
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Figura 11

Cinética de crecimiento de T. cruzi TGENIVEI2012/ValleCCS1 bajo concentraciones preliminares del antibiotico G418.
Seguimiento del crecimiento de la cepa T cruzi MHOM/VE/2012/ValleCCS1 en medio LIT bajo tres concentraciones del
antibiotico G418: 5 pg/mL (linea roja), 50 pg/mL (linea verde), 100 pg/mL (linea morada), 250 pg/mL (linea azul) y 500 pig/mL
(linea naranja). El numero de parasitos viables por mL fue determinado mediante el método de contaje directo por camara de
Neubauer tefiidos con tincion por azul de tripano (50%). La concentracion de parasitos se expresa en exponenciales y el
tiempo en dias.

Una vez que se caracterizd la cepa y se comprobd que correspondia a T. cruzi, se procedio a
la evaluacion del crecimiento con el antibiotico G418 bajo las concentraciones de 0 ug/mL, 250
pg/mL, 500 pg/mL y 800 pg/mL. La Figura 12 mostrd los resultados empleados en el célculo del
IC50. Se observé una diferencia entre el control y los tratamientos con el antibiético, pudiendo notarse
la inhibicidn en el crecimiento a partir del cuarto dia, con un incremento en la muerte de los parasitos
en todas las concentraciones probadas del antibiético. El IC50 se calculd en base a los resultados
obtenidos al tercer dia, determinando su valor en 390 ug/mL siguiendo el procedimiento establecido
en los materiales y métodos. El patrdn de crecimiento del cultivo control se mantuvo con una fase de
latencia de cuatro dias, segunda de la fase exponencial a partir del quinto dia y un maximo de

1,81x107 parasitos/mL al octavo dia, siendo similares al comportamiento observado en la Figura 10
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pese a que esta poblacion present6 una caida abrupta a diferencia de la Figura 12 donde se infiere la

existencia de una fase de latencia.
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Figura 12
Cinética de crecimiento de la cepa T cruzi TGENIVE[2012[ValleCCS1 bajo el antibiotico G418.

Seguimiento del crecimiento de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 enmedio LIT bajo tres concentraciones del antibiético
G418:250 pg/mL (linea roja), 500 pg/mL (linea verde) y 800 ug/mL (linea azul). El nimero de parasitos viables por mL fue
determinado mediante el método de contaje directo por camara de Neubauer con tincion por azul de tripano (50%). La concentracion
de paréasitos se expresa en exponenciales y eltiempo en dias.
6. Construccion de lineas celulares de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 expresando la
proteina de fluorescencia GFP5 (S65T).
La construccién de lineas celulares de T. cruzi con la cepa TGEN/VE/2012/ValleCCS1
expresando la proteina de fluorescencia verde se realiz6 mediante la transfeccién del vector pTREX-n
GFP5 (S65T) (Figura 4). Las condiciones de electroporacion fueron establecidas en trabajos previos

(Campelo, 2005) y la concentracion del antibiético G418 fue determinada en 800 pg/mL de acuerdo a

los resultados de la seccion 5 de este trabajo (Figura 12).
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Los epimastigotes de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 fueron transfectados por
cuadruplicado con un aproximado de 200 pg del plasmido pTREX-n GFP5 (S65T). En las 48 horas
posteriores a la transfeccién, las células transfectadas sobrevivientes mostraron la expresién de la
fluorescencia verde (Figura 13, panel B) y los cultivos fueron expuestos al antibiético G418 a una

concentracién de 800 pg/mL alternado con 10 dias de cultivo sin el antibidtico. De forma rutinaria (en

periodos de 7 a 10 dias) fueron evaluadas la viabilidad celular y la fluorescencia.

B

Figura13
Lineas celulares de T. cruzi 48 horas post-transfeccion con pTREX-n GFP5 {S65T).
Ay B. Epimastigotes expresando el gen GFPS (S65T). A. Microscopia de luz. B. Microscopia de fluorescencia. Aumento 600X.
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Se observd una caida poblacional abrupta durante los primeros 10 dias posteriores a la
transfeccion, debido a la presencia del antibiético G418 en el medio de cultivo. Los epimastigotes
sobrevivientes presentaron motilidad y morfologia consistentes con el comportamiento presentado por
la cepa silvestre, ademas del la resistencia a la droga G418 como la expresion de la proteina GFP5
(S65T) en la totalidad de los parasitos sobrevivientes. Durante la tercera semana ya se podian
observar células en division pese a la abundancia de detrito en el medio cultivo debido al remanente

de parasitos muertos. A los 45 dias se logrd obtener una poblacion estable fluoresciendo en 100%

(Figura 14).

Figura14

Lineas celulares estables de T. cruzi 45 dias post-transfeccion con pTREX-n GFP5 (S65T).

Ay B. Epimastigotes de T. cruzi 45 dias posttransfeccion con pTREX-n GFPS (S65T expresandolos genes NEOQy GFFS (S65T).
A Microscopiade luz. B. Microscopia de fluorescencia. Aumento 600X

Se evalud el comportamiento de forma regular durante 6 meses post-transfeccidn, obteniendo
fluorescencia en 75% de la poblacion (Figura 15, panel B). Los tripomastigotes metaciclicos no

expresaban GFP5 (S65T) pero si resistencia al antibiético G418 (Figura 15, panel D).
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Figura15

Lineas celulares estables de T. cruzi 6 meses post-transfeccion con pTREX-n GFP3 (S65T).

Ay B. Epimastigotes expresando los genes NEOy GFPS (S65T). Cy D. Tripomastigotes metaciclicos expresando el gen NEQ Ay
C. Microscopia de luz. By D. Microscopia de fluorescencia. Aumento 1000X
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Con el objetivo de garantizar la uniformidad en la expresion de la fluorescencia en la
poblacion de las lineas transfectadas con pTREX-n GFP5 (S65T), se llevd a cabo la metodologia

descrita en la seccion 7.1 como dilucién seriada para la obtencion del clonamiento poblacional (Figura
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Diagrama del esquema de clonamiento de lineas celulares estables de T. cruzi transfectadas con pTREX-n GFP5 (S65T).

En las poblaciones clonadas, se observa una expresion de la proteina GFP5 (S65T)
uniformemente distribuida por toda la célula (nucleo, citoplasma y flagelo), en contraste con las
observadas durante las primeras semanas del cultivo en la poblacién total donde la fluorescencia se
detectaba fundamentalmente centrada en el nucleo (Figura 17, panel B).

Una vez obtenidas las lineas celulares estables y poblaciones clonales de T. cruzi
expresando la resistencia al antibiotico G418 y la proteina GFP5 (S65T), se procedié a infectar células
VERO con la finalidad de observar la expresion de la proteina de fluorescencia durante el ciclo
intracelular y en los varios estadios celulares (tripomastigote, epimastigote y amastigote), para
determinar el comportamiento de las lineas transfectadas durante la infeccién in vitro, como modelo

de trabajo para futuras experiencias in vivo (Figura 18) .
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Figura 17
Lineas celulares clonadas de 7. cruzitransfectadas con pTREX-n GFP3 (S65T).
Ay B. Epimastigotes expresando los genes NEO y GFPS (SB5T). A Microscopia de luz. B. Microscopia de fluorescencia. Aumento 1000X.

7. Construccion de lineas celulares de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 expresando la

proteina de fluorescencia tdTomato.

En el marco del interés del Laboratorio de Fisiologia de Parasitos del IVIC en el desarrollo de
herramientas que permitan la mayor comprension de la infeccidn por Trypanosoma cruzi debido a la
gran heterogeneidad y plasticidad en su estructura genética, asi como la alta prevalencia en la region
suramericana, y contando con experticia del Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de
Biologia Experimental en la aplicacién de herramientas de genética reversa, se ampliaron esfuerzos
en la obtencion de lineas fluorescente estables de T. cruzi, incluyendo un vector derivado de pTREX-
n, diseflado mas recientemente con un gen reportero que expresara una proteina de fluorescencia

roja, pTREX-n tdTomato (Canavaci y col., 2010) (Figura 19).
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Figura19

Vector de expresion de Trypanosoma cruzi pTREX-Neo-tdTomato (Tomado de Canavaciy col,, 2010).

Mapa de Vector pTREX-Neo-tdTomato derivado de pTREX-n (Vézquez v Levin, 1989) indicando los genes NEQ vy tdTomato derivado a
partir del gen DsRed de Discosoma sp. (Shanery col, 2004). Se indican los sitios de corte con las enzimas EcoRl y Xhol que escinden el
fragmento fdTomato.

Con el objetivo de obtener lineas fluorescentes estables rojas se tomaron epimastigotes en
fase exponencial tardia de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 y se transfectaron por
duplicado con un aproximado de 200 pg del plasmido pTREX-n tdTomato obtenido bajo los protocolos
descritos para pTREX-n GFP5 (S65T). Del mismo modo, a las 48 horas posteriores se evalud la
fluorescencia (Figura 20, panel B) y los cultivos fueron expuestos al antibiotico G418 a una
concentracion de 800 pg/mL en periodos de alternados de 10 dias de cultivo en presencia y ausencia

del antibiético.
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Figura20
Lineas celulares de T. cruzi 48 horas post-transfeccion con pTREX-n tdTomato.
Ay B. Epimastigotes expresando los genes NEOy fdTomato. A Microscopia de luz. B. Microscopia de fluorescencia. Aurmento 600X

Del mismo modo que ocurrid con las lineas fluorescentes verdes, se observd una caida
poblacional abrupta durante los primeros 10 dias posteriores a la transfeccion, durante la incubacion
en presencia del antibiético G418 en el medio de cultivo. Aquellos epimastigotes sobrevivientes
presentaban motilidad y morfologia consistentes con el comportamiento presentado por la cepa
silvestre y tanto la resistencia a la droga G418 como la expresion de la proteina tdTomato.

Después de los 25 dias post-transfeccién no hubo un incremento en la tasa de replicacion de
los parasitos transfectados con pTREX-n tdTomato en ninguno de los duplicados del cultivo. Sin éxito
en los intentos de su recuperacion, cambios de temperatura de incubacion de 29°C a 37°C,
exposicion a un contenido de 5% de CO2, cambios més frecuentes de medio LIT (en periodos de 5

dias), por tanto los cultivos fueron descartados.
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DISCUSION

La infeccién en humanos por el parasito Trypanosoma cruzi data de hace mas de nueve mil
afios de acuerdo a los estudios realizados en momias preservadas de forma natural procedentes de la
region andina donde observaron una infectividad de 40,6% en los individuos estudiados,
encontrandose con severas patologias en el sistema digestivo ademas de cardiopatias caracteristicas
de la enfermedad hoy en dia (Aufderheide y col., 2004; Coura y col., 2014). En la actualidad la
enfermedad de Chagas es catalogada como desatendida o abandonada, representando un problema
de salud publica que se mantiene en vigencia en todo el continente americano y que se ha expandido
a otros continentes acompafiando la migracion legal e ilegal de individuos infectados con T. cruzi y
presentando la enfermedad en sus diferentes fases, desde Latinoamérica a paises no endémicos

(Couray col., 2014).

El parasito circula en la naturaleza en tres ciclos que se solapan e intercambian, el ciclo
silvestre, el ciclo peridoméstico y el ciclo doméstico, definidos por la interaccién de las poblaciones
humanas infectadas con el vector y los reservorios naturales, determinando la transmision vectorial a
través de la contaminacién con heces infectadas durante la picadura del insecto. Recientemente en el
bosque urbanizado de la ciudad de Caracas y la zona norte costera del pais se han reportados
episodios de transmision por contaminacion de alimentos, donde cepas normalmente circulando en el
ciclo silvestre entre vectores y reservorios mamiferos, ahora se encuentran causando casos agudos
con sintomatologia y comportamiento clinico acentuados, que no responden al tratamiento disponible
y mantienen la presencia del parasito aun en la fase cronica (Alarcén de Noya y col., 2015).

Tomando como factores la domiciliacién de vectores y los registros recientes de transmision
asociadas a la ingesta de bebidas y comidas contaminadas, es pertinente el estudio de nuevos
aislados del agente etioldgico, Trypanosoma cruzi de vectores, especialmente aquellos provenientes
de zonas urbanas reportadas de reciente transmision. Desde el punto de vista de la transmision
vectorial en Venezuela la especie predominante es Rhodnius prolixus a lo largo del territorio (Coura y

col., 2014). Pastrongylus geniculatus destaca como vector infectado predominante en la regién
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capital, siendo éste el principal triatomino asociado a la transmisién oral pese a presentar un reflejo de
defecacion retardado (Alarcon de Noya y col., 2015).

Con el objetivo de profundizar la caracterizacion del comportamiento de estos parasitos en la
infeccion humana y el desarrollo en los vectores se llevd al desarrollo de herramientas de la genética
reversa, especificamente la construccion de vectores de expresion para tripanosomatidos a principios
de los afios 90, basados en las particularidades genéticas de T. cruzi, especificamente considerando
la transcripcidn policistrénica, “frans-splicing”, la expresidon de genes regulados post-
transcripcionalmente, la ausencia de intrones y de promotores de ARN polimerasa tipo |l
(exceptuando el promotor SL-ARN) y la transcripcion de genes que codifican proteinas mediadas por
ARN polimerasa tipo | (Martinez-Calvillo y col., 2010).

En este contexto, unificando los intereses de evaluar cepas de T. cruzi de reciente
aislamiento en la region capital a partir de P. geniculatus y asociadas a transmision por ingesta de
alimentos (Rodriguez-Angulo y col., 2013; Alarcon de Noya y col., 2015) y el uso de herramientas de
la genética reversa, se desarroll6 este trabajo con el objetivo de obtener lineas fluorescentes estables
in vivo de una cepa de T. cruzi del Valle de Caracas haciendo uso del vector pTREX-n GFP5 (S65T).

La cepa utilizada, denominada T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 fue caracterizada por el Dr.
Alfredo Mijares y su equipo de trabajo en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)
como Tcl y extraida de P. geniculatus. La descripcion del comportamiento de esta cepa en
infecciones en ratones NMRI a través de la evaluacion de parametros parasitolégicos y moleculares
permitié concluir que variables como virulencia y parasitemia en estas infecciones en murinos son tan
altas y agresivas como en la sintomatologia y valores presentados en las infecciones obtenidas en
pacientes afectados por brotes orales durante la fase aguda (Rodriguez-Angulo y col., 2013).

La tipificacién molecular permitié corroborar que la cepa utilizada efectivamente era T. cruzi.
Dos ensayos de amplificacion especie especificos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), haciendo uso de dos pares de oligonuclettidos dirigidos a sendos blancos de secuencias

distintivas ubicados en dos compartimientos del genoma, un par para ADN de kinetoplasto y otro para
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region altamente repetitiva del ADN nuclear. En el primero, se utilizaron los oligonucle6tidos 121y 122
disefiados por Sturm y colaboradores en 1989, originariamente con el nombre de S35 y S36, los
cuales anclan en las regiones conservadas del ADN del minicirculo del kinetoplasto, (Degrave y col.,
1988) obteniendo un amplicén de 330 pb (Figura 6). Aun cuando estos cebadores fueron descritos
originalmente como T. cruzi-especificos, son capaces de amplificar en otras especies de
tripanosomatidos (de Sousa, 2014).

En el segundo ensayo de amplificacion, se utilizaron los oligonucledtidos TcZ1 y TcZ2
disefiados por Moser y colaboradores en 1989, los cuales amplifican un segmento de 188 pb de la
secuencia repetitiva de 195 pb de ADN nuclear, siendo la secuencia repetitivas mas abundante en el
esta especie abarcando 9% del ADN gendmico. Estos iniciadores excluyeron la region final AATTTCG
con la finalidad de reducir una posible hibridacién con secuencias ricas en A-T de otros parasitos,
insectos y mamiferos. TcZ1y TcZ2 son altamente especificos para T. cruzi, no amplifican especies de
Leishmania ni a tripanosomatidos africanos (Figura 21), y generan un fragmento base y una poblacion
de mayor tamafio, multiples del fragmento base, producto de la organizaciéon en tandem de la

repeticion base, la cual se visualiza como un barrido (Figura 7).
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Figura 21
Coaract

izacién de aislad

de 7. cruzi mediante el ensayo de PCR ADNn. (Mosery col,, 1989)

Productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los oligos TeZ1/TeZ2 comidos en gel de agarosa.

Carriles: M, marcador de peso molecular SIGMASOpE; 1, T enizi, 2, T eruzi Corpus Christi; 3, T cruziTulahuén; 4, T cruzi Sylvio X104, 5, Lelshmania
mexicana mexicans; 6, Leishmania major, 7, T congolense; 8, T brucei brucel 9, T brucel gambiense; 10, T brucel thodesiense; 11, humano; 12, ratén.
Laflecha indica el fragmento de 188pb especifico para T cruzi
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La escogencia del plasmido pTREX-n GFP5 (S65T) se debe a que garantiza una alta
expresion del gen reportero de interés, la estabilidad del vector una vez dentro de la célula y al corto
tiempo de sintesis del ARNm maduro. Construido por Manuel Dias en el afio 2001, partiendo del
pTREX-n disefiado por Véazquez y Levin en 1999, un vector de tipo “shuttle” con un promotor
ribosomal fuerte, regiones intergénicas derivadas de GAPDH garantizando el procesamiento del
ARN del gen de resistencia a la neomicina y sefales fuertes de “trans-splicing” (HX1) frente al sitio
multiple de clonamiento donde insertaron como gen reportero, a la version GFP5 (S65T) optimizada
en estabilidad de plegamiento e intensidad de la fluorescencia a partir del gen de la proteina de
fluorescencia verde originalmente aislada de Aequorea victoria.

La diversidad intraespecifica en la especie T. cruzi no ha sido obstaculo en el uso exitoso de
pTREN-n para la expresién de proteinas en sus diferentes linajes e inclusive en otros
tripanosomatidos. pTREX-n es un vector de expresion con elementos provenientes de diferentes
linajes de T cruzi'y contiene una secuencia fuerte de “frans-splicing” tomada de un fragmento del gen
HX1 a partir de cepas DTU VI, secuencias del gen de la enzima GAPDH tomado de la cepa Sylvio
X10 (Tcl) (Kelly y col., 1992) y un promotor ribosomal fuerte para la ARN Pol | obtenido a partir de
genotecas de CL Brener y Tulahuen Il (ambas TcVI) (Martinez-Calvillo y col. 1997).

De acuerdo a lo reportado por Guevara y col. en 2005 haciendo una evaluacion comparativa
de los niveles de fluorescencia obtenidos, utilizando pTREX-n GFP5 (S65T) en cepas del parasito
pertenecientes a diferentes linajes, sugieren que la variacion en la expresion del gen de fluorescencia
verde pudiese asociarse a la heterogeneidad inter-especie del parasito, una caracteristica a tomar en
cuenta al utilizar cepas recientemente aisladas y diversidad de linajes.

Una ventaja adicional de pTREX-n es que es un vector capaz de integrarse al locus ribosomal
independientemente si es introducido en forma lineal o circular (Lorenzi y col., 2003).

Este trabajo presenta un acento en lo metodolégico, donde la aplicacién de una serie de
técnicas de la genética molecular y la genética reversa son requeridas en la obtencion de lineas

fluorescentes estables de T. cruzi. Como punto de partida fue necesario corroborar la identidad del
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vector pTREX-n GFP5 (S65T), a través del patron de fragmentos generados mediante las digestiones
sencillas y dobles con enzimas de restriccion identificadas en el mapa del vector, como una
alternativa a la secuenciacion del plasmido. Se realiz6 la aplicaciéon de técnicas y metodologias
clasicas de la genética molecular como la transformacion del vector pTREX-n GFP5 (S65T) en
Escherichia coli HB101, la cual es una bacteria genéticamente modificada que funge como célula
hospedadora. Una vez transformado, el vector fue aislado mediante dos metodologias dirigidas a
obtener altas concentraciones de ADN plasmidico. En una primera aproximacion se hizo constar que
el vector habia sido aislado de forma exitosa bajo la observacién de dos caracteristicas en la
evaluacién cualitativa mediante electroforesis en geles de agarosa utilizando una muestra referencial
(Figura 6): el peso molecular consistente con el esperado (7062 pb) y precisando las tres formas
estructurales en las que se puede presentar un plasmido (lineal, circular covalentemente cerrado y
superenrollado). Adicionalmente se llevaron a cabo varias digestiones (simples y dobles) con enzimas
de restriccion con la finalidad identificar la presencia de secuencias especificas de corte ubicando
fragmentos conteniendo el gen GFP, ubicado en el segmento de 800 pb (Figura 7, carriles 2y 3) y el
inserto de de 220 pb de HX1 (Figura 7, carriles 1y 2) considerado como la secuencia fuerte de control
post-transcripcional caracteristica del esqueleto de pTREX.

Durante la caracterizacion de la cepa TGEN/VE/2012/ValleCCS1 se evalud la cinética de
crecimiento en medio LIT mas 10 % suero fetal, tomandola como referencia control para determinar la
sensibilidad de los parasitos al ser expuestos al antibiético G418. El vector pTREX-n GFP5 (S65T)
posee como marcador selectivo al gen NEO, el cual le confiere a T. cruzi resistencia a este antibiético
al ser transfectado de manera exitosa, mediante la expresion de la enzima aminoglucdsido 3-
fosfotransferasa Il la cual afiade un fosfato a la droga impidiendo bloquee la sintesis de polipéptidos
en el organismo. G418 es uno de los antibidticos mas utilizados en la genética molecular de
eucariotas, aun cuando el gen NEO es un gen de origen procariota.

Para la determinacion del IC50 a G418 se realizd una consulta bibliografica de las

concentraciones de este antibiotico utilizadas en experiencias de transfeccion en distintas cepas de T.
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cruzi con el compendio de vectores de expresion para esta especie (pTEX, pRIBOTEX y pTREX). En
una primera instancia se acordé evaluar el comportamiento de la cepa bajo concentraciones
crecientes de 0 a 500 pg/mL, teniendo resultados poco satisfactorios (Figura 11), manteniéndose el
crecimiento del cultivo. Considerando estos resultados se decidio reevaluar el disefio experimental y
exponer los parasitos a un rango superior de concentraciones (250 pg/mL, 500 pg/mL y 800 pg/mL),
procediendo al célculo del coeficiente de inhibicion (IC50) al tercer dia de exposicion al antibiotico
obteniendo un valor de 390ug/mL. Se asigndé como valor deseado para ejercer la presion selectiva
una concentracion del antibiético mas del doble de IC50, escogiendo la concentracion superior
evaluada (800ug/mL) para ejercer la presion selectiva, garantizando el mantenimiento de la expresién
del gen de resistencia NEO y concomitantemente, la del gen reportero GFP, ya observado en las
primeras 48 horas como una expresién transitoria (Figuras 13 B).

Con el propédsito de introducir material genético foraneo al interior celular de cualquier
tripanosomatido se ha perfeccionado la electroporacion como método de preferencia de transfeccion
iniciado a principios de los afios 90. En esta metodologia se requiere altas densidades poblacionales
debido a la elevada mortalidad de los parasitos durante el choque eléctrico y la necesidad de
garantizar un gran numero de células promoviendo la recepcion y expresion estable de los genes
NEO y GFP una vez mantenido el cultivo bajo presion selectiva. Por ello es necesario partir de un
cultivo a densidad de 108 parasitos/mL y luego concentrarlos para alcanzar en promedio 109-1010
parasitos/mL. Una alta concentracion de ADN de 200 ug se recomienda para la transfeccion, sin
embargo se ha reportado que menores concentraciones rinden similares resultados (Lu y Buck, 1991)
con valores de hasta 5ug. Normalmente se encuentra en la literatura que el proceso de
electroporacion en T. cruzi requiere del uso de varias soluciones y tampones con una compleja y
costosa composicion de sales. En este trabajo, siguiendo las recomendaciones del investigador John
Swindle (comunicacién personal), se prescindié del uso de estos tampones y se utilizé directamente
medio LIT sin hemina, brindando resultados igualmente satisfactorios. Debido a la situacion de estrés

a la cual son expuestos los parasitos durante la aplicacion de esta técnica, existe una disminucion
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brusca en la poblacién dispuesta en la cubeta de electroporacion, lo que hace necesario mantener a
las células transfectadas en medio LIT suplementado durante las proximas 48 horas para la
recuperacion de las células y garantizar su sobrevivencia en las condiciones de seleccién. Pasado
este tiempo, se procedié a observar bajo microscopio de fluorescencia una alicuota de esta poblacién,
donde ademas de haber detectado alrededor de cinco parasitos por campo en aumento de 600X, las
células presentaban fluorescencia verde, principalmente en el nucleo, demostrando una expresion
transitoria. Se ha reportado que los derivados de pTREX-n se integran al genoma nuclear en un
periodo de 5 horas post-transfeccion y que aquellos plasmidos donde esto no ocurre son rapidamente
degradados (Lorenzi y col., 2003). Es posible que luego de 48 horas de la transfeccion, el gen GFP se
esté expresando desde una posicion integrada en el genoma.

Las lineas estables expresando NEO y GFP se obtuvieron a los 45 dias post-transfeccion y
han sido continuamente evaluadas durante mas de seis meses. Se utilizaron los siguientes criterios
para definirlas como lineas transfectantes estables: Observar la fluorescencia en ausencia de la droga
G418 en el medio de cultivo, por consiguiente la expresion del gen GFP era independiente de la
presion selectiva como requisito; la expresion de la proteina de fluorescencia verde se visualizara de
manera homogeénea en todo el citoplasma y nucleo del parasito; y por ultimo, observa una cinética de
crecimiento igual a la linea salvaje, con un tiempo de generacién de 18 a 19 horas en las lineas
celulares transfectadas con una alta densidad poblacional, similar en la cepa control. Todas estas
caracteristicas coinciden con los resultados obtenidos en trabajos anteriores, haciendo uso de
derivados de pTREX con genes reporteros de biofluorescencia en T. cruzi (Campelo, 2005).

Posteriormente se aislaron lineas celulares clonadas al realizar diluciones seriadas partiendo
de una de las lineas fluorescentes estables hasta alcanzar 1 parasito/mL por pozo, dirigidas a
garantizar que la poblacion generada por fisidn binaria portara el mismo genotipo. Este procedimiento
permite que, ante la capacidad de detectar, en la poblacion originalmente transfectada, una variacion

fenotipica en el grado de expresién de un gen GFP, el genoma de la linea clonada sea el mismo para
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todos los individuos en la poblacion, apuntando asi a compensar la posibilidad eventos estocasticos
derivados de la insercion de los genes heterdlogos transfectados (Curto y col., 2014).

Con la finalidad de evaluar el las caracteristicas de infectividad de las lineas celulares
genéticamente modificadas originales y clonadas, se procedié a realizar una infeccion de células
VERO con un indculo de la poblacion fluorescente estable y con varios de los cultivos de las lineas
derivadas de la poblacion clonada. Con esto se indujo a los parasitos a pasar por un ciclo infectivo
similar al que ocurre en células del hospedador, donde se pudieron distinguir formas tripomastigotas,
epimastigotas y amastigotas expresando GFP, pudiendo observar la fluorescencia durante los
diversos estadios morfologicos del ciclo de vida del parasito, planificando complementar la evaluacién
en un futuro en el modelo murino.

En la fase cronica los dafios patolégicos asociados a la infeccion pueden presentarse en el
sistema cardiaco (especificamente corazon) y digestivo (es6fago y/o colon) y con menos
frecuencia también puede involucrar el sistema nervioso central y periférico (Diaz, 2014).
Haciendo uso de esta herramienta de visualizacién es posible evaluar in vitro la invasion de T. cruzi
en diversos tipos celulares (epiteliales, linfoblastos, neuroblastos) pudiendo estudiar el
comportamiento pantropico de éste, sin necesidad de realizar ensayos histoldgicos en el modelo
murino.

El disponer de lineas fluorescentes estables de una cepa recientemente aislada de T. cruzi
permitira desarrollar experiencias para analizar la interaccion parasito-hospedador en mayor
profundidad. Estas lineas facilitan la visualizacién, estando en condiciones de evaluar multiples
variables asociadas a la infeccién como el tropismo en los tejidos, contribuyendo al debate sobre la
acumulacion parasitaria en el corazén y/o en el tracto digestivo, a la sintomatologia presentada
(desde un punto de vista fisiologico e histoldgico), inclusive a la evaluacién de tratamientos con
nuevas drogas, aplicadas en modelos in vitro haciendo uso de células VERO o in vivo en el modelo

murino.
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El uso de organismos biofluorescentes en el modelo murino ha permitido evaluar la
distribucién de T. cruzi en el mamifero por mas de un afio, pudiendo comprender aspectos de la
infeccion cronica como no habia sido posible evaluar previo al desarrollo de esta herramienta,
destacando que los parasitos durante la fase crénica no se ubican predominantemente en el corazon
sino en tejidos gastrointestinales (especialmente colon y/o estomago), pese a que mantienen la
patologia cardiaca usual asociada a Chagas (Lewis y col., 2015). Esta sintomatologia fue similar a los
registrados en las momias de la regién andina infectadas hace 9000 afios, Esta herramienta permite
un espectro de disefios experimentales entre los cuales estan: contar la poblacion parasitica haciendo
uso de ensayos a microplacas conjuntamente con sistemas de imagen adecuados, obteniendo
valores consistentes y de gran reproducibilidad; evaluar la toxicidad de drogas anti-T. cruzi in vivo en
mejores condiciones ya que permite detallar sus efectos en tejidos a profundidad; admite la
realizacion de estudios a cultivos de parasitos bajo periodos largos de tiempo y en células variadas en
ensayos in vitro; y hace posible detectar numeros pequefios de parasitos que bajo ensayos corrientes
de visualizacion no serian capaces de ser observados (Goyard y col., 2014), contribuyendo al avance
en el desarrollo de compuestos quimioterapéuticos y sus efectos en el hospedador como posible
tratamiento.

Ademas de representar el punto de partida para la generacion de lineas fluorescentes en
otros colores ampliando los potenciales usos, con las lineas fluorescentes estables obtenidas en este
trabajo, estamos en posicion abordar estudios que conlleven al desarrollo de compuestos
quimioterapéuticos como posible tratamiento de la enfermedad de Chagas analizando sus efectos en
el hospedador.

Como perspectivas a futuro se estdn desarrollando nuevas estrategias y técnicas en el
genética reversa aplicadas a tripanosomatidos con la posibilidad de establecer knock-out funcionales
aplicando deleciones puntuales directamente en el genoma de T. cruzi mediante la construccion de
vectores con el sistema CRISPR-Cas9 con la expresion de GFP y tomando como base segmentos de

pTREX, con la finalidad de aumentar el conocimiento sobre los genes esenciales de este patogeno
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(Peng y col., 2014). También Curto y col. 2014 se encuentran desarrollando cromosomas artificiales
de tripanosomas (pTACs) como vectores lineales con genes reporteros de fluorescencia queriendo
lograr la insercion de genes sin presion selectiva en el genoma de forma mas rapida y de facil
corroboracion, es decir en sitios puntuales y conocidos, buscando ampliar la comprension de la

intrincada genética del parasito.
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CONCLUSIONES

El vector pTREX-n GFP5 (S65T) fue aislado y caracterizado corroborando su identidad
mediante la aplicacion de técnicas de transformacion bacteriana, aislamiento de ADN
plasmidico y digestiones con endonucleasas de restriccion.

Fue corroborada, con la identificacion molecular del aislado TGEN/VE/2012/ValleCCS1, como
Trypanosoma cruzi mediante los ensayos de PCR ADNk y ADNn, haciendo uso de los pares
de oligonucledtidos especie-especificos 121/122 y TcZ1/TcZ2, respectivamente.

Se determin6 el 1C50 del aislado T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 al antibiético G418
evaluado al tercer dia en 390ug/mL. Para las experiencias de seleccion de lineas
transfectantes se utilizé una concentracion de 800ug/mL.

Fue posible determinar la expresion transitoria de los genes de fluorescencia GFP5 (S65T) y
tdTomato.

Las lineas fluorescentes verdes estables de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 se obtuvieron
a los 45 dias y fueron mantenidas y evaluadas durante 6 meses.

Se logré evaluar el ciclo infectivo in vitro de T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 transfectada
con pTREX-n GFP5 (S65T) en células VERO, pudiendo observar formas amastigotas,
epimastigotas y tripomastigotas expresando la proteina de fluorescencia verde (GFP).
Disponemos de lineas fluorescentes estables para evaluar el ciclo infectivo in vivo en el
modelo murino y realizar experiencias dirigidas a analizar el proceso de infeccion y la relacion
parasito hospedador por cepas recientemente aisladas de vectores circulando en las zonas

de transmision por via oral.
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ANEXO 1

Concentracitn con droga

% Inhibicion = (1 — )x 100

Concentracion control

Férmula para el calculo del porcentaje de inhibicién (Yao y col., 2007)

Valores del porcentaje de inhibicién de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 al ser expuesta a
concentraciones crecientes del antibiético G418 (Oug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL y 800ug/mL) durante
el transcurso de seis dias.

Porcentaje de inhibicién
Concentracion de la
droga G418 (ug/mL) |0 1 2 3 4 5 6 Dias
0 0 0 0 0 0 0 0
250 0| 0436681223 71,61290323 35 76,6743649 94,62416746 97,08044528
500 0] 3318777293 74,62365591 69,73684211 91,83987683 96,47954329 98,99180844
800 0| 57,20524017 53,97849462 65,26315789 93,14857583 96,86013321 99,36988028
100 -
90
80 -
S 70 -
s
'S 60 -
2
= 50 -
£
S 40 -
[
E 30 -
20
10
0 T T
250 500 800
Concentracion G418 (Jag/mL)

Determinacion del IC50 de la droga G418 en la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1.

Tasa de inhibicion al tercer dia (72 horas) de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1 al haber sido
expuesta a concentraciones crecientes del antibiético G418: 250ug/mL, 500ug/mL y 800ug/mL. Tasa
de inhibicién expresada en porcentaje y la concentracion de la droga en ug/mL.
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y = 0.0052712087x + 2943208791

Ecuacion de la recta a partir de la regresion lineal calculada a las 72 horas de exposicion al
antibiotico G418 de la cepa T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1

50— 2943208791
IC50 = = 390
0.0052712087

Media de la concentracion maxima a las 72 horas de exposicion al antibidtico G418 de la cepa
T. cruzi TGEN/VE/2012/ValleCCS1
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