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RESUMEN
TITULO:

EXPRESION DIFERENCIAL ENTRE FENOTIPOS SENSIBLE Y RESISTENTE “IN VITRO” A
BENZNIDAZOL DE ESTADIOS DE T.CRUZ] I*

AUTOR:
VILLAMIL DELGADO, Dora Milena**
PALABRAS CLAVES:

Benznidazol, T. cruzi, mecanismo de resistencia, expresion diferencial, EF-2D, MALDI TOF/TOF.

DESCRIPCION:

El tratamiento de la Enfermedad de Chagas cuenta con solo dos farmacos: Nifurtimox y Benznidazol,
los cuales son efectivos en un 70% en fase aguda de la enfermedad, sin embargo en fase crénica
no ha sido completamente establecida su utilidad. Adicionalmente, estos farmacos presentan efectos
secundarios adversos, eficacia terapéutica variable y se ha reportado cepas de T. cruzi naturalmente
resistentes al tratamiento, hecho que resalta la importancia de la busqueda de blancos terapéuticos
gue permitan el disefio de farmacos alternativos. Teniendo en cuenta que se conocen parcialmente
los mecanismos moleculares de T. cruzi responsables de la resistencia al Benznidazol en
epimastigotes, en este estudio se realizd un andlisis comparativo de expresion génica entre un
aislado de T. cruzi | con resistencia inducida “in vitro” al Benznidazol y el aislado susceptible de los
estadios de amastigote, tripomastigote metaciclico y sanguineo, formas del parasito que estan
directamente relacionadas con el hombre y que son los principales blancos de accion del farmaco.
Este analisis se realizd utilizando la técnica de electroforesis en dos dimensiones (EF- 2D) y
espectrometria de masa tipo MALDI-TOF/TOF. En general, los geles del fenotipo sensible y
resistente mostraron un promedio de 117 manchas peptidicas, detectandose expresion diferencial
de 7 manchas en los estadios de amastigote y tripomastigote sanguineo y 10 en tripomastigote
metaciclico. En total 24 proteinas fueron identificadas por espectrometria de masas y agrupadas en
tres categorias funcionales relacionadas con el metabolismo del parasito, ensamblaje de
citoesqueleto y defensa celular. Las proteinas triparedoxina, triparedoxina peroxidasa, biosintesis
lipofosfoglican, proteina de choque térmico 83, adenilato quinasa, tubulina beta y barra paraflagelar
tuvieron expresion diferencial en el fenotipo resistente y dado su papel en la proteccién de T. cruzi
de los efectos citotéxicos producidos por el farmaco podrian estar implicadas en el mecanismo de
resistencia in vitro’ a Benznidazol.

*Proyecto de grado
** Departamento de Ciencias Basicas. Maestria en Ciencias Bdsicas Biomédicas. Directora: Clara
Isabel Gonzalez Rugeles, MSc, PhD.
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SUMMARY
TITLE:

DIFFERENTIAL EXPRESSION BETWEEN SENSITIVE AND RESISTANT "IN VITRO"
PHENOTYPES TO BENZNIDAZOLE OF T. CRUZI | STAGES”

AUTHOR:
VILLAMIL DELGADO, Dora Milena**
KEYWORDS:

Benznidazole, T. cruzi, resistance mechanism, differential expression, EF-2D, MALDI TOF/TOF.

DESCRIPTION:

Treatment of Chagas disease has only two drugs: nifurtimox and benznidazole, which are 70%
effective in the acute phase of the disease, but in the chronic phase its usefulness has not been fully
established. Moreover, these drugs have adverse side effects, variable therapeutic efficacy and it has
been reported the existence of T. cruzi strains naturally resistant to treatment. All this evidence point
out the importance of finding therapeutic targets which enable the development of alternative drugs,
given that the molecular mechanisms responsible to resistence of T. cruzi to benznidazole is known
partially in epimastigotes.

In this study was performed a comparative analysis of gene expression between a Benznidazole-
susceptible T. cruzi isolate and a Benznidazole-resistant isolate obtained by in vitro. This analysis
was made in the forms of the parasite that are directly related to man and which are the main targets
of drug action: amastigote, metacyclic and blood trypomastigote stages. The comparative analysis
was achieved using two-dimensional electrophoresis (2D EF-) and MALDI TOF/TOF Tandem Mass
Spectrometry.In summary, the gels of sensitive and resistant phenotypes showed an average of 117
peptide spots of which 7 showed differential expression for amastigote and trypomastigote blood
stages and 10 peptide spots for metacyclic trypomastigotes. A total of 24 proteins were identified by
mass spectrometry and were grouped into functional categories related to parasite metabolism,
cytoskeleton assembly and cell defense.

Some genes with a demonstrated role in the protection of T. cruzi against cytotoxic effects produced
for the benznidazole were identified as differentially expressed between the phenotypes. Genes such
as triparedoxin, peroxidase triparedoxin, lipofosfoglican biosynthesis, heat shock protein 83,
adenylate kinase, tubulin beta and paraflagellar bar could be involved in the mechanism of resistance
“in vitro” to benznidazole.

* Proyecto de grado
** Departamento de Ciencias Basicas; Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas; Directora: Clara Isabel
Gonzalez Rugeles. MSc. PhD.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas (ECh) es producida por el parasito protozoario
intracelular Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad estd ampliamente distribuida por
todo el continente Americano donde 8 millones de personas estan infectadas y mas
de 25 millones estan en riesgo de padecer la infeccidn a pesar de las estrategias de
control de la infeccion [OMS, 2015]. En Colombia 1.3 millones de personas estan
infectadas y 3.6 millones de individuos estan expuestos a la infeccion [Moncayo,
2009].

El parasito T. cruzi es un tripanosomatido del orden Kinetoplastidae, tiene un ciclo
de vida que involucra un insecto vector y un hospedero mamifero. Los epimastigotes
representan las formas de replicacion encontradas en el vector, los cuales se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos que son las formas infecciosas
transmitidas al hospedero vertebrado incluyendo el hombre, estos invaden las
células de diferentes tejidos y se diferencian a amastigotes que se replican por fision
binaria y nuevamente se diferencian a tripomastigotes sanguineos que rompen las
células infectadas e invaden nuevas célula [Rassi, 2010]. La ECh puede ser
adquirida a través de las heces de insectos triatominos, transfusion de sangre,
transplante de O6rganos, transmision congénita, via oral y por accidente de
laboratorio [Rassi, 2010].

La ECh tiene una presentacion clinica variable con una fase aguda generalmente
asintomatica, seguida por la forma indeterminada de la fase crénica sin
sintomatologia que puede persistir indefinidamente o evolucionar décadas después
en un 10% a 30% de los individuos a la fase cronica con sintomas caracteristicos
como cardiomiopatia 0 megasindromes digestivos [Dutra, 2009]. La razon de esta
variabilidad clinica podria estar relacionada con la variabilidad genética del parasito,

dado que ésta puede ser un determinante para el tropismo diferencial a tejidos y
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consecuentemente, para las formas clinicas de la enfermedad [Mejia, 2005] o por la
variabilidad genética del hospedero [Florez, 2012], [Criado L, 2012].

En la actualidad el tratamiento utilizado en la practica médica para tratar la infeccion
por T. cruzi esta centrado en dos farmacos: Nifurtimox (5-nitrofuran) y Benznidazol
(2-nitroimidazol). Estos farmacos cuando se administran en la fase aguda de la
enfermedad llevan a cura parasitolégica en aproximadamente un 70% de los
pacientes tratados [Caldas, 2008]. Sin embargo, a pesar de la alta parasitemia de
esta fase, en muchos casos la enfermedad no es detectada porque usualmente es
asintomatica, por lo tanto progresa a una fase cronica donde el tratamiento no
produce la erradicacion completa del parasito, mostrando una variable actividad
tripanocida [Hidron, 2010]; [Rassi, 2010]. Adicionalmente, estos farmacos poseen la
desventaja de presentar efectos secundarios adversos, requerir largos periodos de
tratamiento y tener una eficacia terapéutica variable [Castro, 2006]. Asi mismo,
algunas cepas de T. cruzi han demostrado ser naturalmente resistentes a estos
compuestos, esta resistencia podria ser un factor importante que explique las bajas
tasas de cura detectadas en pacientes chagasicos tratados. [Filardi, 1987], [Mejia,
2012]. Dicha resistencia también puede ser inducida experimentalmente por
mantenimiento del parasito bajo presion prolongada del farmaco [Nirde, 1995] [dos
Santos, 2008].

Dada la toxicidad de estos farmacos, la existencia de cepas naturalmente
resistentes al tratamiento y su baja eficacia en las formas crénicas de la enfermedad,
surge la necesidad de investigar nuevas dianas quimioterapéuticas. Una estrategia
muy utilizada para esta bulsqueda ha sido el analisis proteébmico mediante
electroforesis en dos dimensiones y posterior identificacion de las proteinas por
espectrometria de masas. Esta técnica en los tripanosomatidos es particularmente
importante para el estudio global de la expresion génica debido a que estos
organismos no utilizan la iniciacién de la transcripcion como un paso obligado para

controlar la expresion de genes, dado que la regulacion de la expresion génica se
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da posterior a la transcripcion por mecanismos de “fransplicing”, control de

estabilidad o traduccion de los RNAm especificos [Clayton, 2007].
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1. MARCO TEORICO

1.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS

T. cruzi el agente causal de la ECh es un parasito protozoario intracelular,
perteneciente al Orden: Kinetoplastida, Familia: Tripanosomatidae, Género:

Trypanosoma y Grupo: Stercolaria.

Esta enfermedad es una zoonosis en la cual el hombre ha entrado accidentalmente
a formar parte de su ciclo. Fue descubierta en 1909 por el médico brasilefio Carlos
Chagas, quien ha sido el Unico investigador en la historia de la medicina en describir
de una forma completa una nueva enfermedad infecciosa, su patdgeno, su vector,

su hospedador, sus manifestaciones clinicas y su epidemiologia [Romafia, 1956].

1.2 EPIDEMIOLOGIA

El origen y distribucidon de la ECh en América Latina data de la época precolombina,
dado que, se encontraron indicios de presencia de T. cruzi en momias de mas de
4000 afios de antigiedad. [Gulh, 2000]. Sin embargo se cree que la asociacion de
T. cruzi-triatominos-seres humanos se originé 2000 afios A.C, cuando los humanos
comenzaron a convivir con los triatominos al irrumpir en su ambiente mediante
procesos de deforestacion, construccion de viviendas y disminucién del nimero de
animales salvajes, lo que obligb a estos vectores a buscar nuevos nichos en areas
domeésticas y a utilizar al hombre como una fuente de alimento. Esta enfermedad
esta fuertemente asociada a la pobreza y al limitado desarrollo socioeconémico de
las poblaciones humanas afectadas, en particular, a pobres condiciones

habitacionales.

La ECh es considerada un problema de salud publica de importancia mundial, dado
gue esta ampliamente distribuida por todo el continente Americano y como

consecuencia de los procesos migratorios y de globalizacién de la poblacion mundial

18



ocurrida en las Ultimas décadas, en zonas que antes se consideraban no
endémicas, como Canada, Estados Unidos y algunos paises de Europa y Asia
[Rassi, 2010] (Figura 1).

Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estiman que entre 6 y 8
millones de personas estan infectadas y mas de 25 millones estan en riesgo de
padecer la infeccion [OMS, 2015]. En Colombia cerca del 5% de la poblacion esta
infectada y 20% estéa en riesgo de transmision [DE, T. D. L. E, 2015].

La infeccion por T. cruzi en Colombia, se ha detectado con frecuencia a lo largo del
valle del rio Magdalena, en la region del Catatumbo, la Sierra Nevada de Santa
Marta, el piedemonte de los llanos orientales y la serrania de la Macarena. Los
departamentos que presentan una mayor endemia son: Casanare, Arauca,
Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Boyaca, Meta, Tolima, Huila y
Bolivar [Gulh, 2007].

Figura 1. Numero estimado de inmigrantes con infeccion por T. cruzi que viven en

paises no endémicos.
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1.3 MECANISMOS DE TRANSMISION

La infeccion puede ser adquirida a través de las heces de insectos triatominos,
transfusion de sangre, transplante de 6rganos, transmision congénita, via oral y por

accidente de laboratorio.

1.3.1 Vectorial. La transmision vectorial se considera el mecanismo primario de
difusion de la ECh, ya que de él dependen las otras formas de transmision. En esta
via el hombre o animales domésticos y silvestres son infectados por heces liberadas
por triatominos que son puestas sobre la piel y penetran al torrente sanguineo a
través de la herida producida por la picadura del insecto o por penetracion directa a

mucosas de ojos, boca y nariz.

Existen mas de 140 especies de triatominos identificados pero solo unos pocos son
vectores competentes para T. cruzi, entre ellos Triatoma infestans, Triatoma
brasiliensis y Panstrongylus megistus, que se encuentran distribuidos en paises del
cono sur; Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata en la regién Andina y partes de
América central y Triatoma dimidiata y barberi en Meéjico [Rassi, 2012]. La
probabilidad de que estos triatominos sean infectados con T. cruzi aumenta de
acuerdo con el numero de ingestas de sangre, por lo tanto, los estadios mas viejos
y los adultos tienden a tener las tasas mas altas de infeccién [Rassi, 2010] (Figura
2).

T. cruzi se transmite a mas de 150 reservorios domeésticos (perros y gatos) y

silvestres (zarigleyas, micos, macacos y armadillos, entre otros), a través de las

heces de vectores infectados y mediante la ingesta de alimentos contaminados.
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Figura 2. Distribucion geografica de los principales vectores de la ECh.
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Southern Cone Initiative
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Fuente: Gulh, 2007

1.3.2 Transfusional. La ECh puede ser transmitida al hombre por mecanismos no
vectoriales como la transfusion de sangre contaminada. En esta via el riesgo de
adquirir la enfermedad es menor de un 10-20%, dado que esto depende de varios
factores como la concentracion de parasitos en la sangre del donante, el

componente de sangre transfundida y la cepa infectante [Schmunis, 1999].

1.3.3 Trasplante de 6rganos. La transmisién de la ECh por esta via se ha reportado
principalmente en trasplante de rifion de donadores infectados. Otras posibles
causas de transmision son el trasplante de corazén, médula 6sea y pancreas de
donantes vivos y muertos. Estos casos se han notificado en Argentina, Brasil, Chile
y Venezuela [OMS, 2002].

1.3.4 Congénita. La transmisién congénita ocurre mas o menos en el 5% de los

embarazos de mujeres con infeccion crénica. La transmision por esta via depende
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de la cepa infectante, estado inmunologico de madres infectadas y factores
placentarios. El diagnostico precoz y el tratamiento temprano de los nifios infectados
es vital, dado que el indice de curacion alcanza un 90% cuando el tratamiento se
inicia rapidamente, pero cuando el nifio no es tratado un 10-40% de estos
desarrollan cardiomiopatia cronica y estdn sujetos a morbilidad y mortalidad
significativa. Esta via es relativamente mas frecuente en aquellas regiones donde el

control de la transmisién vectorial y transfusional estan resueltos.

1.3.5 Oral. La ECh transmitida por via oral es generalmente responsable de brotes
regionales de infeccion aguda en zonas desprovistas de domiciliacion de insectos
vectores. La ingestion de alimentos contaminados como el jugo de la cafia de
azucar, jugo de fruta acai, o carne cruda se asocia generalmente con infestacion
parasitaria masiva, lo que resulta en un cuadro clinico agudo severo y alta
mortalidad, presentando peor pronostico mientras menor sea la edad del paciente
[Toso, 2011].

1.3.6. Accidental. Ocurre en personas que tienen contacto directo con el parasito
en los laboratorios clinicos o de investigacion y que fortuitamente presentan un
accidente biolégico con las formas infectantes de T. cruzi. Si la infeccion se confirma
se debe iniciar tratamiento en forma inmediata y se debe realizar estudio serolégico

alos 15, 30 y 60 dias después del accidente.

1. 4 FASES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
La ECh presenta un cuadro clinico variable con tres etapas de infeccion: aguda,

indeterminada y cronica. Dicha variabilidad podria estar relacionada con la

inestabilidad genética del parasito [Teixeira, 2011].
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1.4.1. Fase aguda (FA). La fase aguda, se caracteriza por presentar alta
parasitemia que persiste generalmente durante 4-8 semanas y se resuelve
espontaneamente. En la mayoria de los individuos la infeccibn aguda es
asintomatica por su baja carga parasitaria y por la competencia del sistema inmune,
sin embargo, un pequefo porcentaje de pacientes (5-10%), principalmente nifios
menores de 10 afos desarrollan manifestaciones clinicas importantes como
malestar general, fiebre prolongada, edema, hepatomegalia, esplenomegalia y
linfoadenopatias o0 sintomas graves como insuficiencia cardiaca Yy

meningoencefalitis que pueden comprometer la vida del paciente.

En esta fase inicial aguda, cuando la transmision es vectorial la persona afectada
presenta signos de puerta de entrada de T. cruzi, si el ingreso es a traves de la piel
se despliega una reaccion inflamatoria o nédulo conocido como “Chagoma” y si la
infeccion se localiza en las mucosas oculares se desarrolla una lesion local conocida
como “signo de Romana”. Esta lesion se caracteriza por edema indoloro unilateral
del parpado y de los tejidos perioculares [Coura, 2007].

Aproximadamente 2 meses después de la primo infeccion el balance inmunolégico
entre el parasito y el hospedador reduce el nUmero circulante de tripomastigotes
sanguineos, por lo tanto la fase aguda pasa a un periodo de latencia o forma

indeterminada de la fase cronica.

1.4.2. Fase indeterminada (FI). Etapa clinicamente infecciosa, sin sintomas o
anomalias electrocardiogréficas y/o radiolégicas en el corazén, eséfago o colon.
Esta fase puede persistir indefinidamente o evolucionar décadas después, en un 10-

30% de los pacientes a la fase cronica.

1.4.3. Fase cronica (FC). En esta fase de la enfermedad el paciente 10-20 afios
después de la infeccién inicial presenta sintomas caracteristicos como

cardiomiopatia o mega-sindromes digestivos o ambos. La gran diversidad de formas
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clinicas, severidad y naturaleza de la infeccion crénica en la ECh son atribuibles a
una serie de interacciones complejas entre la constitucién genética del parasito, del
hospedador humano y factores ambientales [Campbell, 2004].

1.4.3.1 Cardiomiopatia chagasica cronica (CCC). Es la manifestacion clinica méas
grave de la ECh, es una forma inflamatoria de miocardiopatia dilatada que conduce
a una amplia fibrosis cardiaca y un deterioro progresivo de la funcién contréctil
ventricular. Estudios anatomopatoldgicos demuestran una notable despoblacién
neuronal en esta fase, asociada a una regulacion anormal del sistema auténomo
cardiaco que desencadenan en el paciente arritmias malignas y muerte subita.
Dichas alteraciones cardiovasculares son consecuencia de tres procesos
patologicos: inflamacion, muerte celular y fibrosis [Marin-Neto, 2009].
Adicionalmente, la CCC expresa tres sindromes principales que puede coexistir en
el mismo paciente: insuficiencia cardiaca, disritmia cardiaca y tromboembolia
sistémica y pulmonar, que conllevan a disnea, palpitaciones, mareo, sincope, dolor
toracico, fatiga y edema. Actualmente, se estd desarrollando el proyecto
BENznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis (BENEFIT), que
examina cientificamente el tratamiento usado en primera linea para tratar la ECh

(Benznidazol) en pacientes con CCC [Marin-Neto, 2009].

1.4.3.2 Megasindrome digestivo. Es un estado patolégico que involucra un
aumento del tamafio del esdfago (megaesofago) y del colon (megacolon) con
importante hipertrofia de la capa muscular de estos 6rganos. El cuadro clinico
digestivo de los pacientes chagasicos crénicos puede consistir en disfagia, vémitos,
epigastralgia, constipacion, odinofagia y sialosis, que se presentan en forma aislada

0 asociada.
Los sindromes clinicos predominantes dependeran del sector digestivo mas

comprometido, origindndose trastornos de la degluciéon si el mas afectado es el

eso6fago, trastornos de la secrecion en el caso del estbmago y glandulas salivales,
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trastornos de la absorcion si el duodeno e intestino estan alterados y trastornos de
la eliminacion en el caso de que el colon sea el 6rgano enfermo [Coura, 2007].
Figura 3. Historia natural de la ECh en el hombre.
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1.5 TRYPANOSOMA CRUZI

1.5.1 Ciclo devidade T. cruzi. El parasito intracelular T. cruzi tiene un ciclo de vida
complejo que involucra un insecto vector y un hospedero vertebrado (entre los que
se encuentra diversas especies de mamiferos). Durante este ciclo presenta cuatro
formas o estadios principales (epimastigote, tripomastigote metaciclico, amastigote

y tripomastigote sanguineo), [Tyler, 2001].

25



Figura 4. Ciclo de vida de T. cruzi.
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Los insectos se infectan al ingerir sangre de animales o seres humanos con
tripomastigotes circulantes. En el tracto digestivo de los triatominos, los
tripomastigotes se diferencian en epimastigotes y luego a tripomastigotes
metaciclicos en la parte final del intestino. La infeccion de los mamiferos se produce
cuando entran en contacto con los tripomastigotes metaciclicos infecciosos, formas
del parasito que son eliminadas con las heces de los triatominos después de la
alimentacion. Este contacto se produce a través de la mucosa o por lesién causada
por la picadura. Una vez en el hospedero vertebrado, los tripomastigotes
metaciclicos invaden las células locales del tejido reticulo endotelial y conectivo y
se diferencian en amastigotes_gue empiezan a replicarse por fision binaria y luego
cuando la célula se llena, se diferencian de nuevo en tripomastigotes que rompen
las células e invaden tejidos adyacentes y se distribuyen a través de los vasos

sanguineos a sitios distantes, principalmente las células del musculo cardiaco, liso
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y esquelético y células ganglionares, donde experimentan ciclos adicionales de
multiplicacion intracelular. El ciclo de transmision se completa cuando los
tripomastigotes circulantes son absorbidos en la sangre ingerida por vectores
[Rassi, 2012]. (Figura 4).

1.5.2 Morfologia de T. cruzi. El protozoario T. cruzi tiene tres formas evolutivas
morfolégicamente identificadas por microscopia Optica: amastigotes, epimastigotes
y tripomastigotes. Estas formas del parasito se diferencian en la posicién del
cinetoplasto en relacion al nucleo de la célulay en la aparicién del flagelo.

1.5.2.1 Amastigote. Forma intracelular y replicatva de T. cruzi. Mide
aproximadamente 4 micras de diametro, carece de un flagelo externo y una
membrana ondulante, por lo que su movimiento es solo rotativo y se multiplica por
fision binaria longitudinal cada 12 horas y antes de romper las células de los
hospederos vertebrados se transforma en tripomastigotes sanguineos. El

cinetoplasto se ve como un cuerpo oscuro cerca del nacleo (Figura 5A).

Figura 5. Estadios de T. cruzi

Fuente: A. Amastigotes intracelulares, desde infeccion “in vitro” de células Vero [GIEM]. B.
Epimastigotes de T. cruzi, desde cultivo liquido. C. Tripomastigotes de T. cruzi, desde sangre
periférica. [http://www.cdc.gov.html]

1.5.2.2 Epimastigote. Forma intracelular y replicativa de T. cruzi presente en el
tracto digestivo de los triatominos y en las glandulas anales de las zarigueyas.
Presenta un flagelo libre y una membrana ondulante que mide aproximadamente de

20-40 micras, su cinetoplasto se encuentra anterior al nlcleo y el nucleolo se ubica
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en la parte central de este. Estas formas de T. cruzi son bastantes moviles, por lo
cual presentan una intensa actividad replicativa. (Figura 5B).

1.5.2.3 Tripomastigote. Forma extracelular, no replicativa e infectiva.

Existen dos clases de tripomastigotes: el tripomastigote sanguineo que se
encuentra en el hospedero vertebrado y se observa en sangre y otros fluidos
corporales como el liquido cefalorraquideo (LCR) y el tripomastigote metaciclico
gue se encuentra en las porciones finales del intestino (tubos de Malpighi) del
insecto vector. Estos tripomastigotes se asemejan morfolégicamente, dado que
ambos poseen un flagelo que emerge del corpusculo basal, el cinetoplasto se
encuentra localizado posterior al nacleo y una membrana ondulante, pero tienen

grandes diferencias a nivel de expresion génica (Figura 5C).

1.6 GENETICA DE T. CRUZI

Al inicio de los afios 90 con el advenimiento de los proyectos genomas de diversos
organismos, la comunidad cientifica que trabajaba con T.cruzi, Leishmania y T.
brucei comienza a discutir la posibilidad de iniciar proyectos genoma de estos
parasitos. Posteriormente, en abril de 1994, el grupo de Chagas decide iniciar el
proyecto, seleccionando como cepa blanco a la CL (“clon F11F5”), en adelante
denominado CL-Brener, en homenaje al Dr. Zigman Brener, que aisl6 la cepa y el
clon. Esta eleccion se basé en que este clon era estable y disponible, estaba bien
caracterizado bioquimica y parasitoldgicamente, era aislado de caso humano o de
ciclo domeéstico, era de facil cultivo in vitro, sensible a las drogas utilizadas en el
tratamiento de la ECh y era considerado representativo para el universo de cepas

circulantes de T. cruzi [El-Sayed, 2005].

La secuencia gendmica de T. cruzi CL-Brener es oficialmente publicada junto con

las secuencias gendmicas completas de L. major y T. brucei, en la revista Science
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en 2005 [El-Sayed, 2005]. EI montaje del genoma fue apenas parcial, debido a
muchas dificultades con las secuencias repetitivas y con la heterocigosis del clon.

En particular, el trabajo en T. cruzi revel6 la naturaleza diploide de su genoma y
estimé que comprende aproximadamente 110 Mpb, en las cuales inicialmente se
identificaron 22.570 marcos de lectura abierto, de estos a la mitad, no se les ha
asignado ninguna funcién basada en homologia de proteinas. Asi mismo, este
genoma mostré un alto contenido de secuencias repetidas, alcanzando un 50% del
mismo, estas secuencias en repeticion en su mayoria son familias de genes que
codifican para proteinas de superficie del parasito, como las trans-sialidasas,
mucinas, gp63 proteasa y proteinas asociadas a mucinas (MASP), que representan

cerca de 18% de todas las secuencias codificantes [El-Sayed, 2005].

1.6.1 ADN extranueclear. T. cruziy otros tripanosomatidos poseen una malla o red
de ADN extra nuclear localizada en la mitocondria llamado cinetoplasto. Este ADN
celular (ADNK) representa el 10-20% de ADN total y esta estructurado por la
concatenacion de dos tipos de moléculas circulares: los minicirculos y los
maxicirculos: los minicirculos forman la mayor parte de la estructura (5000-10 000
moléculas por célula), son moléculas circulares de ADN que codifican pequefios
ARNs que participan en el procesamiento (por edicion) de ARNsS mensajeros
mitocondriales. Los maxicirculos son moléculas mayores de ADN, que se
encuentran en menor namero que los minicirculos (50 copias por célula) y
representan el equivalente al ADN mitocondrial de otros eucariotas, dado que
codifican para proteinas y ARNr. Los ARNt mitocondriales son codificados en el

nacleo e importados a la mitocondria [Simpson, 2000].

1.6.2 Control de la expresién génica en tripanosomatidos. La organizacion
genética y las secuencias génicas de tripanosomatidos contienen numerosas
particularidades que situan a estos organismos en el “borde genético” entre los

organismos eucariotas y procariotas. Estos comparten caracteristicas con
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procariotas como genes sin intrones y transcripcion policistrénica y con eucariotas
como procesamiento del pre-ARNm y otras caracteristicas individuales inherentes a
esta familia como son los genes codificantes de proteinas sin promotores [El-Sayed,
2005]. Por tanto, debido a que los genes codificantes de proteinas de
tripanosomatidos poseen largas unidades policistronicas, los niveles de control de
la expresion génica actian a niveles post-transcripcionales mediante un mecanismo

de corte y empalme denominado ‘trans-splicing” y ediciéon del ARNm.

1.6.3 Transcripcion policistronica. El genoma de T. cruzi esta organizado en
grandes agregados o grupos de genes codificantes de proteinas, los cuales, a
diferencia de los operones de procariotas, no estan compuestos por genes
funcionalmente relacionados entre si [Palenchar, 2006]. Estos grupos son sustrato
de la ARN polimerasa I, la cual da lugar a grandes transcritos policistronicos que
luego deben ser procesados a ARNmM monocistronicos maduros para poder ser
traducidos. El procesamiento de estos mensajeros implica la adicion de un ARN
lider (o “Splice Leader SL”) o mini-exén en el extremo 5' de cada futuro ARNm
maduro mediante trans-splicing, evento de corte y empalme que involucra dos
moléculas diferentes de ARN. Este ARN lider aporta la caperuza 5’ del mensajero
maduro. Los genes del ARN lider forman grandes grupos repetidos en tandem a lo
largo del genoma, cada copia posee su promotor individual para la ARN polimerasa
Il'y da lugar a un transcrito precursor de 140 nt que luego del proceso de maduracion
resulta en alrededor de 39 bases en el 5 UTR del ARNm maduro, este fendmeno
trans-splicing esta acoplado a la poli-adenilaciéon del extremo 3’ del transcrito
codificante adyacente previo en el policistron. De esta forma se obtienen como

producto los diferentes ARNm maduros individuales [Haile, 2007].

1.6.4 Edicion del RNA mitocondrial. Es un mecanismo de maduracion a través de
ARNSs guias (ARNg) que consiste en la insercidén o deleccion de uridinas (U) del pre-

ARNmM mitocondrial como proceso post transcripcional. La funcién de los ARNg,
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luego de muchos afios de investigacion, fue atribuida a las secuencias codificadas

en los minicirculos [Simpson, 2000].

Figura 6. Transcripcion de ARNm y procesamiento en tripanosomatidos.
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1.7 TRATAMIENTO DE LA ECh

En la actualidad la ECh no dispone de vacuna y su tratamiento esta limitado a solo
dos farmacos disponibles: Nifurtimox, 5-nitrofuran (NFX), (Bayer) y Benznidazol, 2-
nitroimidazol, (BZN), (Roche). Estos agentes son compuestos nitroheterociclicos
gue contienen en su estructura un grupo nitro estable unido a un anillo de furano
(NFX) o a un anillo de imidazol (BZN) (Figura 7) y actian como profarmacos. Es

decir, requieren ser activados dentro del parasito por una enzima nitroreductasa
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(NTR) en un proceso dependiente de NADPH para tener efectos citotoxicos. La
mayor parte del metabolismo de estos farmacos se lleva a cabo en el higado por el
citocromo p450.

Figura 7. Estructura de los farmacos usados para tratar la ECh
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Fuente: Wilkinson, 2013

Las enzimas nitroreductasas (NTR) se dividen en dos grupos:

La NTR tipo | que es insensible al oxigeno y contiene un flavin mononucledtido
(FMN) como cofactor. Esta clase de NTR es caracteristica de bacterias y actiua a
través de una serie de reducciones de dos electrones del grupo nitro conservado
gue conduce a la formacion de restos de hidroxilamina que promueven el dafio del
ADN y otras macromoléculas. En T. cruzi las enzimas que median este tipo de
actividad son la prostaglandina F2 sintasa y la nitroreductasa mitocondrial (TCNTR).
Sin embargo, la prostaglandina F2 sintasa no juega un papel significante en la
activacion del farmaco, dado que solo es capaz de promover la reduccion del NFX
bajo condiciones anaerobias. Por lo tanto, la enzima TcNTR es la principal
responsable de la activaciéon de NFX y BZN y otros farmacos nitroheterociclicos en
T. cruzi [Wilkinson, 2008]; [Mejia, 2012]. La reduccion de NFX por esta enzima
genera una cadena de nitrilo abierta insaturada, que es la responsable de los efectos
tripanocidas. En el caso del BZN, el metabolismo del farmaco conlleva a la formacion

de glioxal, un metabolito con diversas propiedades citotoxicas [Hall, 2012].

32



Adicionalmente, este tipo de enzima NTR ademas de reducir los derivados
nitroimidazoélicos como el BZN y nitrofuranos como el NFX también participa en la
reduccion de otros nitrocompuestos como los nitrobencenos, nitrofenoles,

nitrobenzoatos y nitrotoluenos.

La segunda enzima NTR que participa en el metabolismo de compuestos
nitroheterociclicos es la NTR tipo Il, sensible al oxigeno. Esta enzima media la
reduccion de un electrén del grupo nitro estable generando un radical nitro anién,
molécula que en presencia de oxigeno es reoxidada de nuevo al compuesto original
por un ciclo redox o futil, produciendo concomitantemente aniones superéxido que
causan dafio celular oxidativo [Alsford, 2013]; [Hall, 2012]; [Wilkinson, 2008].
Investigaciones iniciales apuntaban a que el dafio que causaban estos farmacos
nitroheterociclicos en el parasito, estaba dado por la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), moléculas que se creia podian resultar perjudiciales
para este, incluso llevandolo a su muerte. Sin embargo, ahora se sabe que T. cruzi
posee defensas antioxidantes que lo hacen refractable a ambientes oxidativos, por
lo que es poco probable que la produccion de ROS afecte su viabilidad.
Adicionalmente la activacion del BZN en T. cruzi no lleva a la produccion de ROS
[Mejia, 2012].

El tratamiento de la ECh es efectivo en la fase aguda, con cura en aproximadamente
un 70% de los pacientes tratados oportunamente, mientras en fase cronica su
actividad tripanocida es variable [Hidron, 2010], [Rassi, 2010]. Esta diferencia en la
actividad antiparasitaria entre las fases aguda y crénica de la enfermedad es
desconocida, pero podria estar relacionada con una mayor eficacia contra las
formas extracelulares de T. cruzi presentes en la fase aguda, que contra las
intracelulares que causan la enfermedad cronica [Caldas, 2008]. Adicionalmente,
estos farmacos poseen la desventaja de presentar efectos secundarios adversos,
requerir tratamientos prolongados y tener una eficacia terapéutica variable. Entre

los efectos secundarios se incluyen la toxicidad del sistema nervioso central,
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leucopenia, debilidad muscular y dermatitis severa [Coura, 2002]; [Castro, 2006];
[Wilkinson, 2009].

Se ha demostrado que ciertas cepas de T. cruzi presentan resistencia natural al NFX
y BNZ [Filardi, 1987] [Mejia, 2012], esta resistencia podria ser un factor importante
gue explique las bajas tasas de cura detectadas en pacientes chagésicos tratados.
Dicha resistencia también puede ser inducida por el mantenimiento del parasito bajo
presion prolongada del farmaco [dos Santos, 2008]. Asi mismo, Se ha reportado
falla terapéutica en ECh aguda via trasmision oral en paises de Venezuelay Brasil,
ya que se detectaron serologias persistentemente positivas en algunos pacientes
infectados afos atras [das Neves Pinto, 2013].

Las bases moleculares de la resistencia en T. cruzi no se entienden en su totalidad,
estudios de resistencia a farmacos realizados en epimastigotes han reportado la
participacion de proteinas asociadas con el metabolismo del parasito [Campos,
2009]; [dos Santos, 2012] y la defensa antioxidante [Andrade, 2008], [Nogueira,
2009]. También se han observado alteraciones en la expresiéon de proteinas
relacionadas con el metabolismo del farmaco, como la pérdida de una copia del gen
gue codifica la TcNTR que causa resistencia cruzada a una alta gama de farmacos
[Wilkinson 2008] y mutaciones puntuales independientemente adquiridas en este
mismo gen, que se correlacionan con la incapacidad de unién de TcNTR con su
cofactor el FMN y a su vez con la no activacion de estos compuestos [Mejia, 2012].
Adicionalmente, en este fenotipo de resistencia también se ha reportado la
asociacion de la bomba de eflujo de la glicoproteina P, una bomba dependiente de
energia que transporta sustancias a través de la membrana y que esta asociada con
el fenotipo de resistencia a multiples farmacos (MDR). En T. cruzi, los parasitos con
resistencia inducida al BZN mostraron una mayor actividad de la bomba de eflujo y
una mayor expresion de los genes que codifican dicha proteina [Campos, 2013]. En
conclusién, existe mas de un mecanismo en T. cruzi que actla en concierto para

proporcionar resistencia a los medicamentos [Campos, 2014].

34



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el tratamiento de la ECh se dispone de solo dos farmacos, los cuales presentan
eficacia limitada en fase cronica y efectos secundarios adversos. Adicionalmente,
se ha descrito una baja actividad anti-parasitaria por la existencia de parasitos
naturalmente resistentes a ellos. Es por eso que numerosas investigaciones se han
enfocado en conocer los mecanismos de resistencia de T. cruzi para disefiar nuevos
farmacos que inhiban rutas propias del pardsito y que no estén presentes en el
humano. Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones se han realizado en el
estadio de epimastigote que es la forma parasitaria del vector y del cultivo y no la
gue esta presente en el hospedero. Por esta razén, en el presente estudio se
trabajaron los estadios de amastigote y tripomastigote metaciclico y sanguineo,
formas del parasito directamente relacionadas con el hombre, y por tanto
importantes como principales blancos de accion del farmaco. Adicionalmente, en
este trabajo por primera vez en este tipo de estudios se utilizé un clon de un aislado
de caso agudo humano de posible transmision oral, dado que se ha reportado falla
terapéutica en brotes presentados en Brasil y Venezuela a pesar de tratamientos

prolongados.

Teniendo en cuenta que no se conocen completamente los mecanismos
moleculares de T. cruzi responsables de la resistencia a BNZ y que las proteinas
son finalmente las responsables del fenotipo celular, en este estudio se realizé un
analisis comparativo de expresion génica en los estadios de amastigote y
tripomastigote metaciclico y sanguineo de un aislado de T. cruzi | con resistencia
inducida “in vitro” al Benznidazol y el aislado susceptible, utilizando la técnica de
electroforesis en gel de dos dimensiones (EF-2D) y espectrometria de masas (MS).
Esta informacion nos permitiria identificar en una primera etapa, proteinas

potencialmente involucradas en la resistencia a este farmaco para hacer estudios
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mas precisos en aquellas cuya funcién esté mas relacionada con la resistencia y

gue podrian ser utilizadas como posibles blancos terapéuticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion diferencial entre el fenotipo susceptible y resistente al
Benznidazol de los estadios de amastigote y tripomastigote metaciclico y sanguineo
de un aislado de T. cruzi | obtenido de paciente con Chagas agudo, en el que se
indujo resistencia “in vitro” al BZN, para identificar las proteinas posiblemente

implicadas en el fenotipo de resistencia.

3.1.2 Objetivos especificos
e Identificar las proteinas diferencialmente expresadas entre los fenotipos
sensible y resistente “in vitro” al Benznidazol, de cada estadio estudiado

(amastigote, tripomastigote metaciclico y sanguineo).

e Determinar las proteinas potencialmente asociadas con el fenotipo de

resistencia.

e Analizar el posible papel de estas proteinas en el fenotipo de resistencia.
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4 METODOLOGIA

4.1 PARASITOS

En este estudio se analiz6 el fenotipo sensible y resistente “in vitro” a Benznidazol
[48uM] del clon 1 (cl1) obtenido a partir del aislado MHOM/CO/08/JCR, proveniente
de un paciente con Chagas agudo residente en regién endémica del departamento
de Santander, Colombia, previamente caracterizado como T. cruzi | por técnicas

moleculares.

4.2 OBTENCION DE LOS ESTADIOS

4.2.1Tripomastigote metaciclico. Epimastigotes sensibles y resistentes ‘in vitro”
al BNZ se diferenciaron a tripomastigotes metaciclicos en medio TAU. Para ello los
epimastigotes se cultivaron en medio LIT por 14 dias, manteniendo la concentracion
del farmaco para los parasitos resistentes, luego se centrifugaron y el precipitado se
resuspendio en 20 ml de TAU. Tras contar en hemocitdmetro y ajustar la cantidad
de parasitos (6x108 parasitos/ml), se incubd por 2 horas a 37°C; finalmente dicha
concentracion se resuspendio en 89 ml de medio TAU + 10ml de TAU 3AAG para
ser incubados a 28°C por 72 horas. A partir de este tiempo se recuperaron las
formas metaciclicas y se purificaron mediante la columna de afinidad DEAE. El
control de crecimiento y transformacion se realizO mediante recuento en
hemocitometro y determinacion de la proporcidén de tripomastigotes metaciclicos.
Dado que, en el proceso de diferenciacion de epimastigotes a tripomastigotes
metaciclicos los parasitos no estuvieron bajo presién del medicamento por 72 horas,
al término de estas cuando se obtuvieron las formas diferenciadas se verifico el
mantenimiento del fenotipo de resistencia a BZN, tal como se ha descrito en la
literatura con la conservacion del fenotipo resistente luego de seis meses de sub-

cultivo sin la presion del farmaco [Nirdé, 1995] [Ledn, 2013],
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4.2.2 Tripomastigote sanguineo. La obtencion de los tripomastigotes sanguineos
se realiz6 a partir de la infeccion de células Vero (ATCC CCL81) con 5x10°
tripomastigotes resuspendidos en medio DMEM. Los tripomastigotes infectivos
fueron el resultado de la diferenciacion de los epimastigotes cuando se sometieron
a estrés nutricional. Pasados 4 dias de la infeccion con el clon sensible y 10 dias
con clon resistente se obtuvieron en el sobrenadante los tripomastigotes sanguineos
gue fueron recogidos por centrifugacion diferencial y almacenados a -70°C hasta su
uso. Los clones resistentes en cultivo celular estuvieron permanentemente

expuestos a BZN.

4.2.3 Amastigote. Los amastigotes fueron obtenidos por incubacion de los
tripomastigotes sanguineos en medio LIT suplementado con 10% de SBF a 37°C
en 5% de CO:. El tiempo de incubacion necesario para la amastigogenesis del clon
resistente fue de 18 horas y del clon sensible de 22 horas. Los clones resistentes

fueron expuestos al farmaco permanentemente.

4.3 EXTRACCION DE PROTEINAS

Los parasitos sensibles y resistentes ‘in vitro” a BNZ de cada estadio, se
recolectaron por centrifugacion y los precipitados se lavaron tres veces con PBS a
pH 7,4y 0,9 % de NaCl a 4°C. Las proteinas se extrajeron por incubacion de los
parasitos en solucion tampon de lisis que contiene 40 mM de Tris base, 7 M de Urea,
2 M de tiourea, 4 % de CHAPS y 1 mM de PMSF. Después de 30 minutos de
incubacion a temperatura ambiente con agitacion constante, los parasitos lisados se
centrifugaron por 30 minutos a 13.000 rpm, para remover todo el material particulado
y el sobrenadante resultante se utilizO para realizar el isoelectroenfoque. Las

proteinas se cuantificaron siguiendo el método de Bradford [Bradford, 1976].
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4.4 ELECTROFORESIS EN DOS DIMENSIONES (EF- 2D)

Los extractos solubles de proteinas se aplicaron a tiras con gradiente de pH
inmovilizado de 7 cm, con un rango de pH de 5 a 8. Las tiras se rehidrataron durante
16 horas a temperatura ambiente. Después de la rehidratacién, se llevo a cabo el
isoelectroenfoque sobre un sistema IEF (BioRad) a 22°C, usando el siguiente
protocolo: 20 minutos a 250 V y 2 horas a 4.000 V, hasta alcanzar 80.000 V/hora.
Antes de la electroforesis en poliacrilamida, las tiras IPG (gradiente inmovilizado de
pH) se sometieron a reduccién y alquilacion, incubandolas durante 15 minutos en
una solucién con 6 M de Urea, 30% de glicerol, 2% de SDS 'y 125 mM de DTT y 15
minutos en la misma solucién tampon en la que se reemplazé el DTT por 125 mM

de iodoacetamida.

Posteriormente, las proteinas se separaron en funcion de su masa molecular
(segunda dimension), colocando las tiras equilibradas sobre geles de poliacrilamida
al 12% en presencia de SDS. La electroforesis se llevo a cabo usando el sistema
Miniprotean® (BioRad, Hércules, CA, USA), a un voltaje de 150 V a 20°C. Los geles
se colorearon con azul de Coomassie coloidal G-250 y se documentaron usando un

densitometro (BioRad).

4.5 ANALISIS DE IMAGEN

Tres réplicas de geles tefiidos de cada estadio y fenotipo de T. cruzi estudiado,
fueron digitalizados utilizando el sistema de imagen ChemiDoc™ MP (BioRad). Las
imagenes generadas se analizaron utilizando el software de analisis PDQuest 8.0.1
(BioRad). En este andlisis todas las imagenes fueron editadas bajo el mismo patron
y un gel maestro fue creado usando tres réplicas de cada muestra. La intensidad de
la sefial se calcul6 teniendo en cuenta el area y la intensidad de cada mancha
seguida por normalizacién, en donde la cantidad de cada mancha en un gel es

dividida por el valor total de la intensidad de todos los pixeles en la imagen.
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El andlisis de los datos se realiz6 mediante la comparacion de la expresion de
proteinas entre tres grupos establecidos: tripomastigotes metaciclicos sensibles vs
tripomastigotes metaciclicos resistentes, tripomastigotes sanguineos sensibles vs
tripomastigotes sanguineos resistentes y amastigotes sensibles vs amastigotes
resistentes. Una vez determinados los patrones de expresién proteica para cada
uno de los grupos, se realiz6 un estudio comparativo analizando las diferencias
cualitativas: presencia/ausencia de manchas en cada uno de los grupos y
cuantitativas: niveles de expresion de las manchas, en este andlisis se aplicé la
prueba estadistica T de student, con el fin de comparar e identificar en los tres

grupos un conjunto de proteinas con diferencias estadisticamente significativas.

4.6 ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASA (MS) TIPO MALDI-TOF/TOF

Previo al andlisis de espectrometria de masas, las manchas proteicas sobre-
expresadas en geles sensibles y resistentes “in vitro” al Benznidazol fueron
fragmentadas por digestion enzimatica (tripsina), con el fin de generar en analisis
de masas un péptido mas fino o “huella digital” de la proteina (Espectro de masa
MS). La identificacion de la huella peptidica se hizo usando un espectrometro de
masas Autoflex™ (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), con el reflectron en modo
de iones y empleando &acido 2,5-dihidroxibenzoico como matriz y una placa
AnchorChip™ (Bruker Daltonics). A partir de esta huella peptidica y mediante la
seleccidn de precursores abundantes presentes en su espectro, se uso el software
Flexanalysis™, version 2.2 (Bruker Daltonics) para realizar dentro del equipo una
segunda fragmentacion que genero espectros de masas MS/MS o en tandem.

La busqueda en las bases de datos se realizO mediante MASCOT
http://matrixscience.com (17) que compara datos experimentales con datos tedricos
disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Se utilizaron los siguientes parametros de busqueda: tolerancia de dos sitios

de clivaje y carbamidometilacién (Cys) y oxidacién (Met) como modificaciones
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variables. Este andlisis generd una lista de proteinas con significancia estadistica y
con mayor concordancia u homologia con las secuencias de los péptidos
fragmentados. Las proteinas identificadas fueron clasificadas en categorias
funcionales de acuerdo a su funcion principal anotadas en la herramienta Gene
Ontology (GO).

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Las manchas proteicas fueron evaluadas en el analisis PDQuest por la prueba
estadistica T de Student con nivel de confianza del 98% (T-Student 98%) y nivel de
significancia de <0.05 (p<0.05) para determinar las manchas con expresion
diferencial entre los fenotipos sensible y resistente. Igualmente, para confirmar estos
resultados se determind la relacion LOG: del fenotipo resistente/sensible, en donde

puntuaciones mayores de 1,2 se consideraron estadisticamente significativas.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS

5.1.1 Amastigote sensible vs resistente. Se observo un promedio de 98 manchas
proteicas en geles 2D del estadio de amastigote fenotipo sensible y 99 manchas en
el fenotipo resistente, 7 manchas fueron diferencialmente expresadas en el fenotipo
resistente (LOG2 R/S > 1,4), 1 de forma exclusiva, 1 con mayor intensidad y 5 con

baja expresién (Figura. 8)

Figura 8. Gel de EF-2D de amastigote

A. Amatigote sensible B. Amastigote resistente
S “ - ' ———
-— - v = -"‘

Los circulos de color verde representan las manchas expresadas diferencialmente en el fenotipo
sensible y los de color rojo en el fenotipo resistente. Los circulos negros se ubicaron para facilitar la
observacion y comparacion de las manchas.
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C. Gel maestro obtenido del andlisis de imagen PDQuest.

EXP00341 2014-06-20 (Mdaster, Locked)

En el gel maestro se identifican las manchas que presentan intensidades estadisticamente
significativas con nivel de confianza de 98% y significancia de 0,05.

Figura 9. Intensidad media de la sefial de la mancha exclusiva en cada fenotipo.
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La flecha indica la mancha exclusiva presente en el estadio amastigote fenotipo resistente. El
histograma representa el promedio de la intensidad de la sefial en unidades arbitrarias + las

desviaciones estandar.
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Las 7 proteinas diferencialmente expresadas en el estadio de amastigote fenotipo
resistente fueron identificadas por MS, mostrando puntuaciones altamente
significativas de acuerdo al algoritmo de MASCOT, lo que significa que su

identificacidon no es un evento al azar.

Tabla 1. Proteinas con expresion diferencial identificadas en el estadio de

amastigote sensible vs resistente.

# Masa Score % Cobertura Ratio

Mancha N.NCBI Proteina identificada (KDa) Pl MASCOT  secuencia RIS
2548= Q407840227 HSP83 80.6 515 167 26 nd
6146= Qi17224953 Triparedoxina peroxidasa 222 596 74 20 403
64460 Q407841924  dTDP-glucosa 4,6-deshidratasa 419 7.24 61 36 -4.51
55470 (i407848897 Tirosina aminotransferasa 46.1 582 172 31 -2.95
3148 Qi71412456  Citocromo C oxidasa subunidad V. 222 5,97 o8 25 -2.68
57450 Qi497849060 Dihidrolipoamida acetiltransferasa 497 6.57 107 24 -2.46
5848>  gi407410649 Barra paraflagelar 68.7 6.26 114 37 225

Masa (KDa): Masa molecular teérica

PI: Punto isoeléctrico

Score MASCOT: Puntuacién MASCOT

Ratio R/S: Relacion de la intensidad media en términos de Log 2 de la sefial de las manchas
identificadas entre amastigote resistente/ sensible.

*. Puntuacion no significativa de acuerdo con el algoritmo de MASCOT

a: fenotipo resistente “in vitro”’al BZN

b: fenotipo sensible

5.1.2 Tripomastigote sanguineo sensible vs resistente. El andlisis comparativo
de geles 2D de clon sensible vs resistente ‘in vitro” al BZ del estadio de
tripomastigote sanguineo mostré un promedio de 112 manchas peptidicas en cada
fenotipo, 7 manchas fueron expresadas diferencialmente en el fenotipo resistente

(LOG; R/S > 1,4), 3 sobre-expresadas y 4 con menor expresion (figura 10).
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Figura 10. EF-2D de tripomastigote sanguineo

A.Tripomastigote sanguineo sensible B. Tripomastigote sanguineo resistente

. >

Los circulos de color verde representan las manchas expresadas diferencialmente en el fenotipo
sensible y los de color rojo en el fenotipo resistente. Los circulos negros se ubicaron para facilitar la

observacion y comparacion de las manchas.

C. Gel maestro obtenido del analisis de imagen PDQuest.
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| EXP00348 2014-06-20 (Master. Locked)

En el gel maestro se identifican las manchas que presentan intensidades estadisticamente
significativas con nivel de confianza de 98% vy significancia de 0,05.
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Las 7 manchas proteicas expresadas diferencialmente en el estadio de
tripomastigote sanguineo fenotipo resistente fueron identificadas por MS mostrando
puntuaciones altamente significativas de acuerdo al Score de MASCOT.

Tabla 2. Proteinas con expresion diferencial identificadas en el estadio de

tripomastigote sanguineo sensible vs resistente.

# . . Masa Score % Cobertura Ratio
Mancha N.NCBI Proteina identificada (KDa) Pl MASCOT secuencia RIS
3M11= qi37727511 Adenilato quinasa 293 556 91 34 1.64
1313= Qi18568139 Tubulina beta 1.9 497 474 115 33 1.44
5617= Qil162179 Baira paraflagelar 695 585 60 13 1.26
37208 9125553516 HSP70 mitocondnal 709 57 105 12 -4 86
43098 91983201 Tubulina beta 428 529 65 15 218
7314¢e gi71410849 Disulfuro isomerasa 296 7.79 131 23 -1.49
26108 gi295363 Chaperona HSP60 503 524 109 22 -1.44

Masa (KDa): Masa molecular tedrica

PI: Punto isoeléctrico

Score MASCOT: Puntuacién MASCOT

Ratio S/R: Relacion de la intensidad media en términos de Log 5 de la senal de las manchas

identificadas entre tripomastigote sanguineo resistente/sensible
a: fenotipo resistente “in vitro” al BZN
b: fenotipo sensible

5.1.3 Tripomastigote metaciclico sensible vs resistente. La electroforesis en 2D
del estadio de tripomastigote metaciclico, mostré6 un promedio de 138 manchas
peptidicas en cada fenotipo. El analisis de imagen comparativo de ambos fenotipos
detectd 10 manchas expresadas diferencialmente en el fenotipo resistente (LOG:
R/S > 1,4), 2 fueron expresadas con mayor intensidad y 8 con baja expresion
(figura.11).
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Figura 11. EF-2D de tripomastigote metaciclico

A. Tripomastigote metaciclico sensible B. Tripomastigote metaciclico

resistente

Los circulos de color verde representan las manchas expresadas diferencialmente en el fenotipo
sensible y los de color rojo en el fenotipo resistente. Los circulos negros se ubicaron para facilitar la
observacion y comparacion de las manchas.

C. Gel maestro obtenido del andlisis de imagen PDQuest.
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EXE00347 2014-06-20 (Mast=r, Lockad)

En el gel maestro se identifican las manchas que presentan intensidades estadisticamente
significativas con nivel de confianza de 98% y significancia de 0,05.
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Las 10 proteinas diferencialmente expresadas fueron identificadas por masas,
presentando puntuaciones altamente significativas de acuerdo al algoritmo de
MASCOT.

Tabla 3. Proteinas con expresion diferencial identificadas en el estadio de

tripomastigote metaciclico sensible vs resistente.

Masa Score % Cobertura Ratio
# Mancha N.NCBI Proteina identificada Pl i
(KDa) MASCOT secuencia RIS
142+ Gi19171158 Tnparedoxina 16 1 527 165 25 177
6433 Qi17224953 Tnparedoxina peroxidasa 222 596 157 26 122
7733+ Q8099051 Arginina quinasa 401 589 80 47 255
S Proteina hipotética 5 o
68350  gi407406941 CSYLVIO 009351 469 604 a4 33 -183
Citocromo C oxidasa
2734+ Qi7 1667854 subunidad IV 389 572 219 32 174
Dihidrolipoamida
5 o 2.
5840 Q557863233 PR R 0y 497 8.57 207 21 161
3738 Q407405092 Actina 332 558 a0 47 -158
57330 qi407848897 Tirosina aminotransferasa 461 582 196 26 -156
Q4388655 Peroxiredoxina 255 762 62 41 147
735¢ -
Citoc C oxid.
3436+ qi71412456 T 222 597 83 21 145

subunidad V

Masa (KDa): Masa molecular tedrica

PI: Punto isoeléctrico

Score MASCOT: Puntuacién MASCOT

Ratio S/R: Relacion de la intensidad media en términos de Log 5 de la sefial de las manchas identificadas

entre tripomatigote metaciclico resistente/ sensible
a: fenotipo sensible
b: fenotipo resistente “in vitro” al BZN

De las 24 proteinas identificadas por MS tipo MALDI TOF/TOF, 19 son proteinas
diferentes, de estas 8 mostraron sobre-expresién en mas de un estadio y 11 lo
hicieron en uno solo de los estadios estudiados. Estas proteinas fueron agrupadas
en tres categorias funcionales de acuerdo a su funcion principal anotadas en GO
(Tabla 4).
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Tabla 4. Categoria funcional de las proteinas expresadas diferencialmente en los
estadios de amastigote y tripomastigote sanguineo y metaciclico.

Categoria funcional Proteinas identificadas

Triparedoxina peroxidasa
Triparedoxina
Hsp83
Defensa celular Adenilato quinasa
Lipofosfoglicano
Peroxiredoxina

Chaperaning mitccondrial Hsp60

Hsp 70 mitocondrial

Tubuling beta

Ensamblaje de citoesqueleto .
Earra paraflegelar

Actina

Citocromo C oxidasa subunidad IV
Citocromo C oxidasa subunidad V
Argining quinasa
Metabolismo Tirosing aminotransferasa
Dihidrolipoamida acetiltransferasa
dTOP-glucosa 4,6-deshidratasa

Disuifuro isomerasa
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6. DISCUSION

Los farmacos utilizados para tratar la Ech presentan varios inconvenientes que
llevan a una eficacia limitada en fase cronica, efectos téxicos secundarios,
tratamiento prolongado, alto costo y la presencia de cepas de T. cruzi naturalmente
resistentes al tratamiento. Este fenotipo de resistencia que se interpreta como una
reduccion hereditaria en la sensibilidad de una poblacion de microorganismos a la
accion de un farmaco, es un reto importante para el estudio del tratamiento en la
ECh, ya que junto con la diversidad genética del paréasito y de su hospedero tiene

un fuerte impacto en el aumento de los fracasos terapéuticos.

En tripanosomatidos un método ampliamente usado para estudiar la expresion
diferencial de los genes implicados en la resistencia de las células a los farmacos,
es el analisis protedmico, ya que la regulacién de la expresién génica en estos
flagelados esta dada principalmente a nivel pos-transcripcional, caracteristica que

hace que no siempre haya una correlacion entre los niveles de RNAm y proteinas.

Para el estudio de expresion protedmica diferencial se utilizan diferentes
aproximaciones como la electroforesis 2D y la electroforesis bidimensional
diferencial en gel (2D-DIGE). En este trabajo utilizamos la electroforesis 2D como
un método eficiente que permite separar mezclas complejas en un solo gel y ofrece
informacion estimada del punto isoeléctrico, masa molecular y cantidad relativa de
cada proteina. Adicionalmente, tiene la capacidad de detectar isoformas y
modificaciones postraduccionales, sin embargo, tiene baja capacidad de resolver
proteinas hidrofébicas de membrana. Por su parte, la técnica de 2D-DIGE combina
el poder resolutivo de la electroforesis bidimensional con la sensibilidad de marcajes

fluorescentes y analisis de imagen con softwares especificos.
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En el presente estudio se analiza la expresion diferencial de los estadios amastigote
y tripomastigote tanto metaciclico como sanguineo los cuales estan involucrados en
la interaccion del parasito con el hospedero vertebrado, por tanto son las formas
celulares de T. cruzi responsables de la patologia en el hombre y en consecuencia
las principales dianas del mecanismo de accién del farmaco. Asi mismo, se utilizé
un clon proveniente de un aislado de un paciente con Chagas agudo involucrado en
un microbrote ocurrido en el departamento de Santander. Este brote presentd una
alta morbilidad y mortalidad, caracteristica de este tipo de eventos de probable
transmision oral, en los cuales se observa una alta virulencia del parasito

responsable.

Defensa celular

En este trabajo se observd expresion diferencial en proteinas relacionadas con

defensa celular entre las cuales cabe destacar:

Triparedoxina peroxidasay triparedoxina

En el sistema de defensa antioxidante de los tripanosomatidos participan las
proteinas triparedoxina, triparredoxina peroxidasa, tripanotion y tripanotion
reductasa. Proteinas ditiol de bajo peso molecular que trabajan secuencialmente en
diferentes compartimientos sub-celulares del parasito para promover la
detoxificacion de hidroperéxidos, por lo tanto son esenciales para la supervivencia
del mismo. Este sistema metabdlico dependiente de tripanotion es encontrado
exclusivamente en los tripanosomatidos, por lo que su ausencia en mamiferos hace
de este un blanco prometedor para la quimioterapia contra estos parasitos [Arias,
2013].
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La triparredoxina peroxidasa (TXPNXx) es una peroxiredoxina altamente conservada
gue se localiza en el citosol (TXNPx-c) y en la mitocondria (TXNPx-m) celular y
actla catalizando la reduccién de equivalentes derivados de tripanotion a ditiol
como el peroxido de hidrogeno (H202) o pequefias cadenas organicas de
hidroperoxidos que se reducen a agua y alcohol respectivamente [Nogueira, 2009].

Esta enzima antioxidante mostré una sobre-expresion en dos de los tres estadios
de T. cruzi estudiados (tripomastigote metaciclico y amastigote) con resistencia
inducida “in vitro” a BZN. Estos resultados sugieren que esta involucrada en el
mecanismo de resistencia frente al BZN, protegiendo al parasito del ambiente
oxidativo generado por el farmaco [Maya, 1997]; [Nogueira, 2009].

En concordancia con estos resultados, estudios previos realizados en parasitos
como Leishmania, T. cruzi y otros microorganismos han reportado la participacion
de esta enzima antioxidante (TXNPx) en el mecanismo de resistencia a farmacos,
sugiriendo que su sobre-expresion se da en respuesta a radicales de oxigeno téxico
generados por el metabolismo del farmaco y/o por la respuesta inmune. Es asi
como, un estudio reciente de analisis proteémico indicO que 7 manchas de la
proteina correspondiente a TXNPx-c eran de 2 a 5 veces mas abundante en cepas
de L. braziliensis y L. infantum resistentes al antimonio que en sus cepas parentales
[Matrangolo, 2013]. Igualmente, estudios posteriores revelaron un aumento en los
niveles de RNAmM TXNPx-c (2-5 veces) en cepas resistentes [Andrade 2014]. Otros
estudios, también han sefalado la intervencion de esta proteina en el fenotipo de
resistencia, mostrando un aumento en la expresion de RNAm y/o proteina en
parasitos de T. cruzi resistentes a BZN [Nogueira, 2009], en Entamoeba histolytica
resistente a metronidazol [Wassmann, 1999] y en L. infantum resistente a

gentamicina [Daneshvar, 2012].
Por otra parte, cabe resaltar la importancia de esta proteina anti-oxidante la cual fue

identificada por nuestro grupo en un estudio previo, en donde se reportd expresion

diferencial de TXNPx en parasitos obtenidos de un caso agudo comparado con los

53



de uno crénico ocurridos en el departamento de Santander, indicando que esta
proteina podria estar asociada con el desarrollo de la forma aguda de la
enfermedad, porque su funcion antioxidante es critica para la supervivencia del
parasito dentro de la célula hospedera y el establecimiento de la infeccién [Diaz,
2011].

Una segunda proteina perteneciente a este mismo sistema antioxidante como es la
triparredoxina (TXN) también se encontré sobre-expresada en tripomastigotes
metaciclicos resistentes. Resultado que destaca la importancia de este sistema
antioxidante en el mecanismo de resistencia a BZN dado que su funcion esta
implicada en la transferencia de equivalentes reductores desde el tripanotion a la
tripanotion peroxidasa. Estos resultados son semejantes a los reportados por otros
autores en los que muestran un aumento metabolico de TXN en cepas de L.
tarentolae resistentes al antimonio [Wyllie, 2008] y cepas de L. infantum resistentes

a gentamicina [Daneshvar, 2012].

Proteina de choque térmico 83

En este mismo grupo de proteinas relacionadas con defensa celular se identificé de
forma exclusiva la proteina de choque térmico 83 (Hsp83) en amastigotes de T. cruzi
resistentes a BZN. Las Hsp son un complejo de proteinas conservadas
filogenéticamente, que se producen normalmente en todas las células de los
organismos unicelulares y pluricelulares. Su sintesis aumenta cuando se encuentran
en un medio ambiente que le provoca cualquier tipo de estrés (calorico, radiaciones,
diversos farmacos, infecciones virales, etc), de esta manera confieren proteccion a
las células minimizando los dafios producidos por el estrés y volviéndolas
resistentes a la apoptosis [Samali, 1996]. Asi mismo, las proteinas Hsp intervienen
en procesos metabdlicos esenciales como la sintesis, plegamiento y ensamblaje de

otras proteinas y en funciones de proteccion como la degradacién o reparacion de
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proteinas anormales, actuando como chaperonas moleculares [Finley, 1985]. Los
miembros de esta familia de proteinas se agrupan segun su peso molecular.

Al ser estas proteinas importantes en la supervivencia celular y al actuar como
moléculas protectoras del dafio inducido por el estrés, la expresion de la Hsp83 en
amastigotes de T. cruzi resistentes a BZN podria defender al parasito de los
productos del metabolismo del farmaco, impidiendo asi el dafio al ADN y otras
macromoléculas. Estos resultados son contemplados en otras investigaciones en
las que postulan que la expresion aumentada de esta proteina en Leishmania
donovani podria estar confiriendo un mecanismo protector contra la muerte celular
programada inducida por el antimonio, evitando la disminucion del potencial de
membrana mitocondrial que esta siendo afectado por el farmaco [Vergnes, 2007].
De manera analoga otra publicacion menciona que dicha expresion en Leishmania
es fundamental para permitir un desarrollo eficiente y especifico del mecanismo de
resistencia frente al antimonio [Matrangolo, 2013]. Asi mismo, otro autor revela la
resistencia cruzada que presenta un aislado de L. donovani resistente al antimonio
con alta expresion de la proteina Hsp83 a otros farmacos no relacionados con

Leishmania como la mitelfosina y la anfotericina B [Vergnes, 2007].

Adenilato quinasa

En defensa celular se observo también expresion diferencial de la proteina Adenilato
guinasa (AK), enzima ubicua presente en todos los organismos vivos. Su funcién
esta relacionada con la sintesis de energia, dado que cataliza la interconversion de
nucleodtidos de adenina, transfiriendo un grupo fosfato desde el ATP al AMP para la
sintesis de ADP o viceversa [de Bruin, 2004]. Por lo tanto, su actividad resulta
indispensable para conservar la viabilidad celular, manteniendo la homeostasis de

nucleodtidos de adenosina [Bouvier, 2006].

ATP + AMP = 2 ADP
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Asi mismo, esta enzima quinasa, se ha asociado con otras funciones energéticas
como la regeneracién rpida de ATP, constituyendo una fuente adicional de energia
durante procesos de alta demanda y con la comunicacion energética celular, que
corresponde al transporte de enlaces de alta energia por catélisis enzimética a sitios
de escasa energia [Bouvier, 2006].

En protozoarios se ha descrito un alto nimero de isoformas de AK en diferentes
localizaciones estructurales. En el caso de T. cruzi se han identificado 6 isoformas
con posibles localizaciones mitocondriales, citoplasméaticas, glicosomales y
flagelares [de los Milagros, 2013]. El elevado nimero de estas isoformas en este
parasito, podria ser consecuencia de su complejo ciclo de vida, ya que implica
distintas etapas morfologicas y afronta ambientes hostiles con diferentes fuentes y
disponibilidad de nutrientes. Asi lo sefiala de Bruin, en un estudio en el que
demuestra un aumento de AK en la fase estacionaria de crecimiento de T. cruzi
sugiriendo un papel clave en la gestion de energia en condiciones de estrés
nutricional [de Bruin, 2004]. Adicionalmente, otro estudio revela que la AK nuclear
en este flagelado ademas de estar regulada por la disponibilidad de nutrientes,
también lo esta por la biogénesis de los ribosomas, la integridad del DNA y el estrés
oxidativo [Pereira, 2013]. Asi mismo, en S. cerevisiae esta enzima quinasa ha sido

relacionada con resistencia al arsenito [Juhnke, 2000], [Takahashi, 2010].

En base a lo descrito por la literatura, se sugiere que la alta expresion de la AK en
los tripomastigotes sanguineos resistentes a BZN, se da para ampliar el estado
energético de la célulay asi cubrir la demanda de ATP que requieren estos parasitos
para su movimiento durante la invasién de nuevas células Igualmente, se propone
gue la sobre-expresion de esta enzima quinasa en los tripomastigotes sanguineos
resistentes se da también en respuesta al estrés resultante de un exceso de

radicales libres de oxigeno generados por el farmaco.

56



Lipofosfoglicano

Igualmente, en relacién con defensa celular pero en el estadio de tripomastigote
sanguineo, se observé sobre-expresion en el fenotipo de resistencia del
lipofosfoglicano (LPG3), una glicoproteina situada en la superficie celular de los
kinetoplastidos. Su funcion esta relacionada con el anclaje glicosilfosfatidilinositol
(GPI), por lo tanto contribuye al contacto entre el parésito y las células del hospedero
vertebrado e invertebrado [Singh, 1994].

Diferentes autores han validado la participacion de esta glicoproteina en el
reconocimiento de la célula hospedera e incluso han demostrado su intervencién en
otras funciones relacionadas con la virulencia en la infeccion de Leishmania
[Srivastava, 2013]. En este caso lleva a la induccion de IL-10 y TGF-B, citoquinas
gue suprimen el estallido oxidativo en los macrofagos dando como resultado la
supervivencia del parasito dentro de las células inmunitarias. Teniendo en cuenta
estas funciones se sugiere que su sobre-expresion en el fenotipo de resistencia le
estaria confiriendo a estas formas sanguineas una mayor capacidad de
supervivencia en el hospedero, al actuar como un factor de virulencia por su

implicacidon en la desactivacion de macréofagos y en la invasion de nuevas células.

Ensamblaje de citoesqueleto
En relacion con el ensamblaje de citoesqueleto se observé expresion diferencial de

las siguientes proteinas:

Tubulina beta

Las tubulinas son una familia de proteinas globulares formada por tres subunidades:
alfa, beta y gama. En tripanosomatidos los polimeros lineales de las tubulinas alfa 'y

beta son los componentes principales de los microtubulos, los cuales se adosan
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internamente a la membrana citoplasmatica en forma de dimeros y actian en

procesos de division celular y cambios en la organizacién del citoesqueleto.

Nuestros resultados mostraron sobre-expresion de la tubulina beta en el estadio de
tripomastigote sanguineo fenotipo resistente. En concordancia con esta
observacion, un estudio protedmico previo reporté un aumento en la expresion de
tubulina alfa 'y beta en cepas de L. infantum y L. brasiliensis resistentes al antimonio
comparado con los parasitos susceptibles [Matrangolo, 2013]. De modo similar, se
observé sobre-expresién en cepas de L. donovani resistentes al arsenito [Sharma,
2009] y L. panamensis resistente a gentamicina [Daneshvar, 2012]. Por lo tanto,
nuestros resultados nos permiten sugerir que la tubulina beta también podria estar
implicada en el mecanismo de resistencia de T. cruzi frente a BZN relacionado con
el hecho de que alteraciones en la estructura de los microtubulos podrian estar

involucradas en una sensibilidad disminuida a los farmacos [Dumotet, 1999].

Proteina estructural de la barra paraflagelar

La barra paraflagelar (PFR) es un importante componente estructural del flagelo de
T. cruzi, ya que se identifica como una estructura filamentosa con caracteristicas
ultra-estructurales Unicas que lo hacen diferente a los principales sistemas
filamentosos de las células eucariotas [Gadelha, 2005].

Investigaciones iniciales apuntaban a que la proteina PFR solo le daba atributos
fisicos al flagelo [Fuge, 1969]. Ahora se sabe que presenta funciones metabdlicas,
por estar directamente relacionada con el bolsillo flagelar, el cual se encarga de
controlar el metabolismo del parasito. Del mismo modo, se le atribuyen funciones
reguladoras, ya que controla la regulacién de los genes por mecanismos post-
transcripcionales y transcripcion del ARN y funciones de sefalizaciéon de calcio,
pues interactia especificamente con la calmodulina, proteina capaz de movilizar
iones de calcio, requisito indispensable para el desplazamiento del parasito

[Portman, 2010]. Adicionalmente, varios grupos de trabajo han identificado a las
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proteinas PFR como blancos atractivos para generar inmunidad protectora contra
varias especies de tripanosoma [Michailowsky, 2003]; [Luhrs, 2003]; [Morell, 2006].

En el presente estudio, se identifico la PFR en los tripomastigotes sanguineos
resistentes, resultados que estan de acuerdo con los presentados por Murta, en los
gue muestra un aumento de esta proteina flagelar en parasitos de L. braziliensis
resistentes al antimonio [Matrongolo, 2013]. Aunque, esta es la Unica evidencia
experimental reportada en la literatura en donde se vincula esta proteina con el
fenotipo de resistencia y dadas las funciones tanto estructurales como su
participacion en metabolismo, regulacion y movilidad del paréasito esta proteina
podria estar jugando un papel importante en el mecanismo de resistencia a BZN.

Metabolismo
Por ultimo, en el fenotipo resistente de los tres estadios de T. cruzi analizados, se
observo expresion diferencial de algunas proteinas involucradas en el metabolismo

del parésito, entre las cuales cabe destacar:

Citocromo c oxidasa subunidades IVy V

La proteina transportadora de electrones Citocromo C Oxidasa (CCO) junto con
otros transportadores (NAD, coenzima Q y demas citocromos) y complejos
enzimaticos (I-V) integran la cadena respiratoria mitocondrial y actian en reacciones
de oxido reduccion para la sintesis de ATP. Especificamente, CCO transporta
electrones al complejo IV para generar un proceso denominado fosforilacion
oxidativa en donde el oxigeno es reducido a agua y la energia liberada promueve la
fosforilacion de ADP a ATP.

En T. cruzi, un estudio en el que compara la funcidon mitocondrial de los estadios de
epimastigote y tripomastigote sanguineo, revelé que las formas sanguineas exhiben

un potencial de membrana reducido en comparacion con los epimastigotes. Es

59



decir, que estas formas parasitarias son menos dependientes de la cadena
transportadora de electrones ya que utilizan la via glucolitica como fuente principal
de energia [Goncalves, 2011]. Consistente con estas observaciones, otros autores
revelaron que los tripomastigotes sanguineos tienen acceso de forma constante a
los hidratos de carbono y consecuentemente presentan un aumento en la captacion
de glucosa en comparacion con los epimastigotes que por su ambiente (insecto
vector) poseen un metabolismo de glucosa reducido [Silber, 2009].

En correlacién con estas investigaciones, se sugiere que la alta-expresion de CCO
en el fenotipo sensible de los estadios: tripomastigote metaciclico y amastigote se
da gracias a los niveles bajos de glucosa en su ambiente, ya que durante su ciclo
de vida estas formas parasitarias habitan respectivamente, en el intestino del insecto
vector y en el citoplasma de las células hospederas, entornos carentes de glucosa
libre [Silber, 2009]. Adicionalmente, se plantea que el agotamiento normal de los
carbohidratos en el medio de cultivo al final de la diferenciacion morfologica también
podria estar jugando un papel importante en el metabolismo energético de estos

parasitos.

Arginina quinasa
Otra proteina relacionada con defensa celular y que se encontré sobre-expresada,
en este caso en el fenotipo sensible del tripomastigote metaciclico, es la Arginina
guinasa. Esta enzima cataliza la reaccion reversible de:

ATP + L-arginina = ADP

En T. cruzi la arginina quinasa puede ser utilizada como reserva de energia, ya que
en su forma fosforilada (fosfoarginina) acumula un fosfato de alta energia que se
transfiere al ADP para generar ATP en situaciones de alto consumo energético
[Pereira, 2002]. Esta caracteristica en tripanosomatidos es particularmente
importante porque carecen de sustancias de reserva en formas de hidratos de

carbono [Miranda, 2006]. Igualmente, esta enzima quinasa se ha relacionado con la
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adaptacion del parasito a los cambios ambientales como se demostro en un estudio
en el cual su sobre-expresién mejora la capacidad de las células transfectantes de
crecer y resistir condiciones de estrés nutricional y de pH [Pereira, 2003]. En base a
esta caracteristica funcional, se sugiere que la expresion diferencial de la arginina
guinasa observada en los tripomastigotes metaciclicos, fenotipo sensible, obedece
mas a una respuesta al estrés nutricional generado durante la primera etapa de
metaciclogénesis inducida, dado que los parasitos son sometidos por 2 horas a un

medio escaso en nutrientes (medio TAU).

Tirosina aminotransferasa

Otra enzima importante en el metabolismo de T. cruzi es la enzima tirosina
aminotransferasa (TAT) dado que participa en la re-oxidacion citosolica de NADH,
la biosintesis de aminoacidos aromaticos y el reciclaje de metionina [Rego, 2008].
Asi mismo, gracias a su importancia metabolica y sus diferencias en la especificidad
de sustrato, propiedades cataliticas y papel funcional con su analogo de mamiferos,
esta proteina se considera un buen candidato para el desarrollo de farmacos
alternativos contra la ECh y otras enfermedades causadas por tripanosomatidos
[Nowicki, 2001], salvo T. brucei que curiosamente parece tener ausente este gen
[Moreno, 2014].

Estudios en Leishmania, han revalidado la importancia del metabolismo de los
aminoacidos a lo largo de la diferenciacion de promastigotes a amastigotes y en el
interior del intestino del insecto vector hemat6fago, lugar en donde los nutrientes
principales son los aminoacidos y los lipidos [Rosenzweig, 2008]. Igualmente, han
reportado sobre-expresion de TAT en formas de amastigote de L. infantum y en
promastigote de L. chagasi resistente al 6xido nitrico. En base a estos datos, los
autores plantean que en los tripanosomatidos esta enzima transferasa puede
desempenfar un papel importante en la infectividad del parasito y en su resistencia

contra la quimioterapia [Moreno, 2014].
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Sin embargo, otro estudio que compara poblaciones de T. cruzi susceptibles y
resistentes a BZN, caracterizaron el gen TcTAT. De las 6 cepas resistentes
analizadas, solo 1 mostr6 sobre- expresién en el nimero de copias de este gen en
comparacién con su cepa susceptible. Asi mismo, en el andlisis de localizacién
cromosomica y niveles de expresion de proteinas ninguna poblacion mostré
expresion diferencial. En consecuencia, con estos resultados los autores sugieren
gue la TcTAT no esta directamente relacionada con el fenotipo de resistencia a los
medicamentos, pero si podria actuar como un factor de respuesta al estrés [Rego,
2008]. Igualmente, otro estudio revel6 que los amastigotes de T. cruzi durante el
proceso de infeccidon recurren al catabolismo de aminoacidos aromaticos como
fuente de energia y carbon, dado que estas formas parasitarias se localizan en el
citoplasma de la célula, lugar en donde los niveles de glucosa son muy bajos [Silber,
2009].

En relacion con estas afirmaciones, en nuestro estudio no se observd expresion
diferencial de la proteina TAT en el fenotipo resistente de los tres estadios de T.
cruzi analizados, hecho que ratifica lo planteado por Rego en donde indica que en
este parasito la TAT no es un componente clave del mecanismo de resistencia a
farmacos [Rego, 2008]. No obstante, si se observo sobre-expresion de esta enzima
en el fenotipo sensible de los estadios de amastigote y tripomastigote metaciclico,
resultado que confirma el comportamiento metabdlico de T. cruzi frente a la escasez
de glucosa, al utilizar los aminoacidos aromaticos como un recurso energético

alterno.

Por dltimo, cabe resaltar que en este trabajo al compararlo con otros reportes se
detect6 un bajo nimero de manchas proteicas en el perfil de expresion de proteinas
de cada fenotipo y estadio de T. cruzi estudiado, esta baja deteccién posiblemente
se deba al colorante utilizado, dado que el azul de Coomassie G-250 es 10 veces

menos sensible que la tincién con nitrato de plata, sin embargo, es mas reproducible
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y compatible con la técnica de MS. Se sugiere utilizar en investigaciones futuras un
modelo de tincibn mas sensible comparable a la tincion de plata y compatible con
masas como lo es la tincion fluorescente (SYPRO).

Figura 12. Proteinas expresadas diferencialmente en los estadios de amastigote,

tripomastigote metaciclico y sanguineo resistentes a BZN.
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7. CONCLUSIONES

Las proteinas identificadas en este estudio fueron clasificadas en tres categorias
funcionales relacionadas con metabolismo del parasito, ensamblaje de
citoesqueleto y defensa celular. La triparedoxina, triparedoxina, peroxidasa,
lipofosfoglicano, proteina de choque térmico 83, adenilato quinasa, tubulina beta y
barra paraflagelar estarian implicadas en el mecanismo de resistencia in vitro’ frente
al BZN, por mostrar altos niveles de expresion en parasitos resistentes y por su
funcion, ya que, dichas proteinas participan en el sistema de defensa antioxidante,
defensa frente al estrés, sintesis de energia, anclaje GPl y ensamblaje de
citoesqueleto, funciones que protegen al parasito de T. cruzi de los efectos
citotoxicos producidos por este farmaco. Igualmente, se identificO expresion
diferencial en el fenotipo sensible de proteinas principalmente relacionadas con el
metabolismo del parasito, que actian en procesos de diferenciacion celular y en la
sintesis de ATP y aminoacidos aromaticos, con el fin de proporcionar al parasito una
mayor capacidad de supervivencia dentro del ambiente hostil del hospedero

vertebrado.

Estos resultados confirman que la resistencia a los medicamentos es la suma de
multiples factores en los que participa mas de una proteina. Asi mismo, representan
un aporte importante para el estudio de resistencia a farmacos en T. cruzi, dado que
las proteinas identificadas en este analisis pertenecen a formas del parasito que
estan directamente relacionadas con el hombre y por tanto podrian ser blancos de

accioén del farmaco.
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