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RESUMEN

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), parasito de naturaleza clonal, presenta
una considerable heterogeneidad genética, manifiesta en tres linajes como son Tcl y Tcll y Z3, este
ultimo presente con mayor frecuencia en la region ecuatorial y por encima de la cuenca amazénica.
En Venezuela hay un franco predominio del genotipo Tcl sobre Tcll. Un aspecto interesante es la
diversificacion de subpoblaciones de T. cruzi en el vector y los morfotipos que prevalecen en este
micro ambiente, condicionantes de virulencia y transmisibilidad. Los efectos de mas de un genotipo
del parasito en el vector no han sido ampliamente estudiados En el presente estudio se presentan
cambios de la cinética de desarrollo del parasito en el vector, la metaciclogénesis y carga
parasitaria cuando se han realizado infecciones experimentales Unicas y mixtas de genotipos del T.
cruzi en Rhodnius prolixus. Desde el andlisis molecular del gen de miniexon se obtuvieron
evidencias de posible competitividad y seleccion en el modelo vector utilizado. Los resultados se
analizan desde una perspectiva epidemioldgica.
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ABSTRACT

Behavior of Trypanosoma cruzi genotypes in experimentally infected Rhodnius prolixus:
Molecular and biological approaches to competence phenomena

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) a clonal parasite, presents a considerable
genetic heterogeneity, manifested in three lineages, defined as Tcl, Tcll and Z3, the latter present
more frequently in the equatorial region and over the Amazon basin. In Venezuela there is a
predominance of Tcl genotype. An interesting aspect is the diversification of T cruzi subpopulations
in the vector and morphotypes that prevail in this microenvironment, determining virulence and
transmissibility. The effects of more than one parasite linage in the vector have not been widely
studied. The present study show changes in the kinetics of parasite development in the vector,
parasite load and metaciclogenesis with single and mixed T. cruzi genotypes in Rhodnius prolixus.
From the molecular analysis of miniexon gene was possible evidence competitiveness and
selection . The results are analyzed from an epidemiological perspective.
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INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), agente causal de
la enfermedad de Chagas, es un hemoflagelado heteroxeno cuyo ciclo de
vida se presenta entre insectos vectores responsables de su transmisién
(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) y hasta ocho ordenes de mamiferos,
incluyendo al hombre (1,2). La transmisién de T. cruzi al mamifero se da
con mayor frecuencia cuando los triatominos, estrictamente hematéfagos,
depositan sus heces cargadas con las formas infectantes o tripomastigotes
metaciclicos, los cuales entran a través de escoriaciones de la piel o
mucosas intactas.

T. cruzi es basicamente de naturaleza clonal, presentando una
considerable heterogeneidad genética, evidenciada por la presencia de
tres linajes como son Tcl y Tcll (tradicionalmente asociados al ciclo de
transmision silvestre y domestico respectivamente) y Z3, presente con
mayor frecuencia en la region ecuatorial y por encima de la cuenca
amazoénica (en infecciones del ciclo silvestre vy ocasionalmente en
infecciones en humanos). En Venezuela hay un franco predominio del
genotipo Tcl tanto en ciclos de transmisién silvestres como domésticos y
escasos son los registros de la presencia de Tcll (3, 4).

Un aspecto interesante es la diversificacion de subpoblaciones de T. cruzi
en el vector y los morfotipos (esferomastigotes, epimastigotes vy
tripomastigotes) los cuales prevalecen en este micro ambiente y que son
condicionantes de la virulencia y transmisibilidad al mamifero. La fuente
sanguinea, especie de vector, biota bacteriana sinergistica en el tracto
digestivo, parecen tener influencia en la cinética poblacional del parasito
en el vector (5, 6).

Los efectos de mas de un genotipo del parasito en el hospedador mamifero
han sido estudiados, sin embargodel desarrollo de genotipos simpétricos
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en el micronicho intestinal del vector no hay muchas investigaciones (4,
7).

Los ensayos planteados en el presente trabajo, con poblaciones Unicas y
mixtas de genotipos del T. cruzi en el modelo Rhodnius prolixus, vector
primario en la mayoria de las areas endémicas de Venezuela (8), muestran
evidencias de posible competitividad y seleccion de genotipos. Se discuten
sus implicaciones epidemioldgicas (9; 10).

MATERIALES Y METODOS
Estudio de la cinética de infeccién en el vector. Protocolo de Infeccién experimental

Una total de 180 R. prolixus de IlIl y IV estadio, criados y mantenidos en
laboratorio, en colonias renovadas cada cinco afos, fueron infectados
experimentalmente, con sangre desfibrinada de conejo, mantenida a 37 °C
e infectada con 6 x 103 paréasitos/ml, provenientes de cultivo RPMI
(Gibco®), en fase logaritmica; para una ingesta de 0,5 ml de
sangre/triatomino en condiciones de ayuno de hasta 1 mes.

Las condiciones de alimentacion artificial para R. prolixus de los estadios
descritos fueron estandarizadas y para tal fin se utiliz6 un sistema de
alimentador artificial de circulacion externa y continua, de agua caliente
por bombeo circular (Figura 1).

Figura 1. Sistema de alimentacion artificial o xenodiagnostico artificial de triatominos en camaras
de circulacion externa de agua a temperatura fisiolégica 37 °C y circulacién interna de sangre
desfibrinada de conejo previamente infectada con cada uno de los aislados o cepas escogidas,
mantenidas a través de un sistema de bombeo submarino de agua suministrada por bafio de Maria
Gallenhamp y soporte fijjo en madera para hasta 6 alimentadores simultaneos (disefio de
Gonzalez, Hernandez y Herrera , 2008, en registro y publicacion).

El protocolo de infeccion fue el siguiente:

Grupo 1: 60 triatominos infectados con la cepa de referencia de T cruzi |
WA 250 cl10B.(M/DID/BR/Wa 250)
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Grupo 2: 60 triatominos infectados con la cepa de referencia Z3 Canlll.
(M/HOM/BR/68/CAN Il CL2a)

Grupo 3: 60 triatominos infectados con proporciones equivalentes de las
cepas Tcly Z3 (mixtas),

Una vez establecida la infeccién, se realizé el seguimiento de la cinética
de morfotipos, durante 90 dias a partir del quinto dia post ingurgitacion (pi)
y cada cinco a siete dias aproximadamente (5).

Los morfotipos fueron determinados en heces frescas (400X) evacuadas
espontdneamente por el insecto y por examen del macerado de tracto
digestivo en 10 pl de solucion salina 0,8%, obtenido de 5 % de ejemplares
extraidos y disecados, de la poblacion inicial infectada, contados mediante
el método de Brener modificado (12).

Caracterizacion molecular en la cinética de infeccion. El material
obtenido del tracto digestivo, adicionalmente fue utilizado para extraccion
de ADN por un kit de purificacion basado en “salting out” (Wizard Genomic
DNA Purification System, Promega). La pureza e integridad del ADN fue
corroborada por separacion electroforética en gel de agarosa al 0,8% a
70V, en buffer TAE (Tris-4cido acético 40 mmol/L, pH 8; EDTA 1 mmol/L)
por 45 minutos.

La deteccién de ADN de genotipos de T. cruzi en infecciones simples y
mixtas fue determinada por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de
la region variable de los minicirculos del ADN del Kinetoplasto (ADNk) con
los iniciadores S35(5'-AAATAATGTACGG(T/G)GAGATGCATGA-3') y S36
(5'GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3'). La reaccién se desarroll6 en 20 uL
de volumen final que contuvo 10 ng de ADN molde, en un buffer de
reaccion (10 Tris-HCI 10 mmol/L , pH 8,5, KCI 500 mmol/L) , 1 U de Taq
polimerasa, MgCl, 1 mmol/L, desoxynucleotidos trifosfato (dNTP) 200
pmol/L y 10 pmol de cada iniciador especifico. La reaccion de PCR se llevo
a cabo mediante el siguiente programa: Desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de Desnaturalizacion a 94 °C, por
1 minuto, Hibridacién a 65 °C por 1 minuto y Extensién a 72°C por 1
minuto, terminando con una Extensiéon final a 72°C, durante 10 minutos.
Los productos de la PCR fueron visualizados por medio de electroforesis

en gel de agarosa al 1,5% y tefiidos con Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL)
(13).

Para estudiar las diferentes sub poblaciones, se llevo a cabo la
amplificacion de repeticiones simples del gen de miniexon del pardsito en
el ADN obtenido de triatominos en infecciones mixtas, usando iniciadores
complementarios a la region del miniexédn (GenBank N° de acceso
X00935) correspondientes a GE12 (5°-GGG AAG CTT CTG TAC TAT ATT
GGT A-3") y GE13 (5°-GGG AAT TCA ATA TAG TAC AGA AAC TG-3)).
Brevemente, la PCR se llevd a cabo con un volumen final de 25 ul de
mezcla de reaccién que contuvo 10 ng de ADN gendmico como molde, 100
pmol de cada iniciador y 100 umol/L de dNTPs en un buffer de reaccion
(20 Tris-HCI 10 mmol/L, pH 8,5, KCI 500 mmol/L) MgCl, 1,5 mmol/L y 1
U de Taq® polimerasa. La amplificacion fue llevada a cabo sobre las
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siguientes condiciones: cinco ciclos (94 °C, 30 s; 45 °C, 2 min; 65°C, 30 s)
seguido de 25 ciclos (94 °C, 30 s; 50 °C, 1 min; 72°C, 3 min). Los
productos amplificados fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% en buffer TAE. La visualizacién de los productos
amplificados se logré mediante tincion con bromuro de etidio, fotografiado
Mediante el sistema Gel Doc 2000 de BioRad (se muestran los negativos
de las imégenes digitalizadas). EI tamafio de los productos de
amplificacion se determind con un patron estandar de ADN lineal de doble
hebra entre 200 pb a 12 kb (Hiperladder I, Bioline ©) y un patrén estandar
de ADN lineal de doble hebra entre 500 pb a 5 kb (Hiperladder 111, Bioline
©) segun el caso (4, 14).

Analisis estadistico. Las diferencias para los datos y curvas de cinética
en infecciones Unicas y mixtas para cada caso fueron evaluados por la
prueba de categorizacion de valores como Kruskal Wallis usando el
programa Statgraphic plus.-2005.

RESULTADOS

La estandarizacién de la alimentacidn artificial sobre el modelo R. prolixus
establecido, revel6 que para los estadios ninfales del modelo vector
escogido, en condiciones de alimentacion sobre sangre de conejo
desfibrinada a 37 °C, esta especie toma un total de 0,5 mL de
sangre/ejemplar para la replecibn completa, con diuresis espontanea y
limpia de heces, a 1 minuto post replecion.

Todos los triatominos infectados artificialmente y examinados tanto en
heces expulsadas espontdneamente, como en diseccion, esta ultima sobre
el 5% de la poblacién de triatominos, con poblaciones Unicas y mixtas del
parasito, revelaron la presencia de morfotipos del parasito tan temprano
como siete dias y mantenidas en promedio hasta 50-60 dias, evidenciado
por la amplificacion de la banda caracteristica para ADNk de 330 pares de
bases (pb), (Figura 2).
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Figura 2 (a) Amplificacion de la region variable del minicirculo de ADNk (330 pb) en infeccion
simple con una subpoblacién de Trypanosoma cruzi (Tcl) en Rhodnius prolixus
experimentalmente infectado M (marcador) = Hiperladder | (Bioline, de abajo hacia arriba 200-400-
600-800 pb). 1= Dia7pi 2=Dia 14 pi, 3= Dia 22 pi, 4=Dia 30 pi 5=Dia 30 pi, 6-8= Dia 50 pi 9= Dia
60, 10= Control Negativo (b) Amplificacién de la regién variable del minicirculo de ADN k (300 pb)
en infeccion mixta con subpoblaciones de Trypanosoma cruzi (Tcl+ Z3) en Rhodnius prolixus
experimentalmente infectado M (marcador) = Hiperladder | (Bioline,), 1= Referencia Tcl, 2=
Referencia Z3, 3= Dia 7pi 4= Dia 14 (muestra 6), 5= Dia 14, 6= Dia 22, 7= Dia 22, 8= Dia 30, 9=
Dia 50 10y 11= Dia 60, 12= Control Negativo de la reaccion.

En relacién a la cinética, se observé el patrdon tipico para T. cruzi, con una
fase estacionaria de crecimiento seguida de una fase logaritmica, en
promedio para el dia 20 post infeccion (pi). Igualmente, en promedio a
partir del 5to dia pi., se observaron los epimastigotes, responsables del
mantenimiento de la infeccion en el vector, para sucederse hacia la
metaciclogenesis segun la secuencia tipica de crecimiento (17).

Los morfotipos presentes en tubulos de Malpighi sobre el 5% de la
poblacion disecada, mostraron que infecciones con Tcl presentaron mayor
valor de formas multiplicativas (epimastigotes) hasta el final del periodo de
estudio en relacién con las infecciones con Z3, las cuales mostraron
retardo en el crecimiento y una carga menor de epimastigotes.

Una reduccion similar de la adaptacion del parasito fue observada también
para la poblacion de formas infectantes o tripomastigotes metaciclicos
tanto para las infecciones uUnicas (Z3) como para las infecciones mixtas
(Tcl + Z3) con disminucion de la metaciclogénesis (en promedio de un
75%). En este caso fue observado también un descenso de la infeccidn
triatominica en 50% de la poblacion total y una mortalidad mayor para las
infecciones mixtas con respecto a las infecciones Unicas o sencillas
(Figura 3a, 3by 3c).
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Figura 3. (a) Cinética de morfotipos de T. cruzi en heces obtenidas por diseccion de Rhodnius
prolixus infectado con Tcl. (b) Cinética de morfotipos de T. cruzi en heces obtenidas por diseccién
de Rhodnius prolixus infectado con Z3. (c) Cinética de morfotipos de T. cruzi en heces obtenidas
por diseccion de Rhodnius prolixus infectado con Tc | + Z3

Los datos evaluados por Kruskal Wallis, revelaron diferencias significativas
en la supoblaciones de epimastigote (Estadistico = 7,28941 p=
0,0261291) y de metaciclicos (Estadistico = 6,76529 p = 0,033957 ) en

cada caso.

A pesar de la baja carga parasitaria los metaciclicos fueron probados en
su capacidad infectiva a través de su inoculacion en modelo murino con
protocolo de baja virulencia (10), resultando competentes o infectivos,
aun cuando en el caso de Z3 y de la infeccion mixta de baja
adaptabilidad, se presento una prepatencia de hasta 18 dias en
promedio.

La evaluacién del espaciador del gen de mini exdn revelé una banda de
valor oscilante entre 544-560 para variantes de Tcl y una banda por
encima de 560 para Z3. En resumen, la cinética de infeccién con
poblaciones mixtas, aun cuando con pocos eventos de amplificacion por
PCR, revelaron predominantemente bandas correspondientes a Tcl y para
el final de la infeccion (50 a 60 dias pi) revelaron exclusivamente bandas
correspondientes Tcl sin aparicion de Z3. (Figura 4).
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Figura 4. Amplificacion por PCR de repeticiones simples del gen de miniexon, usando primers
complementarios a la region del exén (N° de acceso X00935L) para amplificar una banda de valor
oscilante entre 544-560 para variantes de Tcl y una banda por encima de 560 para Z3, en
infecciones experimentales de R. prolixus. Carril 1.: Marcador Hyperladder llI(Bioline). Carril 2:
ADN de Tcl. Carril 3: ADN de Z3. Carril 4: ADN de mezcla Tcl + Z3. Carril 5: Control negativo de la
reaccion. Carriles 6 al 10: Z3 colectado de tracto digestivo a los 7, 14, 22, 30 y 50 dias post
ingurgitacion. Carriles 11 al 14: infecciéon mixta (Tcl-Z3) colectado de tracto digestivo en los mismos
intervalos de tiempo.

DISCUSION

El efecto de infecciones mixtas de diferentes subpoblaciones de T. cruzi en
el hospedador vertebrado ha sido estudiado ampliamente (15), sin
embargo poco se ha hecho a este respecto en el modelo triatomino (7, 16).
Los resultados obtenidos con las técnicas utilizadas permitieron seguir la
cinética de infeccién y la predominancia de genotipos del parasito en el
intestino del vector sin necesidad de métodos de amplificacién en cultivo,
lo cual podria ser utilizado para la evaluacion de infecciones naturales de
vectores en areas endémicas.

Dado que estos vectores son los dispersadores del parésito por
excelencia, es logico pensar que en condiciones naturales, el mismo se
encuentre infectado con més de una sub poblacion del parasito. El
sinergismo o la seleccion de sub poblaciones de T. cruzi en el vector
podria ser el reflejo de los genotipos predominantes en un area geografica
especifica y por ende de la clinica de la infeccién que estaria asociada a
ellos (17).

R. prolixus se mostr6 susceptible a infecciones con las cepas de
referencias de los linajes similares a los que circulan en Venezuela (3)
lograndose co-infeccion, de genotipos con reduccion del fittness del
parasito en cuanto a su numero o carga parasitaria, aun cuando la cinética
siguid el patron caracteristico ya reportado para T. cruzi en este vector y
en otras especies vectoras (5, 7). Los resultados revelan que durante todo
el periodo experimental, Tcl parece ser que amplifica predominantemente
frente a Z3, quedando Tcl al final de la infeccion (2 meses pi) como el
Gnico genotipo que se revela por métodos moleculares en nuestro modelo.
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Sin embargo los resultados no permiten asegurar una exclusién de Z3 ya
gue en baja carga parasitaria la PCR podria resultar negativa.

R. prolixus podria actuar en infecciones mixtas, como filtro biol6gico para
algunos sub tipos de parésitos y con esto se puede inferir una posible
seleccion que favorece el crecimiento de Tcl en el intestino del vector.
Esta capacidad de seleccién de genotipos parece ser vector dependiente
(18), para esta cepa de R. prolixus obtenida en Venezuela y refrescada
periddicamente con cepas de origen silvestre y peridoméstico recién
colectadas, lo cual explicaria porque en areas endémicas de nuestro pais,
se ha encontrado Tcl como genotipo predominante (3).

Este trabajo es una primera aproximacion a los escasos estudios con datos
parasitolégicos y moleculares coincidentes, que ayuden a dilucidar la
existencia de asociaciones especificas vector-subpoblaciones del parasito
en el laboratorio y en el campo. Pruebas moleculares confirmatorias con
algunos otros marcadores para probar la predominancia o segregacion de
subpoblaciones dentro del vector se estan llevando a cabo
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