Salus online Vol. 12- Sup. 1 Trypanosoma cruzi: heterogeneidad genética p. 149

[ ARTICULO ]

Heterogeneidad genética del ADN de kinetoplasto (KADN) de Trypanosoma cruzi
inducida por tratamiento con Bromuro de Etidio

Ana Rita De Limg Rivero, Maria Consuelo Navarro Aguilera, Rosa Yanet Arteaga Ochoa, Victor
Tulio Contreras Alvarez.

ﬂboratorio de Protozoologia. Instituto de \

Biologia Molecular de Parasitos. Facultad
Ciencias de la Salud. Universidad de
Carabobo. Valencia, Estado Carabobo.
Venezuela.

Correspondencia: A.R.De Lima Rivero

Email: adelima@uc.edu.ve

Financiamiente Fondo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (FONACIT) Proyecto S1-
2001000683; del Consejo de Desarrollo
Cientifico, Humanistico y Tecnolégico (CDCH-

\UC) Proyectos FCS-2003005 y ch-zooeooe./

RESUMEN

Se reportan cambios en los perfiles de esquizodemos de Trypanosoma cruzi después del tratamiento
con Bromuro de Etidio (BrEt). En este trabajo nos propusimos determinar si el tratamiento con BrEt
produce modificaciones estables en el KADN de Trypanosoma cruzi. El BrEt caus6 dafios perceptibles en
el kinetoplasto (diskinetoplastia) de tripomastigotas metaciclicos de cinco aislados diferentes (dos clones
y tres cepas) de T. cruzi después del primer, segundo y tercer tratamiento con dicho mutageno.
Partiendo de metaciclicos diskinetoplasticos de los cinco aislados estudiados, el medio axénico
selecciond parasitos con kinetoplasto normal; cuatro de ellos mostraron esquizodemos idénticos al
aislado parental y uno mostré cambios en la region de los minicirculos. Se obtuvieron clones y sub-
clones de una cepa parental usada como control de heterogeneidad genética y de un clon derivado de
ella (control de homogeneidad), mantenido por cuatro afios en cultivo antes y después del tercer
tratamiento con BrEt. El andlisis de esquizodemos mostrd diferencias entre clones de la cepa parental,
ninguna diferencia entre sub-clones del clon derivado de la cepa parental y nuevamente aparecen
cambios en algunos clones obtenidos después del tratamiento con BrEt. El andlisis de esquizodemos de
los parasitos clonados demostrd que el BrEt inserta mutaciones estables en los minicirculos, las cuales
se mantienen silentes en la poblacién. También se demostré una alta tasa de cambio del KADN e
induccién de heterogeneidad genética a escala de laboratorio.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi kinetoplast DNA (kDNA) genetic heterogeneity induced by ethidium bromide
treatment.

Changes in the schizodeme profiles of Trypanosoma cruzi after treatment with Ethidium Bromide (EthBr)
are reported. In this work, our proposal was to determinate if the treatment of T. cruzi with EthBr put in
stable modifications in the kDNA. EthBr caused perceptible damage in the kinetoplast (diskinetoplasty) of
metacyclic trypomastigotes of five different isolates (two clones and three strains) of T. cruzi after first,
second and third treatment. In the five cultures starting of metacyclic diskinetoplastic, the axenic culture
choosed parasites with normal kinetoplast; four showed shizodemes identical to the parental isolated and
one showed changes in the minicircles region. A parental strain used as a genetic heterogeneity control,
and its derived-clone (genetic homogeneity control) maintained for 4 years in culture before and after of
the third treatment with EthBr was cloned and sub-cloned. Schizodeme analyses showed, as expected,
differences among clones of the parental strain, no differences among sub-clones from derived-clone and
newly appear changes in any clones obtained after of the treatment with EtBr. Schizodeme analysis of
cloned parasites evidenced that EthBr inserted stables mutations in the minicircles which were
maintained silent into population. A high change rate of T. cruzi KDNA and genetic heterogeneity
induction to scale of laboratory also was demonstrated.

Key Words: Trypanosoma cruzi, KDNA, schizodemes.
INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi, agente causal de la Enfermedad de Chagas, es un
Trypanosomatidae perteneciente al Orden Kinetoplastida, caracterizado por
presentar el ADN mitocondrial ubicado en el kinetoplasto. Durante el ciclo
vital de los parasitos de la Familia Trypanosomatidae ocurren transformaciones
morfolégicas en una sucesion sincrénica con cambios de aspecto, tamafio y
ubicacién del kinetoplasto (1). La organela cumple un doble papel: uno
funcional, como mitocondria para garantizar la sobrevivencia de los estadios
dependientes de fosforilacion oxidativa, y otro como reservorio de
heterogeneidad poblacional del genoma extra-nuclear. Varios de los rasgos
inusuales de los tripanosomatideos (trans-splicing, edicion de los ARN
mitocondriales y escasez de intrones), son comunes en los kinetoplastidios
desde antes de la adopcién del parasitismo.

El ADN del kinetoplasto (KADN) representa mas del 20% del ADN total celular y
consta de dos tipos de moléculas de ADN circulares y concatenadas, algunos
maxicirculos y miles de minicirculos. Los maxicirculos tienen genes tipicamente
mitocondriales, muchos de los cuales se traducen so6lo después de editarlos.
Los minicirculos codifican los ARN guias involucrados en los procesos de
maduracion de los ARNm 6 ARN mitocondriales (edicion de ARN). Se ha
demostrado que la heterogeneidad de los mini-circulos es producto de
recombinaciones entre ellos (2) y que esto contribuye en la sintesis de ARN
guias (ARNg) que participan en los procesos de edicibn de ARNmM
mitocondriales (3).

Los diferentes aislados de Trypanosoma cruzi se caracterizan por presentar
cambios en el numero y secuencia de los mini-circulos que conforman su kADN
(4, 5). Esta variabilidad en la regién de mini-circulos ha sido utilizada como
marcador molecular para la tipificacién y comparacién entre diferentes aislados
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de tripanosomatideos (6). La caracterizaciobn genotipica de los
tripanosomatideos se hace comparando los fragmentos de la digestion del
kADN con endonucleasas de restriccién, usando la técnica de esquizodemos

(7).

Para fines comparativos, el analisis del KADN por esquizodemos tiene las
ventajas siguientes: (a) los genes mitocondriales son pequefios en tamafo y
complejidad, lo que facilita el analisis con endonucleasas de restriccion y su
secuenciamiento; (b) las secuencias de ADN mitocondrial cambian mucho més
rapidamente que los genes nucleares (8), de ahi que sean mas utiles para
comparar organismos con divergencias recientes; (c) el genoma de la organela
muestra méas polimorfismo dentro de una especie, revelando detalles de la
estructura poblacional que no son obtenibles por otros métodos; (d) el KADN es
resistente a la manipulacion (9). Una de las aplicaciones mas comunes de la
técnica de esquizodemos es la caracterizacion de aislados de regiones
geograficas (6, 10, 11, 12). También se ha utilizado con éxito para discriminar
entre especies relacionadas de tripanosomatideos como T. cruzi y T. rangeli
(13) y varias especies de Leishmania (14, 15).

Recientemente se ha extendido el uso de otras técnicas para detectar la
heterogeneidad genética de los tripanosomatideos, como la amplificacion
mediante PCR de regiones de ADN que actian como marcadores genéticos.
Entre esos marcadores se cuenta la secuencia de 300-350 pb situada en el
espaciador intergénico del gen de la secuencia lider o miniexén del ADN
nuclear de T. cruzi (16) y una secuencia de 110-125 pb del rARN 24Sa (17).
Sin embargo, estas técnicas de amplificacion solo permiten la clasificacion del
parésito en dos grupos o linajes: T. cruzi-ly T. cruzi-Il (16, 17, 18).

Posteriormente se pudo establecer una mayor diversificacién del parasito,
empleando estas mismas secuencias mediante la técnica PCR multiplex
permitiendo su clasificacion como T. cruzi-l, T. cruzi-ll, T. cruzi Z3 o T. rangeli
(19). También, mediante la utilizacion de fragmentos de restriccién polimérficos
se logro la ampliacién de T. cruzi-ll en cinco subgrupos denominados lla, Ilb,
llc, 1ld y lle (20). Sin embargo, la mayor deteccion de variabilidad genética en
T. cruzi ha sido obtenida mediante la amplificacion de la region de minicirculos
del kKADN (21, 22), reafirmando la validez de la técnica de esquizodemos para
detectar subpoblaciones de parasitos asociadas a ciertos factores como
aislamiento de cepas a partir de un hospedador, condiciones de mantenimiento
en el laboratorio y patogenicidad entre otros.

La inducciéon de diskinetoplastia utilizando mutdgenos quimicos, conduce a la
pérdida total de la organizacion del kinetoplasto y se evidencia como la
ausencia de esa organela por microscopia O6ptica. El Bromuro de Etidio (BrEt)
actta como un agente intercalante del ADN del paréasito, inhibe la DNA
polimerasa mitocondrial y bloquea la duplicacion del kinetoplasto. Bajas
concentraciones de BrEt producen inhibicion selectiva de la topoisomerasa tipo
Il del KADN (23), provocando alteraciones en la cantidad e incluso desaparicion
del ADN del kinetoplasto con presencia de estructuras mitocondriales sin
contenido interno que no son detectables a nivel citolégico.
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En este trabajo aportamos evidencias indicando que la mutagénesis quimica de
Trypanosoma cruzi con BrEt contribuye a enriquecer la heterogeneidad
genética del pardsito, generando organismos con esquizodemos modificados.

MATERIALES Y METODOS

Parésitos y condiciones de mantenimiento: la cepa EP se aisl6 de un caso
humano en 1967 y se mantuvo 9 aflos por pases sucesivos cada 2 semanas en
ratones albinos (condicion vertebrado). A partir de 1977, se identific6 como
EPm vy se ha mantenido en Rhodnius prolixus con pases eventuales en ratén
(condicion triatomino). Para el momento de iniciar los ensayos de mutagénesis,
la cepa EPm tenia 17 afios en la condicion triatomino. La cepa EPv representa
un aislado de la linea madre mantenido en cultivo por “repiques” semanales
desde 1985 (condicion cultivo), y tenia 9 afios mantenida en esa condicion para
el momento de iniciar los ensayos de mutagénesis. El clon EPm6 se obtuvo en
1991 de formas de cultivo de la cepa EPm, por dilucién limite, plagueo en agar
blando y seleccion de una colonia (24). Este clon se mantuvo en la condicién
triatomino por 3 afios antes de iniciar los ensayos de mutagénesis. El aislado
dK111 se obtuvo del clon EPm6 en 1995 después del tercer tratamiento con
BrEt, partiendo de metaciclicos con 32% de akinetoplastia, incubando en medio
LITB (25). Los cultivos derivados de estos parasitos mutagenizados se
mantuvieron por 4 afios antes de iniciar los ensayos de clonamiento por
dilucion limite y siembra de 1 parasito/100 ul en placas de plastico con 96
pozos. Los ensayos de clonaje del aislado dk111, EPm y sub-clonaje de EPmM®6
se hicieron simultdneamente. La cepa Brasil de Trypanosoma cruzi se aislé en
Brasil de un caso humano, se trajo al laboratorio en cultivo y se mantiene
desde 1977 en la condicién triatomino. La cepa PP fue aislada de un caso
humano (Pedro Parra) en 1969, se mantuvo en la condicion vertebrado hasta
1977 y a partir de ahi en la condicion triatomino. La cepa RpN2 se aislé en
1989 de un vector (Rhodnius prolixus) naturalmente infectado y se mantiene
desde su aislamiento en la condicion triatomino.

El aislado Dm30L se clon6 de la cepa Dm30, la cual se aisl6 de un rabipelado
(reservorio, Didelphis marsupialis) en 1976 y se mantiene en la condicion
triatomino. El clonaje se hizo en 1986 por micro-manipulacion y “pesca” de 1
metaciclico de la orina de insectos experimentalmente infectados e inoculacion
en camadas de ratones recién nacidos. Los parasitos de las condiciones
triatomino y raton se re-aislaron de ratones experimentalmente infectados y se
mantienen por pases seriados en medio de cultivo (26). Los aislados usados en
este trabajo pertenecen filogenéticamente al linaje T. cruzi | revelados segln
la region de 350 pb situada en el espaciador intergénico del gen de la
secuencia lider o miniexon del ADN nuclear de T. cruzi y/o la secuencia de
110 pb del rADN 24Sa.

Mutagénesis con BrEt y obtencién de masas: Cultivos con 2 x 107
parasitos/mL al quinto dia de crecimiento a 27°C en medio LITB de cada cepa
(PP, Brasil, RpN2) y de cada clon (EPm6 y Dm30L) de T. cruzi se trataron con
BrEt (5 wpg/ml) durante 18 horas en tres oportunidades diferentes vy
consecutivas. Después del primer tratamiento se obtuvieron formas
metaciclicas mediante induccion in vitro en medio TAU3AAG (27) y se
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purificaron por cromatografia en columnas de intercambio i6nico. Las formas
metaciclicas obtenidas de las cepas EPm, Dm30L, PP, Brasil y RpN2 fueron
incubadas en medio LITB e identificadas como dK1, dK2, dK3, dK4 y dk5,
respectivamente. Estos cultivos se mantuvieron por pases seriados en medio
axénico por al menos 4 meses hasta que se hizo un segundo tratamiento
idéntico con BrEt. Los cultivos obtenidos del segundo tratamiento se
identificaron como dK11, dK22, dK33, dK44, dk55 y se mantuvieron por al
menos 6 meses previo al tercer tratamiento, obteniéndose cultivos identificados
como dK111, dK222, dK333, dK444 y dk555, los cuales fueron mantenidos en
cultivo por varios afios. Controles de las cepas parentales (EPm, Dm30L, PP,
Brasil y RpN2) y de la linea parental clonada (EPm6) fueron similarmente
procesados, pero sin el tratamiento con BrEt. El efecto mutagénico del BrEt se
evalué determinando el porcentaje de formas metaciclicas sin kinetoplasto
(akinetoplasticos) en laminas coloreadas con Giemsa acido. De cada condicidn
de mutagénesis, asi como de las condiciones controles sin mutagenizar se
obtuvieron masas de aproximadamente 350 mgs de peso humedo de los
parasitos para la extraccion del KADN (9).

Anédlisis de Esquizodemos: Para la digestion se incub6 2 yg de KADN con 4
Unidades de EcoR1 (Sigma, R2881) durante 1 hora a 37° C. Posteriormente a
cada muestra se afiadié 8 ug de Proteinasa K (Sigma, P-6556) y se incubd
durante 1 hora a 37° C (9). Los fragmentos de restricciéon fueron separados
electroforéticamente empleando geles de poliacrilamida con gradiente 4,5-10%
(28), fijados y coloreados con la técnica de plata metélica (29). Se utilizd6 como
patron electroforético el fago lambda digerido con Hindlll y EcoR1 (Sigma, D-
9281).

Obtencion de clones y sub-clones del parasito. La cepa EPm y el clon
EPmM6, re-aisladas de la condicién triatomino y mantenidas en cultivo por un
tiempo equivalente al del aislado dK111 se clonaron o sub-clonaron por
dilucion limitante, “sembradas” (1 paréasito/pozo) en placas de 96 pozos e
incubadas en medio LITB durante 28 dias a 27 °C. Muestras de kADN
obtenidas de parasitos cultivados a partir de pozos positivos se compararon
mediante la técnica de esquizodemos (9). Los clones derivados de la cepa EPm
se identificaron como mD7, mD9, mC6, los sub-clones derivados del clon EPmM6
como 6C6, 6D6, 6E3, 6E5, 6F9 y del aislado dk111 como kD5, kD9 y kF2.

Analisis densitométrico: el tamafio de los fragmentos de restriccién se
calcul6 mediante digitalizacion de los geles secados entre hojas de papel
celofan en un densitometro BIO-RAD modelo GS-670, empleando el programa
Molecular Analyst/PC Versién 1.2.

RESULTADOS

En los aislados dK1, dK3 y dK5 sometidos a un segundo y tercer tratamiento,
hubo un incremento progresivo del porcentaje de diskinetoplastia (Filas dK1 a
dK111; dk3 a dK333; dK5 a dK555), mientras que con el segundo tratamiento
los aislados dK2 y dK4 muestran el mismo porcentaje de diskinetoplastia que
con el primer tratamiento (dK22 y dK44) y el incremento en el porcentaje de
diskinetoplastia ocurrié con el tercer tratamiento. Los cultivos derivados de las
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diferentes mutagénesis, presentaron kinetoplasto con apariencia normal. La
comparacién de las curvas de crecimiento de poblaciones mutagenizadas (dK1,
dK11 y dK111, dK2, dK22, dK222, dK3, dK33, dk333, dK4, dK44, dK444 y dK5,
dK55, dK555) mantenidas en cultivo por tiempos variables entre las sucesivas
mutagénesis y metaciclogénesis, no mostraron diferencias significativas en su
capacidad para crecer en medio LITB respecto a los aislados parentales.
También mantuvieron la capacidad para diferenciarse a metaciclicos vy
resistencia a la lisis por complemento (resultados no mostrados).

Analisis de esquizodemos: La Figura 1 muestra que el perfil de esquizodemos
de la cepa EPm (canal B) es diferente del clon EPmM6 (canal A) y del aislado de
la cepa EPm mantenido en cultivo (Canal C). El clon Dm30L mantenido por
igual tiempo en la condicion cultivo (canal D), vertebrado (canal E) vy
triatomino no muestra diferencias significativas en sus perfiles de restriccion.
Los perfiles de restriccion del KADN del clon Dm30L sometido a digestion por 3
0 4 horas (canales G y H) también muestran idénticos perfiles.
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Figura 1. Analisis de esquizodemos de los perfiles de restriccion del KADN de cepas y clones de
Trypanosoma cruzi mantenidos en condiciones diferentes por tiempos variables. Canal A corresponde al
clon 6 de la cepa EPm (canal B) y de un aislado de EPm mantenido por varios afios en cultivo (Canal
C). Los canales D a F corresponden al clon Dm30L mantenido por varios afios en cultivo (D), en ratén
(E) y por pases alternos triatomino/raton (F). EI clon Dm30L mantenido en ratén fue digerido con Eco R1
por 3 y 4 horas respectivamente (canales G y H). Los canales A corresponden a fragmentos del fago
lambda digerido con Hind Il y Eco R1. Los numeros a la izquierda indican el tamafio de los fragmentos
en pares de bases (pB).
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La Figura 2 muestra que cada cepa parental (canales A, E, I, My Q) presenta
perfiles de esquizodemos distintos con diferencias significativas entre ellos
por debajo del marcador 1130 pb. El primero, segundo y tercer tratamiento de
los aislados EPm6, Dm30L, PP y RpN2 (canales B a D, FaH,JaLyRaT,
respectivamente) no produjo cambios en los perfiles parentales (canales A, E, |

y Q).
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Figura 2. Analisis de esquizodemos de los perfiles de restriccion del KADN de cepas y clones de
Trypanosoma cruzi antes y después de uno, dos y tres tratamientos con BrEt. Los canales A, E, |, My Q
corresponde a los aislados parentales (EPm6, Dm30L, PP, Brasil y RpN2, respectivamente) antes de
tratar con BrEt, los canales B, F, J, Ny R a parasitos con un tratamiento (dK1, dK2, dK3, dK4 y dK5,
respectivamente ), los canales C, G, K, O y S a parasitos con dos tratamientos (dK11, dK22, dK33, dK44
y dK55, respectivamente) y los canales D, H, L, P y T a parasitos con tres tratamientos (dK111, dK222,
dK333, dK444 y dK555, respectivamente). Los canales A corresponden a fragmentos del fago lambda
digerido con Hind Il y Eco R1. Los numeros a la derecha indican el tamafio de los fragmentos en pares
de bases (pB).

Sin embargo después primer tratamiento, el perfil del aislado dK4 (canal N) es
diferente al perfil de la cepa parental Brasil (canal M), donde se aprecian al
menos dos fragmentos de restriccion (punta de flecha, izquierda del canal M)
ausentes en el aislado dK4. Este nuevo perfil se mantuvo igual en los dos
tratamientos siguientes (dk44 y dK444, canales O y P).

En la Figura 3 se observa que los parasitos clonados mantenidos en cultivo
por 12 y 24 meses (canales B y C) conservan el mismo perfil del clon EPm6



Salus online Vol. 12- Sup. 1 Trypanosoma cruzi: heterogeneidad genética p. 156

parental usado como tiempo cero del estudio y recientemente aislado de la
condicién triatomino (canal A). Pardsitos no clonados mantenidos en cultivo
por 12 y 24 meses (canales E y F) presentan el mismo perfil de la cepa RpN2
parental recientemente aislada de la condicién triatomino (canal D).
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Figura 3. Andlisis de esquizodemos de los perfiles de restriccion del KADN de aislados de Trypanosoma
cruzi tratados o no con BrEt y mantenidos en cultivo por diferentes tiempos. El canal A corresponde al
clon EPm6 mantenido en la condicién triatomino, los canales B y C al clon EPm6 mantenido en cultivo
por 12 y 24 meses, respectivamente. Los canales D, E, F a la cepa RpN2 mantenida en cultivo por 0,
12 y 24 meses. El canal G al clon EPm6 antes de tratar con BrEt, los canales H e | al aislado dK1
mantenido en cultivo después del primer tratamiento con BrEt por 1 y 4 meses, respectivamente. Los
canales J y K al aislado dK11 mantenido en cultivo después del segundo tratamiento por 1 y 6 meses,
respectivamente. El canal L al aislado dK111 mantenido en cultivo después del tercer tratamiento por 1
mes. Los canales A corresponden a fragmentos del fago lambda digerido con Hind lll y Eco R1. Los
ndmeros a la izquierda indican el tamafio de los fragmentos en pares de bases (pB).

Los aislados dK1 después del primer tratamiento con BrEt mantenidos en
cultivo por 1 o 4 meses (canales H e |), muestran perfil idéntico que el clon
EPmM6 parental sin mutagenizar (canal G). Los aislados dK11 después del
segundo tratamiento con BrEt mantenidos en cultivo por 1 o 6 meses
(canales J y K), muestran igual perfil que clon EPm6 parental sin mutagenizar
(canal G). El aislado dK111 después del tercer tratamiento con BrEt mantenido
en cultivo por 1 mes (canal L), muestra el mismo perfil que el clon EPmM6
antes de mutagenizar (canal G).
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Clonaje de parasitos genéticamente homogéneos y heterogéneos: Los
resultados del clonaje por dilucion y siembra de 1 paréasito/pozo en placas de
96 pozos fueron: (a) en la placa EPm se obtuvo crecimiento en 17 pozos (16%
de eficiencia). Se seleccionaron 2 clones (EPmD7 y EPmD9) para el anélisis de
esquizodemos, los cuales crecieron como epimastigotes de aspecto
redondeado en la fase inicial del aislamiento; (b) en la placa del clon EPmMC6
se obtuvieron 35 sub-clones (34% de eficiencia), 12 de ellos se expandieron
en medio LITB y se usaron cinco para el analisis del kDNA (EPm6C6, EPmM6D6,
EPmM6E3, EPmM6E5 y EPmM6F9); y (c) de la placa con la sub-poblacion dK111
mutagenizada y mantenida por 4 afos en cultivo antes del clonaje, se
obtuvieron 14 clones (13% de eficiencia) y se seleccionaron 3 (dK111DS5,
dK111D9 y dK111F2) para anélisis de esquizodemos.

La Figura 4 muestra que mediante clonaje de la cepa parental EPm (canal A)
usada como indicador de heterogeneidad, se evidenciaron perfiles con
fragmentos de restriccién diferentes al parental (flechas a la izquierda de los
canales B y D), uno compartido por los clones EPmD7 y EPmMD9 (canales By
C) y otro diferente para el clon EPm6 (canal D). Los sub-clones EPmM6CG,
EPmM6D6, EPmM6E3, EPM6E5 y EPmM6F9 (canales E, F, G, H e I) derivados del
clon EPm6 presentaron un perfil comdn sin modificaciones significativas al
perfil del clon parental EPm6 (canal D).

Figura 4. Andlisis de esquizodemos de los
perfiles de restriccion del KADN de una
cepa de Trypanosoma cruzi antesy
después de tratar con BrEt y de los clones
y sub-clones obtenidos a tiempos
diferentes en cultivo como descrito en
Materiales y Métodos. El canal A
corresponde a la cepa parental EPm
usada como control de heterogeneidad, los
canales B, Cy D alos clones EPmD?7,
EPmMD9 y EPmM6 obtenidos de la cepa
parental, los canales E, F, G, He l alos
sub-clones EPm6C6, EPm6D6, EPM6E3,
EPmMG6ES5 y EPm6F9 derivados del clon
EPm6 , el canal J corresponde al aislado
dk111 obtenido del tercer tratamiento del
clon EPm6 con BrEt y los canales K, Ly
M a los clones dK111D5, dK111D9y
It Y ) dK111F2 derivados del aislado dK111. Los
donesPm - Sub-clonesehmé - Conesdki1l canales A corresponden a fragmentos del
fago lambda digerido con Hind Ill y Eco
R1. Los numeros a la derecha indican el
tamafio de los fragmentos en pares de
bases (pB).
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Este perfil también es compartido por el aislado dK111 (canal J) derivado del
clon EPm6 después de tres mutagénesis con BrEt. Los clones dK111DS5,
dK111D9 y dK111F2 (canales K, L y M) derivados del aislado dK111 mostraron
un perfil comun que difiere del perfil parental (canal J) por la ausencia de
algunos fragmentos de restriccion (flechas a la izquierda del canal J).

DISCUSION

En este trabajo se confirma la heterogeneidad genética Trypanosoma cruzi y
gue el esquema de mantenimiento en el laboratorio selecciona sub-poblaciones
del parasito en aislados genéticamente heterogéneos. Se demuestra que el
tratamiento de una poblacién de T. cruzi genéticamente homogénea con BrEt,
introduce mutaciones cripticas y estables en los minicirculos, evidenciadas por
clonaje y analisis de esquizodemos.

El esquema de mutagénesis para cada aislado y en cada oportunidad, se hizo
tratando igual nimero de epimastigotas con igual concentracion de BrEt previo
a su diferenciacion en tripomastigotas metaciclicos. Estas condiciones de
trabajo permitieron cuantificar la accion del mutdgeno en condiciones
comparables para los cinco aislados, eludiendo el problema al mutagenizar
parasitos con diferentes tasas de crecimiento. La diferencia en los porcentajes
de diskinetoplastia indica una sensibilidad diferente del parasito al mutageno,
en funcion del aislado (Tabla |) y podria estar asociada a contenidos diferentes
de ADN total de estos parasitos (30). El incremento progresivo en el porcentaje
de diskinetoplastia (Tabla I) con los sucesivos tratamientos usando las mismas
condiciones, puede estar relacionado a reduccién progresiva en la cantidad
total de kADN/parasito debido a los tratamientos sucesivos.

La obtencion de cultivos de parasitos sin alteraciones morfolégicas en el
kinetoplasto partiendo de metaciclicos mutagenizados, indica que el cultivo en
medio axénico actué como un filtro biol6gico que selecciond poblaciones con
kinetoplasto normal. El hecho que los diferentes aislados (dK1 a dK5, dkl11 a
dK55 y dK111 a dK555, Tabla I) después del tratamiento con el mutageno
hayan mantenido las curvas de crecimiento, capacidad metaciclogenizante y
resistencia al complemento igual que las poblaciones parentales, indica que no
se alteraron propiedades bioldégicas fundamentales para la sobrevivencia del
parasito y sugiere que no hay alteraciones significativas a nivel del genoma
nuclear.

La identidad mostrada por los perfiles del clon Dm30L obtenidos después de 3
y 4 horas de digestién (canales G y H, Figura 1), excluye la posibilidad de que
los cambios en los patrones de restriccion sean producto de digestion parcial
del kADN. El hecho que, partiendo de la cepa EPm (canal B, Figura 1) se
hayan obtenido dos perfiles de restriccion diferentes (canales Ay C, Figura 1)
indica que el aislado EPm es genéticamente heterogéneo y que se
seleccionaron sub-poblaciones distintas tanto por el mantenimiento prologado
en cultivo (EPv) como por clonaje en placas de agar. Resultados previos de
nuestro grupo, demostraron que la cepa EPm (mantenida en la condicién
triatomino) y la cepa EPv (mantenida por largo tiempo en la condicién cultivo),
tienen diferencias significativas en infectividad, virulencia, capacidad
metaciclogenizante y expresion antigénica (26, 31), compatible con su
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condicién de genéticamente heterogénea. En apoyo a la heterogeneidad de la
cepa EPm, existe el hecho de obtener al menos un clon con perfil de
esquizodemos diferente (canal A vs canal B), por clonaje en agar blando. En
contraste, el aislado Dm30L que por su condicién de clon es genéticamente
homogéneo, cuando se mantuvo por varios afios bajo tres esquemas diferentes,
mantuvo perfil de esquizodemos idéntico. Estos resultados confirman que
cuando la poblacion es genéticamente heterogénea, el esquema de
mantenimiento no modifica el perfil de KADN, sino que actla como filtro
biol6gico seleccionando el perfil dominante. Adicionalmente, se confirman
planteamientos previos (32) donde la mezcla de dos cepas (Y y F) con
esquizodemos y velocidades de crecimiento diferentes y “repique” en ratones
con intervalos diferentes, selecciona uno de los perfiles de KADN de la mezcla.
Esos resultados iniciales les permitieron proponer que el mantenimiento de
Trypanosoma cruzi en el laboratorio con esquemas diferentes actia como filtro
biol6gico de sub-poblaciones con capacidades biol6égicas diferentes.

La caracterizacion de cinco aislados (dos clones y tres cepas) por la técnica
de esquizodemos, confirma su utilidad como herramienta de tipaje de aislados
diferentes de Trypanosoma cruzi (canales A, E, I, M y Q, Figura 2). La
deteccion de cambios en el perfil de restriccion de al menos una cepa después
de tratada con BrEt, evidencia la capacidad de la técnica para detectar
variaciones en los fragmentos de restriccion aun cuando se trabajé con sub-
poblaciones biolégicamente filtradas en condiciones que seleccionan
metaciclicos con kinetoplasto normal. Es evidente que la filtracion biolégica de
metaciclicos diskinetoplasticos generdé sub-poblaciones con esquizodemos
diferentes, confirmando que el tratamiento de Trypanosoma cruzi con BrEt
produce alteraciones en el kinetoplasto de los epimastigotas (33). Como el
cambio en el perfil ocurri6 sélo en uno de los 5 aislados sometidos a 3
tratamientos y se expresd a partir de la primera mutagénesis (canal M, Figura
2), es posible que las poblaciones con modificaciones en los minicirculos
representen menos de 1% de la poblacion total, el cual es el limite de
deteccién de la técnica (34) y que el perfil modificado pasé a ser el
esquizodemo predominante. Esto es de esperar debido a que la seleccion de
sub-poblaciones se hizo en condiciones que favorecian la amplificacién de los
parasitos sin dafio morfolégico del kinetoplasto. En parasitos del género
Leishmania se ha descrito cambios en la proporcion y nimero de minicirculos
con diferentes secuencias del KADN conservando la morfologia caracteristica
del kinetoplasto, proceso denominado como transkinetoplastidia (35).

La comparacion de los perfiles de una cepa y de un clon mantenidos por 1y 2
afios en la condicién cultivo (Figura 3) confirmé la estabilidad en los perfiles de
esquizodemos de aislados de T. cruzi mantenidos por varios afios bajo el
mismo esquema de mantenimiento (7, 9, 36). El hecho que los aislados
mutagenizados 1, 2 y 3 veces consecutivas mostraron idéntico perfil al clon
EPmM6 en un tiempo de cultivo tan corto como 1 mes (canales H, J, L vs canal
G, Figura 4) confirma que la filtracion biolégica por cultivo de metaciclicos con
diferentes porcentajes de diskinetoplastia, selecciona y amplifica rdpidamente
el perfil de la sub-poblacion dominante (sin excluir la existencia de mutantes
cripticos representados con bajo porcentaje en la poblacion analizada). Cuando
la seleccion de los parasitos mutagenizados se hace in vitro infectando cultivos
de células con metaciclicos diskinetoplasticos, se observa que las alteraciones
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morfolégicas producidas en el kinetoplasto de metaciclicos se transmiten y
amplifican tanto en los amastigotas (37), como en la mutagénesis de
tripomastigotas sobrenadantes de células en cultivo (38).

Para evidenciar la existencia de mutantes cripticos en los paréasitos
mutagenizados y filtrados por cultivo, se hizo clonaje de una poblacion después
de 3 tratamientos con BrEt. De las 5 sub-poblaciones obtenidas (dK111, dK222,
dk333, dK444 y dK555) se selecciond la sub-poblacion dK111 por proceder del
clon (EPmM6) y disponerse de la cepa parental (EPm) sabidamente heterogénea.
Los resultados obtenidos del clonaje y andlisis de esquizodemos de la cepa
EPm (Figura 4) indican que el tratamiento con BrEt contribuye a la
heterogeneidad genética del KADN y que el mantenimiento en cultivo por largo
tiempo conserva sub-poblaciones mutadas cuyo perfil no es dominante y que
pueden ser evidenciadas por clonaje. Esta afirmacién se deriva de la presencia
de perfiles diferentes al clonar la cepa EPm mantenida en la condicidn
triatomino y la conservacion en los perfiles de los sub-clones derivados de
EPmM6. Los resultados también indican la existencia de mutantes cripticos en
muy bajo porcentaje en el aislado dK111, cuyo perfil dominante coincide con el
perfil del clon EPm6 (canal J vs canal D, Figura 4). Finalmente, nuestros
resultados demuestran que el tratamiento con BrEt, muta algunos minicirculos
transformando un clon (EPm6) en una poblacién genéticamente heterogénea y
gue esas mutaciones se establecieron en el tiempo como clones genéticamente
diferentes, sin alteraciones morfoléogicas en el kinetoplasto. A nivel de
laboratorio, esta es la primera demostracién de la alta tasa de recambio del k-
ADN y que modificaciones genéticas pueden ser inducidas mediante
mutagénesis quimica, sin afectar las propiedades bioldégicas bésicas de
Trypanosoma cruzi.
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