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RESUMEN

La tripanosomiasis equina, conocida también como surra o
derrengadera es causada por Trypanosoma evansi. La misma ha sido
reportada en 19 paises a lo largo de América del Sur hasta América del
Norte y en el Norte de Africa. Afecta un gran nimero de hospedadores como

bufalos, cerdos, cabras, mulas, asnos y caballos (L.osos, 1980).

En Venezuela, muy poco se conoce sobre la taxonomia y variabilidad
de Trypanosoma evansi, por lo cual se hace importante el estudio

comparativo entre los diferentes aislados de este parasito.

Con la finalidad de estudiar los minicirculos de los diversos aislados
de Tripanosoma evansi, el objetivo del presente trabajo es caracterizar
patrones de minicirculos, obtenidos a partir de su digestion con enzimas de
restriccion para buscar posibles polimorfismos entre ellos y luego

compararlos con sus equivalentes africanos.

Para el logro del objetivo propuesto, se aislara el ADN gendmico de
los diversos aislados de Tripanosoma evansi provenientes de distintos
hospedadores y diferentes areas geograficas, a partir de tripanosomas
purificados. Se estandarizara la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de
Polimerasa) utilizando cebadores especificos para minicirculos, para su
amplificacion. Estos productos de PCR se someteran a electroforesis en
geles de agarosa a una concentracion de 1,5% con bromuro de etidio.
Amplificado el producto, se purificara utilizando el protocolo del DNA
Purification Kit de la casa BioRad, para luego sorneter este ADN a enzimas

de restriccion, segun condiciones preestablecidas. Se visualizaran




nuevamente los fragmentos digeridos, en geles de agarosa con bromuro de

etidio.
Con los resultados obtenidos se pretende establecer un analisis
comparativo entre los aislados venezolanos de Trypansoma evansi basados

en la homogeneidad de las secuencias de sus minicirculos.

Palabras claves: Trypanosoma, Minicirculo, Analisis por restriccion.
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INTRODUCCION

Las caracteristicas climéticas en los medios tropicales y subtropicales,
brindan las condiciones ambientales 6ptimas para la proliferacién parasitaria,
por ello los animales domésticos que se explotan comercialmente en estas
areas, estan sometidos permanentemente a la accion patégena de una
amplia gama de parasitos, los cuales producen diversos efectos adversos
sobre los animales, tanto en forma directa (provocando la muerte), como
indirecta (pérdida de peso, retardo de crecimiento, aumento del indice de
conversion alimenticia, etc.), traduciéndose en pérdidas econdmicas para los
productores y por ende retraso del desarrollo del subsector agricola, en

nuestro pais.

Entre las parasitosis que afectan a nuestra ganaderia bovina y equina,
podemos referenciar las enfermedades provocadas por protozoarios
parasitos, y dentro de ellos al grupo de los hematozoarios los cuales estan
ampliamente distribuidos en Venezuela, tal como es el caso de T. vivaxy T.

evansi (Arias, 1993).

Trypanosoma evansi es el hematozoario que se utilizara en este
trabajo de investigacion, con la finalidad de analizar una parte de su ADN
kinetoplasto como son los minicirculos, sobre los cuales se ha trabajo muy
poco en Venezuela. Dado este hecho de que en Venezuela existe escasa
informacién sobre los componentes del kinetoplasto de estos tripanosomas,
se analizara por PCR la presencia de secuencias equivalentes a minicirculos
utilizando cebadores especificos que los amplifican, para luego someterlos
a digestion con enzimas de restriccion y buscar posibles polimorfismos entre

los diferentes aislados de T. evansi.
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Estudios de minicirculos realizados por la técnica de RFLP
(Fragmentos de Restriccion de Regiones Polimérficas), técnica que se
utilizara en este trabajo, muestran que T. evansi al igual que otros
tripanosomas africanos y asiaticos, presenta minicirculos, sin embargo, éstos
son homogéneos en secuencia para T. evansi mientras que para T. brucei
son heterogeneos. Por lo tanto este estudio es importante desde el punto de
vista filogenético para conocer con detalle si realmente se trata de un
Trypanosoma evansi o de una variedad del mismo, y para determinar si las
secuencias de minicirculos de T. evansi venezolanos son tan homogéneas
como las secuencias de los minicirculos de los tripanosomas africanos vy

asiaticos.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los minicirculos constituyen un rasgo caracteristico del kinetoplasto de
los tripanosomas y codifican para pequefios ARN denominados ARN guia
(ARNg) que se encargan de editar el ARNm que se transcribe a partir de
secuencias de maxicirculos, que es otro de los componente del kinetoplasto
(Sturm y Simpson, 1990).

Generalmente, los minicirculos tienen una organizacidon gendmica
comun cuyas secuencias han sido analizadas. Por ejemplo, los minicirculos
de T. brucei tienen 27% de homologia. El 12% de esa homologia esta dentro
de una regién continua y el restante 15 % se encuentra distribuido a lo largo

de la molécula (Ou y col., 1991).

La comparacion de secuencias de minicirculos entre poblaciones de
tripanosomas de especies relacionadas (7. evansi, T. equiperdum y T.
brucei) también ha sido estudiada. Estudios previos realizados por Borst y
col. (1.987) mediante el uso de enzimas de restriccion, mostraron que los
minicirculos presentes en distintas poblaciones de T. evansi provenientes de
Africa, Asia y Sudamérica (Brasil) presentan secuencias homélogas entre si,
difiriendo sélo en un 4%, contrastando con las obtenidas para los
minicirculos entre poblaciones de T. brucei donde se observa amplia
heterogeneidad. Asimismo Ou y col. (1.991) mostraron extensas regiones de
homologia luego de un analisis comparativo de las secuencias de
minicirculos de 4 aislados de T. evansi provenientes de China, Las Filipinas y

Etiopia. Songa y col. (1.990) determinaron que 13 aislados provenientes de



Tailandia, Indonesia, Nigeria, Kenya, Sudan y Colombia fueron homogéneos
y finalmente, Lung y col. (1.992) obtuvieron similares resultados tras
comparar aislados originarios de China con sus homoélogos provenientes de

Africa y Sudameérica.

En Venezuela, se han hecho pocos estudios comparativos entre
poblaciones de T. evansi desde el punto de vista molecular. La
homogeneidad de secuencias de los minicirculos reportados en poblaciones
africanas y asiaticas de estos parasitos constituyen una caracteristica bien
representativa de los mismos. Estos estudios son importantes para
determinar si los nuestros son semejantes a los de otros continentes en su
secuencia molecular, o bien, si son diferentes. También pudieran tener
implicaciones en el uso de drogas anti tripanosoma cuyo blanco esta dirigido
a los minicirculos, las cuales son utilizadas comunmente en otros continentes

como control de este parasito.

Por ello, el problema planteado en el presente trabajo es, determinar si
las secuencias de los minicirculos de aislados venezolanos de Trypanosoma
evansi son semejantes entre si y si tienen semejanza con sus equivalentes

africanos.




OBJETIVOS

Objetivo General.

1. Caracterizar patrones de minicirculos, obtenidos a partir de
su digestion con enzimas de restriccion, en aislados venezolanos de

Trypanosoma evansi para compararlos con sus equivalentes africanos.

Objetivos Especificos.

1. Aislar ADN genomico de aislados de T. evansi provenientes

de distintos hospedadores y diferentes areas geograficas.

2. Obtener patrones electroforéticos de ADN correspondientes
a los minicirculos, sometidos a la digestion con enzimas de restriccion, a

través de la visualizacion en geles de agarosa.
3. Analizar los patrones de ADN obtenidos entre los aislados.
4. Comparar las secuencias de minicirculos publicadas en

GeneBank de aislados de T.evansi provenientes de otros continentes con los

aislados estudiados.




JUSTIFICACION

La tripanosomiasis equina, conocida también como surra o
derrengadera, es una enfermedad causada por Trypanosoma evansi. La
misma ha sido reportada en 19 paises a lo largo de América del Sur hasta
América del Norte y en el Norte de Africa. Se caracteriza por presentar una
fase aguda y una fase cronica. Afecta un gran numero de hospedadores
como bufalos, cerdos, cabras, mulas, asnos y caballos, siendo estos dos
ultimos los mas susceptibles (Losos, 1980). Este parasito también infecta
chigiiires y se cree que actian como reservorio en los llanos venezolanos,
donde esta enfermedad se encuentra principalmente distribuida (Reverdn,
1992; Arias, 1993).

En Venezuela, el uso de técnicas para la caracterizacién de aislados
geograficos de Trypanosoma evansi ha sido muy escaso, trayendo como
consecuencia pobres estudios epidemiologicos y taxondmicos, asi como una
escasa informacion en cuanto a la heterogeneidad de las poblaciones que
pudieran estar correlacionadas con aspectos morfoloégicos y de preferencia
entre hospedadores y reservorios, y eventuales niveles o grados de virulencia
que de alguna forma servirian para dilucidar aspectos o caracteristicas
particulares de los mismos y que pudieran ser utiles para futuros estudios de

proteccion inmunoldgica.

Una de las finalidades del presente trabajo es caracterizar los
diferentes aislados por técnicas moleculares, en este caso por, analisis de
enzimas de restriccion, y de esta manera facilitar futuros estudios
epidemiologicos y taxonomicos, los cuales pudieran estar correlacionados,
como se menciond anteriormente, con caracteristicas como virulencia,

interacciones reservorio-parasito o reservorio-hospedador.




Debido a que se han realizado pocos trabajos de caracterizacion de
minicirculos con aislados venezolanos de Trypanosoma evansi, al
caracterizarlos, se determinaran las caracteristicas de su ADN del
Kinetoplasto, especificamente, de los minicirculos, para saber si éstos son
homogéneos en su secuencia molecular y compararlos con sus semejantes

africanos, los cuales si son homogéneos en su secuencia.




CAPITULOII.

MARCO TEORICO

1. Taxonomia y Clasificacion.

Trypanosoma evansi es un protozoario hemoflagelado, pertenciente a
la clase Zoomastigophora, familia Tripanosomatidae, género Trypanosoma y
subgénero Trypanozoom, el cual ha sido incluido dentro del grupo brucei
basandose en sus similitudes morfoldgicas y genéticas. ElI grupo brucei
incluye a T. brucei rhodesiense, T. brucei gambiense, T. brucei brucei, T.b.

evansi y T. equiperdum. (Hoare,1972; Stevens y Gibson,1999).

T. b. rhodesiense y T. b. gambiense, son agentes causales de la
enfermedad del suefo, también conocida como tripanosomiasis humana
africana. En cambio, 7. b. brucei es patdégeno para varios animales
ungulados, en especial camellos y equinos, en los cuales produce una
enfermedad fatal conocida como Nagana, similar a la Surra causada por T

evansi.

2. Historia, distribucion geografica y hospedadores.

Trypanosoma evansi, agente etioldgico de la surra o derrengadera, fue
el primer tripanosoma patdgeno descubierto. Aunque la enfermedad se ha
conocido en la India por tiempo indefinido, el parasito fue reportado por
primera vez en 1880 por Griffith Evans, quien lo encontr6 en sangre de
equinos y camellos afectados y lo reconoci® como un protozoario
(Hoare,1972). Actualmente, la enfermedad causada por el parasito tiene

amplia distribucién mundial, encontrandose a lo largo de Africa, Centro y Sur



Ameérica (Hoare, 1972; Brum y ¢0l.,1998). En Venezuela, fue descubierto por
Rangel (1905) en sangre de caballos afectados por una enfermedad
conocida como derrengadera, de caracter epizootico, causante de grandes
pérdidas en la poblaciobn equina y lo bautizd6 como Trypanosoma
venezuelense (T. evansi). Hoy en dia el Trypanosoma evansi se distribuye en

los llanos centrales, Zulia, Lara, Yaracuy, Carabobo y Anzoategui.

Este tripanosoma es patdgeno para un gran numero de animales
domeésticos y salvajes. Los mamiferos mas afectados son camellos, equinos,
bovinos, bufalos, caprinos, ovinos, caninos, cerdos y elefantes, entre otros
(Hoare 1.972, Luckins 1.988, Brun y col. 1.998).

El efecto del parasito sobre el hospedador depende de varios factores,
entre ellos: la virulencia de la cepa de tripanosoma, la susceptibilidad del
huésped y las condiciones epizootiolégicas (Hoare,1972; Brum y col., 1998).
Otros factores tales como la presencia de reservorios, la inclusion de
animales infectados 6 la introduccion de animales susceptibles pudieran
actuar como elementos repotenciadores de la prevalencia de la enfermedad
(Luckins 1.998). El chiguire es un reservorio del Trypanosoma evansi
pudiendo ser importante en la epidemiologia de la enfermedad. Esto se debe
a la relativa abundancia de estos roedores en las sabanas venezolanas,
donde se encuentra en contacto tanto con vectores transmisores del parasito,
como con el principal huésped del Trypanosoma evansi en Sur América

(Reveron,1992; Arias y colaboradores,1997).

Como se explico anteriormente, muchas especies de animales
domésticos pueden infectarse con T. evansi, pero el principal hospedador
varia geograficamente. En Africa el camello es el hospedador mas importante

(Luckins 1.999), en América Central y Sudamérica lo es el caballo (Monzoén




1.995, Davila y col. 1999, Garcia y col. 2.000, Seidl y col. 2.001). En Asia, los
hospedadores incluyen camellos, bovinos, caballos y cerdos (Luckins 1.988,
Lun y col. 1.993). También existen reportes de infeccién por T. evansi en
caprinos y ovinos en Sudan (Boid y col. 1.981); en perros y chiguires en
Brasil (Franke 1.994, Aquino 1.999, Herrera 2.002); en chiglires en
Venezuela (Reveron 1.992, Arias 1.997) y en venado, ciervo y bufalo en la
India (Singh 1.998). Los canidos (lobos y zorros) son susceptibles a la
enfermedad (Brun y col. 1.998) y los murciélagos hematofagos (Desmodus

rotundus) pueden actuar como reservorios de este parasito (Luckins 1.998).

3. Ciclo de vida y Transmision.

Trypanosoma evansi carece de genes necesarios para el desarrolio
mitocondrial (Borst y col. 1.987), por lo tanto es incapaz de sufrir crecimiento
y diferenciacion en el insecto vector, razén por la cual la transmisiéon se
realiza de manera mecanica por insectos succionadores de sangre. Por
tanto, el intervalo mas corto entre dos periodos de alimentacion del vector
aumenta la eficiencia de la transmisiébn ya que estos tripanosomas estan
restringidos a vivir por corto tiempo en el aparato bucal del insecto

hematéfago (Brun y col. 1.998).

Trypanosoma evansi no tiene hospedador intermediario, pero
normalmente es transmitido por inoculaciones mecanicas efectuadas por
dipteros succionadores de sangre de los géneros Tabanus (mosca del
caballo), Stomoxys (mosca de los establos) y Lyperosia. La infeccion es
efectiva cuando el vector, luego de succionar sangre de animales infectados,
inocula a mamiferos sanos en un periodo muy corto de tiempo (menor de 6

horas). (Hoare, 1972; Brum y colaboradores,1998).




Cuando el hospedador es infectado por el tripanosoma, existe un
periodo de incubacion en el cual el tripomastigote llega al torrente sanguineo
y se multiplica por fision binaria longitudinal hasta lograr una alta parasitemia
acompafiada de fiebre (Hoare,1972). A la par, el sistema inmune del
hospedador genera anticuerpos contra la proteina variable de superficie
(VSG), logrando controlar la parasitemia hasta el punto que los tripanosomas
son imperceptibles en la sangre. En la fase terminal de Ia infeccion, los
tripanosomas reaparecen en la sangre del hospedador lo cual podria llevar a

un desenlace fatal en 2 0 3 meses (Hoare,1972; Donelson,1985).

Los principales sintomas de la surra o derrengadera son: fiebre
recurrente paralela a los ciclos de aparicion del agente causal en la sangre,
anemia, pérdida de peso, edemas en las partes bajas del cuerpo, lesiones
oculares que pueden conllevar a la ceguera temporal o permanente,

disminucion de la capacidad reproductiva, muerte (Brum y col., 1998).

4. Patogenicidad.

T. evansi es patdogeno a ia mayoria de los mamiferos domésticos y
salvajes. En caballos y camellos se desarrolla la forma aguda de la
enfermedad la cual es fatal y los animales mueren en pocas semanas o
meses (Luckins 1.999). En perros infectados experimentalmente Ia
enfermedad se caracterizd por fiebre intermitente estrechamente relacionada
con los picos de la parasitemia, la cual fue del tipo ondulante y los principales
sintomas clinicos observados consistieron en palidez de las mucosas,
edema, emaciacion progresiva y agrandamiento palpable de los nodulos
linfaticos (Aquino y col. 1.999). En otros hospedadores como ovinos vy
caprinos la infeccién se desarrolla de manera cronica y puede persistir por

muchos afios (Onah y col. 1.998). Los chiglires pueden ser considerados




como reservorios a la tripanosomiasis ya que no se han evidenciado signos

clinicos de la enfermedad (Arias y col. 1.997).

5. Morfologia.

Trypanosoma evansi no presenta cambios metamorficos y es
morfologicamente indistinguible a las formas sanguicolas alargadas de
Trypanosoma brucei. A pesar de que T. evansi es monomorfico, presenta
esporadicamente un pleomorfismo (formas alargadas y formas cortas)
semejante al de T. brucei. Varios estudios a nivel molecular, también
sugieren que cepas de T. evansi distribuidas en diferentes continentes
presentan un mismo origen y que existe una estrecha relacidon evolutiva entre
T. evansi y las tres subespecies de T. brucei. Algunos de estos estudios
incluyen analisis por restriccion y secuenciacion de minicirculos
correspondientes a cepas de T. evansi (Bajyana,1990). Por otro lado, se
piensa que estas similitudes morfologicas han sugerido no soélo una estrecha
relacion filogenética entre estas especies, sino también la posible

descendencia de T. evansi a partir de T. brucei (Hoare,1972).

Trypanosoma evansi es generalmente alargado y delgado, en forma
de hoja con cola puntiaguda. Su longitud promedio es de 24 micras, con un
nacleo en la zona central, un kinetoplasto pequefio ubicado detras del nucleo
generalmente en la regidn subterminal, y una membrana ondulante bien

definida con flagelo libre (Hoare,1972).
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6. Variacion antigénica.

Los parasitos protozoarios han adoptado una variedad de estrategias
para evadir la eliminacién del sistema inmune del hospedador (Turner 1.999),
quiza el mejor es seguramente el proceso de variacion antigénica
desarroliada por los tripanosomas africanos, en la cual esta involucrada una
proteina ampliamente estudiada denominada "glicoproteina variable de
superficie" (VSG) (Turner 1.995, Barry 1.997). La VSG forma una cubierta
densamente empaquetada visible por microscopia electrénica como una
capa electron densa de 12-15 nm de espesor, la cual se localiza sobre la
membrana citoplasmatica como una monocapa de aproximadamente 10’
moléculas, de un peso molecular de 55-65 Kda y que bloquea el acceso a

antigenos invariantes (Turner 1.988).

La variacion antigénica estd caracterizada por la aparicién de un
namero de poblaciones de tripanosomas antigénicamente diferentes
denominados tipos de variantes antigénicos (VATs). La aparicion de los
distintos VATs es la causa de la parasitemia ondulante del mamifero

infectado.

Las ondas de parasitemia ocurren en la sangre por la rapida
multiplicacion de los parasitos hasta que el sistema inmune produce
suficientes anticuerpos para lisar la mayoria de los tripanosomas. Sin
embargo, algunos parasitos sobreviven debido a que, durante la fase de
multiplicaciéon, han cambiado la expresidon de un diferente tipo antigénico, el
cual no es reconocido por los anticuerpos circulantes. Esta pequefa
poblacion es la progenitora del siguiente pico de parasitemia (Vickerman,
1989). En cada onda de parasitemia existe una poblacion predominante

denominada Homotipo, mientras que las poblaciones menores se denominan
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Heterotipos. Los heterotipos aparecen antes que los anticuerpos contra la
poblacion homotipica puedan ser detectados. Cada variable antigénica
heterotipica puede convertirse en poblacién homotipica en las subsecuentes
ondas de parasitemia. Esto sugiere que la variacion antigénica es un proceso
en el cual existe una predisposicion genética mas que un proceso de

selectividad del sistema inmune del hospedador.

7. Contenido del ADN.

Nucleo: EI tamafio del genoma haploide de los tripanosomas se ha
estimado en unos 3-4 por 10’ pb (Borst y col. 1.980) pero el contenido de
ADN varia entre especies, subespecies y variedades tanto de T. brucei

(Kanmogne y col. 1.997) como de T. cruzi (Dvorak 1.984).

Al igual que muchos otros protozoarios, los cromosomas de los
tripanosomas no se condensan en ningun estadio de su ciclo celular
haciendo imposible su estudio por técnicas convencionales de microscopia,
razén por la cual se han utilizado métodos alternativos para estudiar el
cariotipo de los tripanosomas tal como la electroforesis en campo pulsado
(PFGE).

La técnica de PFGE ha mostrado que los cromosomas de T. brucei
estan divididos en tres subclases: minicromosomas (MCs), cromosomas
intermedios (Cls) y cromosomas grandes 6 megabase (MBCs) (Ersfeld y col.
1.999, Gull 2.001).

El genoma de T. brucei contiene aproximadamente 100 MCs lineares

de 30-150 kb que consisten de una region altamente repetitiva de 177 pb que
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abarca aproximadamente el 90% de la secuencia y cuya funcion es
desconocida (Ersfeld y col. 1.999).

Los cromosomas intermedios carecen de estas regiones de 177 pb y
varian en numero y tamafo entre aislados. Tipicamente se encuentran entre
uno y cinco Cls en un rango entre 200-900 Kb (Gull 2.001).

Los MBCs son los de mayor peso molecular (1 a 6 MB) y por lo menos
se han identificado 11 pares de estos cromosomas en T. brucei (Gull 2.001).
Todas las especies de tripanosomas presentan en su estructura gendmica un
grupo de estos cromosomas grandes constituidos por alelos diploides de
genes constitutivos (Myler 1.993) y presentan polimorfismo en cuanto a

longitud entre distintos aislados de T. brucei (Melville 1.9906).

Kinetoplasto: Los protozoarios flagelados kinetoplastidos se
caracterizan por presentar una mitocondria compleja, la cual comprende ADN
extranuclear, conocido como ADN kinetoplasto (ADNk) (Stuart,1983). El
kinetoplasto de los tripanosomas es un sistema compuesto por
aproximadamente 10.000 unidades circulares de ADN concatenado que
constituye a esa mitocondria compleja, la cual es similar a la mitocondria en
las células superiores que abarca del 10 al 12% del genoma total
(Myler,1993). El kinetoplasto es una estructura caracteristica del orden
kinetoplastidas y su estudio se fundamenta en el hecho de que una buena

parte de los kinetoplastidas son organismos patogenos (Borst y col.,1980).

Usualmente el kinetoplasto es una estructura permanente, sin
embargo existen reportes de la ausencia de esta estructura en algunos
aislados de T. evansi de forma natural (Ventura y col. 2.000) o inducida
(Zweygarth y col. 1.991, Schnaufer y col. 2.002).
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A pesar de que la quimioterapia utilizada para controlar la infeccidon
causada por tripanosomas no es del todo efectiva, existen algunas drogas
tripanocidas tal como etidium y berenil que interactian con el ADNKk y que
contribuyen con el control de la enfermedad, por lo tanto el ADNk pudiera ser

un potencial blanco para el uso de drogas mas efectivas (Benne,1985).

Otra razdn para estudiar el ADNkK, es su posible papel en el inusual
ciclo de vida de los tripanosomas. Los tripanosomas africanos transmitidos
por las moscas tse-tse, (T.brucei) tienen un mitocondrion completamente
desarrollado para poder hacer fosforilacion oxidativa, requisito metabdlico
fundamental para multiplicarse dentro de dicha mosca. En el mamifero
hospedador, esta funcion metabdlica se encuentra inactiva, es decir, la
biogénesis de las proteinas que participan en la fosforilacién oxidativa se
encuentran reprimidas, por lo tanto los tripanosomas que se encuentran en el
mamifero hospedador solo tienen una pre-mitocondria sin cadena respiratoria

normal, es decir, un kinetoplasto inactivo (Hoare,1972; Bernards,1983).

Los maxicirculos son moléculas entre 20 y 35 kb, y varian de 20 a 50
copias por célula, todos con la misma secuencia. EI ADN de maxicirculos
codifica para genes estructurales mitocondriales homolégos a los presentes
en otros organismos, tales como ARN ribosomal, ARN de transferencia y
enzimas o proteinas responsabies de la sintesis de ATP mediante el proceso
de fosforilacion oxidativa (Hoare, 1972; Bernards, 1983; Stuart, 1983;
Bajyana,1990). La tanscripcion de estos genes es regulada diferencialmente
entre los estadios del ciclo de vida del parasito y muchos de los transcritos
son extensivamente  editados post-transcripcionaimente por la
insercidon/deleccion de uridinas en el proceso denominado “edicion de ARN?,
el cual es mediado por distintos ARNg que se transcriben a partir de los

minicirculos. (Simpson y col. 1.998, Simpson 2.001).
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Hay muchos trabajos que indican que Trypanosoma evansi carece de
maxicirculos. La razon es que estos parasitos se transmiten de manera
mecanica en insectos vectores hematdfagos y no cumplen ningun ciclo
biologico dentro de los mismos, por lo tanto y dada la importancia de los
maxicirculos para el desarrollo de una mitocondria activa para cambiar su
metabolismo a fosforilacidn oxidativa en la mosca tsetse, la ausencia de los
maxicirculos no repercute sobre la supervivencia de T.evansi ya que no los
necesita precisamente por el tipo de transmision de un hospedador enfermo

a uno sano (Hoare,1972).

A excepcion de T. equiperdum, todas las especies de tripanosomas
son transmitidas por insectos hematéfagos tales como moscas tsetse,
tabanos, chipos etc. Todos ellos, excepto T. evansi sufren replicacion vy
transformacién morfolégica dentro del insecto vector. Para que haya una
transformaciéon morfolégica exitosa, los tripanosomas deben tener un
kinetoplasto funcional, el cual contiene los genes que codifican para las
enzimas y citocromos que llevan a cabo la fosforilacion oxidativa (Clayton y
Michels 1.996). La pérdida de maxicirculos y la consecuente adaptacion a la
estrategia de la transmision mecéanica probablemente sea la causa de la

amplia distribucion geografica de T. evansi (Lun y Desser 1.995).

Los minicirculos son pequenios ADN circulares que se encuentran en
todos los individuos del orden kinetoplastida. Su tamafio varia dependiendo
de la especie, sin embargo son constantes dentro de la misma especie
(Borst. 1.979).

En tripanosomas, especificamente en T.brucei los andlisis por

restriccion indican que los minicirculos presentan patrones heterogéneos de
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secuencias entre poblaciones de este parasito, sin embargo, especies
estrechamente relacionadas a T.brucei como T.evansi muestran

homogeneidad en secuencia de sus minicirculos.

Los minicirculos de todas las especies contienen pequefias regiones
conservadas que son mantenidas en todas las especies y regiones no
conservadas las cuales varian entre minicirculos. Dentro de las regiones
conservadas hay un dodecamero GGGGTTGGTGTA presente en los
minicirculos de todos los kinetoplastidaes y representan una secuencia
universal para el origen de la replicacion (Abu-Elneel y col. 1.999). Las
regiones no conservadas de los minicirculos transcriben para pequefios ARN
denominados ARN guias (ARNg) que se encargan de un proceso muy
particular de los tripanosomas denominado “editing”. El “editing” es un
mecanismo en el cual un gen, cuando se transcribe, produce un ARN que
debe ser editado para generar un ARN mensajero que traduzca para una
proteina particular. (Sturm y Simpson 1.990). Esta funcion codificadora de los
ARNg de los minicirculos provee una explicacion para las diferencias en la

heterogeneidad de secuencias entre especies (Stuart,1983).

LLos minicirculos de T. brucei contienen 3 copias de ARNg de 55-70
nucledtidos heterogéneos en secuencias y flanqueados por repeticiones
imperfectas invertidas de 18 pb y separadas por unas 110 pb (Pollard y col.
1.990). Similar estructura del minicirculo fue encontrada en T. congolense en
la cual tres pares de repeticiones invertidas imperfectas también flanqueaban
tres unidades que transcriben para ARNg. En T. evansi, el minicirculo posee
secuencias similares a las de T. brucei y T. congolense (Gajendran y col.
1.992).

La variabilidad en el ADN de una especie dada puede ser revelada por

endonucleasas de restriccion. En los cortes con las endonucleasas el ADN,
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tiene sitios especificos de restriccién y el polimorfismo de los fragmentos de
ADN generados pueden ser analizados en geles. Esta técnica da resultados
muy pobres en cuanto a informacién genética se refiere, cuando se utiliza
con fragmentos de ADN cromosomales. Sin embargo, esta técnica aplicada
al ADN purificado del kinetoplasto, genera fragmentos altamente
discriminativos con bandas discretas por lo cual constituye una técnica

potencialmente eficaz para el estudio de kinetoplastida (Tibayrenc 1.995).

8. Técnicas utilizadas.

Dentro de las técnicas utilizadas para estudiar el ADN de kinetoplasto,
en este caso, de minicirculos, se utilizan técnicas de biologia molecular entre
las cuales estan: PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) y RFLP

(Fragmentos de Restriccion de Regiones Polimérficas).

La reaccion de PCR esta siendo ampliamente utilizada en la actualidad
para la identificacion y deteccidén de tripanosomas (Donelson y Artama
1.998, Holland y col. 2.001, Herder y col. 2.002). Muchas secuencias de ADN
han sido investigadas como posibles blancos para la deteccion de

tripanosomas, tales como minicirculos.

RFLP ha sido utilizado para analizar el ADN de minicirculos vy
maxicirculos de Trypanosoma spp (Borst y Fase-Fowler 1.979, Borst 1.987,
Ou y col 1.991, Lun y col. 1.992a). Las bandas obtenidas muestran que las
poblaciones de T. brucei son heterogéneas en secuencias de minicirculos y
maxicirculos, mientras que Ilos minicirculos de T. evansi muestran
homogeneidad en secuencias.

Con la técnica de RFLP se utilizan enzimas de restriccién las cuales

tienen la capacidad de digerir, o cortar, el ADN cuando reconocen una
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secuencia de bases especificas. Las enzimas son naturalmente producidas

por ciertas bacterias.

La digestion de ADN por enzimas de restriccion es un proceso sencillo.
Basta colocar el ADN en contacto con la enzima a una temperatura ideal
(generalmente 37°C) y la enzima inicia el proceso de digestion
inmediatamente, cortando el ADN en diversos pedacitos. EI nimero de
pedacitos producido es establecido por el nimero de sitios de restriccion
reconocidos por la enzima utilizada. Las enzimas son especificas y cortan el

ADN en locales determinados.

Existen tres tipos de endonucleasas de restriccion; las
correspondientes al tipo | son complejos multienzimaticos, con pesos
moleculares de 400.000 daltons o mayores, que no rompen al ADN en

secuencias especificas y que requieren ATP para su actividad.

Las enzimas de restriccion pertenecientes al tipo Il son menos
complejas, con pesos moleculares menores de 80.000 daltons y no requieren
ATP sino Unicamente Mg®* para la actividad nucleolitica. Estas
endonucleasas reconocen secuencias especificas en el ADN, rompiéndole en
ambas cadenas y generando fragmentos equimolares en la molécula de ADN

sustrato.

El tipo Il comprende endonucleasas que requieren ATP y Mg®*. El sitio
de ruptura de ADN, por estas enzimas del tipo lll, ocurre a aproximadamente

10 a 20 nucledtidos de distancia del sitio de reconocimiento.

Puesto que las endonucleasas de restriccion digieren ADN de doble
cadena, existen dos posibilidades para su mecanismo de reaccion; o bien la

ruptura de las dos cadenas de ADN ocurre durante un unico proceso de

18



union de la enzima al ADN sustrato; o bien existe disociacién del complejo
enzima-sustrato después de la ruptura del enlace fosfodiéster en una sola de
las cadenas de ADN, teniendo que interaccionar de nuevo la enzima con el
sustrato ya digerido en una de las cadenas para que se produzca la digestion

final de ambas cadenas de ADN.

Hay que destacar que estas enzimas son activas en condiciones de
ensayo muy diferentes y son bastante estables, pero para obtener
digestiones de ADN reproducibles y eficientes hay que tener en cuenta una
serie de parametros que influencian la actividad de las endonucleasas de
restriccidon, como son la pureza y caracteristicas del ADN substrato, la fuerza
ionica, el pH, los cationes divalentes, asi como el tiempo y la temperatura de

la incubacion.

El componente unico, mas critico en la reaccion de las enzimas de
restriccion es el ADN substrato. Ademas de la necesaria pureza del ADN
utilizado, existen otros parametros asociados al ADN que afectan a la
reaccion enzimatica, como son la concentracion utilizada, las secuencias
especificas de reconocimiento, asi como las adyacentes y las estructuras

secundaria y terciaria del ADN.

En una reaccion tipica, la enzima esta en exceso molar frente a la
concentracion de ADN vy, de hecho, en general es necesario diluir bastante
las endonucleasas para poder observar digestion del substrato
proporcionalmente a la cantidad de enzima afiadida a la reaccién. La
secuencia de ADN del sitio de reconocimiento de las diferentes
endonucleasas es el parametro mas importante, teniendo también efecto las

secuencias adyacentes al sitio de reconocimiento.
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Otro factor que tiene influencia en la accidon de las enzimas de
restriccion es la proximidad del sitio de reconocimiento al final de la molécula
de ADN, por ejemplo, los hexanucledtidos de doble cadena que constituyen
los sitios de reconocimiento de EcoRI, BamHI y Hindlll son resistentes a la
digestion por las enzimas respectivas, y en el caso de EcoRI la extension de
una base mas hacia el extremo 3', ya permite la ruptura de la secuencia

consenso.

Las enzimas de restriccion muestran gran diversidad en respuesta a la
fuerza ionica. La mayoria de ellas no requieren cationes monovalentes
especificos, sino que son estimuladas por la correspondiente fuerza idnica.
Muchas endonucleasas se estimulan por NaCl 50-100 mM, mientras que
otras se inhiben a concentraciones mayores de 20 mM. En algunos casos,
otros cationes como el NH*", pueden sustituir al Na* o al K* en cuanto a la

fuerza iénica.

Muchas endonucleasas de restriccion son activas en un margen de pH
amplio; EcoRI es son bastante sensible a los cambios del pH del medio, que
originan no solo disminuciéon de la actividad sino también cambios en su
especificidad. Debido a la falta de datos experimentales sobre la
dependencia del pH de las distintas enzimas de restriccion y a que son
activas generalmente en un ampilio intervalo de pH, éstas se suelen valorar a

pHs comprendidos entre 7.2 y 7.4.

Las endonucleasas de restriccién son ensayadas normalmente a 37°
C. Existen enzimas de restriccion aisladas de bacterias termofilicas, cuya
actividad y estabilidad es mayor a temperaturas superiores a los 37° C. En
algunas ocasiones se puede utilizar con ventaja temperaturas elevadas de

reaccion en el ensayo de las endonucleasas que lo permitan, ya que estas
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temperaturas pueden inactivar otras nucleasas contaminantes de la mezcla
de reaccion. Por debajo de 37° C, la mayoria de las enzimas de restriccion

permanecen activas aunque con una actividad menor.

Una vez que se ha llevado a cabo la reaccion, los fragmentos de ADN
generados se analizan mediante electroforesis en geles de agarosa. Los
fragmentos de ADN producidos se visualizan mediante su tincion en el gel
con bromuro de etidio. Este compuesto se une al ADN tanto idnicamente
como intercalandose y fluoresce a la luz ultravioleta, lo que permite la

visualizacion de cantidades de ADN tan pequefias como 10 ng.

Utilizando estas técnicas para esta investigacion, se pudo completar el
estudio comparativo entre los minicirculos de los diferentes aislados de

Trypanosoma evansi.
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CAPITULO II
METODOLOGIA

Con el proposito de cumplir con los objetivos del presente trabajo de
investigacion, los nueve aislados de T.evansi fueron gentiimente facilitados
por el Centro de Estudios Biomédicos y Veterinarios (CEBIV) de la
Universidad Nacional Experimental Simén Rodriguez. Como lo muestra la
tabla 1, se caracterizaron nueve aislados de campo de T. evansi de distintas
areas geograficas, provenientes de los Estados Guérico y Apure y de

distintos hospedadores, chiglire, caballo y asno.

Aislado Localidad Fecha Hospedador
El Frio Hato El Frio-Estado Apure abril 1.992 chiglire
Mantecal Mantecal-Estado Apure diciembre 1.996 caballo
Cedral-05 Hato E! Cedral.-Estado Apure octubre 1.999 chiglire
TeGub-323 Finca Terecay-Estado Guarico noviembre 1.999 asno
TeGub-trino Finca Terecay-Estado Guarico noviembre 1.999 asno
TeGub-02 Finca Terecay-Estado Guarico noviembre 1.999 asno
Cedral 12 Hato El Cedral-Estado Apure marzo del 2.000 chiglire
Teva 1 Estado Apure ND caballo
Guarico Estado Guarico ND caballo

ND: NO DETERMINADO

Tabla 1.-Localizacion geografica y hospedadores de 9 aislados de Trypanosoma evansi utilizados para

este estudio

1. Aislamiento de ADN genbmico a partir de aislados de Trypanosoma
evansi: El ADN gendémico de diferentes aislados de T. evansi fue extraido a
partir de un sedimento de 10° tripanosomas siguiendo el protocolo de un

estuche comercial para aislamiento de ADN gendmico BDtract™ (cat. No
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EXT-10) de la casa Maxim Biotech, Inc (MBI), que se llevd a cabo de la

siguiente manera:

a.) Se partié de un sedimento de parasitos purificados de cada uno de
los 9 aislados de T.evansi en una solucion con detergente no idnico y de

ARNasa para remover todo el ARN contaminante, del ADN.

b.) Se afiadidé una solucidn para la precipitacion de las proteinas por

"salting out".

d.) Se precipitd con isopropanol y se mezcld bien la muestra hasta que

se observaron fibras blancas de ADN gendmico precipitado.

e.) Luego del lavado con isopropanol, el ADN se disolvidé en 100 pl de

agua estéril y se dejo incubando a 65° C de 15 a 30 minutos.

f.) EI ADN purificado se almacené a -20°C.

2. Determinacion de la concentracion de ADN y grado de pureza: Para
determinar la concentracion de las muestras de ADN purificadas, se diluyeron
1/50 en agua destilada y se calculd su concentracidon en un espectofotometro
Bio Rad a una D.O. de 260 nm segun la siguiente relacion:

UnaD.O.iguala1—— 5 50 ug/ml de ADN de doble cadena

La pureza de las mismas se obtuvo del valor que representa el

cociente de la relacion de D.O. 260nm/280 nm.
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3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Las

reacciones de

PCR fueron ejecutadas en un termociclador iCycler de BioRad con un

volumen final de 25ul. En la tabla 2 se muestran las concentraciones que se

utilizaron de cada reactivo para la reaccion del PCR, y el protocolo de

amplificacion se muestra en tabla 3. La concentracion de ADN gendmico

utilizada para las reacciones de PCR fue de 100 ng totales por cada 25 ul de

reaccion. Se utilizé un par de cebadores cuyas secuencias se muestran en la

tabla 4. Los cebadores fueron disefiados por la Dra. Mary Isabel Gonzatti del

laboratorio de Hemoparasitos de la Universidad Simén Bolivar en la

Universidad de California, San Francisco, EEUU vy facilitados por el

Laboratorio de Inmunobiologia de la Universidad Simon Rodriguez.

CONCENTRACION VoL/14
REACTIVO STOCK VOLUMEN/25 L)
FINAL REACCIONES
Buffer Taq 10X 2,5l 1X 35 ul
MgCl, 25 mM 2,5 u 2,5mM 35 ul
40 mMm 800 uM
dNTPs 0,5 ul 7 ul
(10 mM c/u) (200 pM clu)

Cebador 5" —» 3’ 2 uM 1,25 ul 0,1 uM 17,5 ul
Cebador 3'— 5’ 2 uM 1,25l 0,1 uM 17,5 ul
Taq polimerasa 5U/ul 0,25 ul 1,25 unid/25 ul 3,5ul
ADN 25 ng/pl 4l 4 ng/ul 56 ul
H,Od 12,75 ul 178,5 ul

Tabla 2. Reactivos concentracion de uso en la reaccion de PCR.

24




Paso TEMPERATURA TIEMPO
1 | Desnaturalizacion 95 °C 3 minutos
2 | Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
3 | Hibridacion ver texto 2 minutos
4 | Extension 72 °C 2 minutos
5 Repetir 34 veces los pasos 2-4
6 | Extension 72°C 10 minutos
7 |Fin 4°C
Tabla 3. Protocolo de amplificacion
CEBADOR
TEMPERATURA DE
PRODUCTO DIRECTO INVERSO )
— . HIBRIDACION
NOMBRE SECUENCIA NOMBRE SECUENCIA
o GAT-TGG-CTT- TAT-ATA-AAT-
) Mini1 o
MINICIRCULO TGA-ATT-GAG- Mini2 TGA-TAA-TAA- 52 °C
TGG-T CTG-TGT-TA

Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores utilizados.

4. Electroforesis en geles de agarosa: Tanto ADN gendmico como

productos amplificados, correspondientes a los minicirculos fueron

(0,04M
Tris/Acetato, 0,01M EDTA) con bromuro de etidio a una concentracion final

separados en geles de agarosa al 1,5% en tampén TAE 1X

de 0,5 ug/ml. La corrida electroforética se llevd a cabo en una camara
horizontal BioRad bajo condiciones de voltaje y tiempo variables segun el
caso. La visualizacion del ADN fue realizada a través de un analizador de
geles modelo GelDoc 2000 marca BioRad. La imagen del gel fue descargada
a un computador acoplado al GelDoc 2000.

El protocolo se llevo a cabo de la siguiente manera:
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1. La agarosa se preparo al 1,5%, utilizando 0,375 g que se afiadieron
a una apropiada cantidad de TAE 1X (25 ml). Se calento6 la solucion a 70°C

hasta que la agarosa se disolviera completamente.

2. Se dejd enfriar por unos minutos y luego se afiadieron 1.25 ul de
bromuro de etidio para obtener una concentracion final de 0,5 ug/ml de

agarosa.

3. La solucién de agarosa con bromurc de etidio se afiadié al

contenedor de la camara de electroforesis.

4. Una vez la solidificada la agarosa se sembraron la muestras de
ADN previamente diluidas en tampon muestra (Glicerol 10%, azul de
bromofenol 0.25%).

5. La corrida se efectud a 100 voltios por 30 a 35 minutos.

6. Se coloco el gel en UV para la visualizacion de las bandas de ADN,

correspondientes a los minicirculos.

5. PRurificacion de los productos de PCR: Con el fin de someter los
productos de PCR obtenidos a partir de ADN gendmico de los aislados de
tripanosomas, a digestion con enzimas de restriccion, se utilizé un estuche
comercial DNA Purification Kit de la marca BioRadr, el cual contenia: Prep.-
A-Gene Matrix (resina), Prep.-A-Gene Elution Buffer (tampén de Elusion),

Wash Buffer (tampo6n de lavado), Binding Buffer (fampon de enlazamiento).
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El protocolo de purificacion se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Se tomo 30 ul de ADN amplificado (minicirculos), 120 ul de tampoén

de enlazamiento y 10 ul de resina.

2. Se incubo6 a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugd

por 30 segundos.

3. Se resuspendio6 el sedimento en 250 ul de tampoén de enlazamiento

y se centrifugd por 30 segundos.

4. Se resuspendié el sedimento en 250 ul de tampén de lavado,

previamente diluido 1:1 con etanol y se centrifugd por 30 segundos.

5. Se resuspendio el sedimento en 20 ul de tampdn de elusion y se

incubd por 5 minutos a 50°C.

6. Se centrifugd para que bajara toda la resina y el sobrenandante se

transfirid a un tubo limpio.

6. Digestion con enzimas de restriccion: Una vez purificado el ADN
correspondiente a los minicirculos, se sometieron los aislados (Cedral 05,
Cedral 12, El Frio, Mantecal, Teva1l, Guarico) a digestién con las siguientes
enzimas de restriccion: BAMHI, ECORI, HINDI, SAC1, SAL1; para un
volumen final de 20 ul para cada aislado. Las concentraciones finales de
incubacion con cada una de las enzimas de restriccion se presentan en la
tabla 5.
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Como control positivo se utilizé PQE30 y como control negativo se

utilizé agua destilada estéril. PQE30 es un vector de clonamiento con varios

sitios de restriccion para algunas de las enzimas utilizadas que funciona

como un control, y fue facilitado por la Lic. Adriana Rodriguez estudiante de

Doctorado del Laboratorio de Bioquimica e Inmunologia de hemoparasitos de

la Universidad Simon Bolivar.

ADN Buffer 10X BSA AGUA ENZIMA TEMP.
NeBuffer
5ul 0,2 ul 11,8 ul BAMHI 1 ul 37°C
BAMHI: 2 ul
NeBuffer
5ul No 12 ul ECORI 1 ul 37°C
ECORI 2 ul
NeBuffer2 2
5ul | No 12 ul HINDIII 1 ul 37°C
u
NeBuffer1 2
5ul | 0,2 ul 11,8 ul SAC1 1 ul 37°C
u
NeBuffer
5ul 0,2 ul 11,8 ul SALI 1 ul 37°C
SALI 2 ul

Tabla 5. Concentraciones de los reactivos utilizados para la preparacion de la premezcla.

Una vez preparada la reaccidén con las concentraciones que se indican

en la tabla 5, se incubaron todos los tubos a 37° C por 3 horas.

Para utilizar el PQE30 como control positivo se realizd una purificacion

de este vector, que se llevo a cabo utilizando un estuche de purificacion de

Promega, mediante el siguiente protocolo:

1. Se coloco la preparacion en un ependo Rr.
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2. Se centrifugd por 5 minutos a maxima velocidad.

3. Se descart6 el sobrenadante y se afiadieron 250 ul de la solucion de

resuspension celular que contiene Tris, EDTA y RNasa.

4. Luego se anadieron 250 ul de solucién de lisis celular la cual

contiene NaOH y SDS para la ruptura, y se incubd a temperatura ambiente

por 5 minutos.

5. Seguidamente a la incubacion, se afiadieron 350 ul de solucién de
neutralizacion para neutralizar el NaOH vy se centrifugd a maxima velocidad

por 10 minutos.

6. Se coloco el sobrenandante en una columna, se descarto el pellet y

se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto.

7. Se anadieron 500 ul de buffer de lavado, se centrifugd y se descartd

el sobrenandante.

8. Luego se afiadieron 50 ul de agua estéril y se centrifugo.

9. Obtencion del ADN PQE30 purificado.

Luego este PQE30 se sometid a digestion con la enzima HINDIII
utilizando las siguientes concentraciones: 4 ul de ADN, 1 ul del NeBuffer2, 4

ul de agua y 1 ul de la enzima, y se incub6 por 3 horas a 37°C.

Y finalmente, se sometieron 6 aislados de T. evansi (Cedral 05, Cedral
12, Guarico, TeGub323, TeGubTrino) a la actividad de la enzima HINFI; se
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afadieron los reactivos necesarios para la digestion y se prepar6 un volumen
total de 25 ul. Se incubo por 3 horas a 37°C.

Y finalmente se utilizé la enzima HINFI sometiéndose 6 aislados de
Trypanosoma evansi correspondiente a minicirculos (Cedral 05, Cedral 12,
Mantecal, Teva1l, TeGub323, TeGubTrino) a la accidon con dicha enzima.
Para cada aislado se prepard un volumen total de 20 ul, e igualmente se

incubd por 3 horas a 37°C.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislamiento de ADN genomico a partir de aislados de Trypanosoma
evansi: La Tabla 6 muestra los valores de concentracion y el grado de pureza
del ADN genomico de distintos aislados de Trypanosoma evansi extraido

utilizando un estuche de purificacién comercial BDtracT &.

Es importante sefialar que el valor de R (relacién entre las
absorbancias 260 nm/280 nm) es un indicativo de la calidad de la
preparaciéon. Valores de R cercanos a 1,8 indican preparaciones puras de
ADN (Sambrook y col. 1.989). Si hay contaminacion con proteinas 6 fenol, la
densidad Optica sera significativamente menor y la cuantificacion de ADN
sera complicada. Como se observa en la Tabla 6 los valores de R fueron
cercanos 6 mayores a 1,8 indicando que el ADN obtenido a partir del estuche
comercial se encuentra dentro del rango de pureza establecido en la

literatura (Sambrook y col. 1.989).
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AISLADO ABSORBANCIA | ABSORBANCIA R CONCENTRACION DE ADN
260 NM 280 NM (uG/mL)
Cedral 05 0,028 0,015 1,86 74,34
Cedral 12 0,196 0,113 1,73 491
El Frio 0,018 0,009 2 46,210
Mantecal 0,100 0,055 1,82 248,85
Tevat 0,035 0,019 1,86 87,66
Guarico 0,146 0,080 1,81 365,62
TeGub-323 0,057 0,030 1,9 141,8
TeGub-Trino 0,044 0,023 1,92 43,51
TeGub-03 0,070 0,034 2 175,82

Tabla 6.-Valores de concentracién y grado de pureza de ADN gendmico extraido a partir de aislados
de Trypanosoma evansi purificados. Para la cuantificacion de!l ADN se diluyeron las muestras 1/50 y
se determind la D.O a 260 nm (una D.O. igual a 1 corresponde a 50ug/ml para ADN de doble cadena).
La relacion (R) entre las lecturas 260/280 refleja el grado de pureza de! ADN.

La calidad del ADN obtenido a partir de los aislados de tripanosomas,
asi como la presencia de otros contaminantes como ARN, fue visualizada en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Aproximadamente 1 nug de
ADN purificado fue sometido a electroforesis en geles de agarosa al 1%. La
figura 4 muestra los resultados de la corrida electroforética. En la misma se
observa el ADN de todos los aislados como una banda definida cuyo peso
molecular es mayor al del estandar de peso molecular de 10 Kb a pesar de
observarse cierta degradacion en el aislado TeGub-323. No se observan
bandas de bajo peso molecular que pudieran ser producto de una

contaminacion con ARN.
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10 kb

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa. Aproximadamente 1pg de ADN gendmico correspondiente
a 9 aislados de T. evansi fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampén TAE.
Las muestras se corrieron a 100 voltios por 30 minutos y la visualizacién de las bandas se realizo en
presencia de bromuro de etidio (0,5 pg/ml). El carril 1 corresponde al estandard de peso molecular 1Kb
ladder Promega.r. El carril 2 corresponde a Cedral 05, el carril 3 corresponde a Cedral 12, el carril 4
corresponde a El Frio, el carril 5 corresponde a Mantecal, el carril 6 corresponde a Teva1, el carril 7
corresponde a Guarico, el carril 8 corresponde a TeGubTrino, el carril 9 corresponde a TeGub323 vy el
carril 10 corresponde a TeGub303.

2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): El ADN gendomico
obtenido a partir de los aislados de T. evansi fue sometido a PCR en
presencia de cebadores especificos. Se amplificaron secuencias parciales de
minicirculos del kinetoplasto. Los minicirculos constituyen un rasgo
caracteristico del kinetoplasto de los tripanosomas. A fin de comparar los
minicirculos entre aislados venezolanos de Trypanosoma evansi, se
utilizaron cebadores disefiados a partir de secuencias conservadas comunes

entre minicirculos de especies de este tripanosoma (Figura 5).
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Regién Conservada

Figura 5. Dibujo esquematico de los cebadores utilizados para amplificar minicirculos (circulo negro)
de tripanosomas. La caja gris indica la region conservada comun a todos los tripanosomatideos.
Las flechas indican la posicion de alineacion de los cebadores directo e inverso en el minicirculo.

En la figura 6 se muestra la amplificacion por PCR de unc
banda de aproximadamente 920 pb la cual corresponde a una secuencia

parcial de minicirculo de los aislados de campo de T. evansi en estudio.
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Figura 6. Gel de Agarosa al 1,5% con bromuro de etidio ( 0,5ugml) mostrando los productos de
amplificacion por PCR utilizando los cebadores correspondientes a una secuencia del minicirculo a
partir de un molde ADN genémico de los 9 aislados de Trypanosoma evansi provenientes de chiguire
(carriles 1-3: 1-Cedral 05; 2-Cedral 12; 3-El Frio), de caballo (carriles 4-6: 4-Mantecal; 5-Teval; 6-
Guarico) y de asno (carriles 7-9: 7-TeGub-Trino; 8-TeGub323 y 9-TeGub03). El carril 10 representa el
control negativo sin ADN y STD corresponde al estandard de peso molecular 1Kb ladder de Promegar.

Para obtener suficiente ADN de minicirculo, las amplificaciones se
hicieron por triplicado para cada aislado de T. evansi, para utilizarlas en la

digestion con enzimas de restriccion.

3. Digestion con enzimas de restriccion: Las figuras 7, 8 y 9 muestran
los productos de PCR de minicirculos sometidos a digestion con las enzimas
SAL1 y BAMH1 (Figura 7), SAC1 y ECORI (Figura 8) y HINDIII (Figura 9).
Se observa en todas las figuras que las enzimas utilizadas no fueron capaces
de digerir el ADN de minicirculo para estos aislados, indicando la ausencia de

sitios de corte en ellos. Se observa también una uUnica banda cuyo peso
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molecular de aproximadamente 920 pb, corresponde a los minicirculos. Al no
existir digestion por parte de las enzimas se observa que no hay

polimorfismos.

STD BAMH 1

4 l

Figura 7. Gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (0,5ug/ml) mostrando que las enzimas SAL1y
BAMH1 no cortan el ADN de minicirculos de los siguientes aislados de Trypanosoma evansi
provenientes de chiguire ( carriles 1-3, 1-Cedral 05; 2-Cedral 12; 3- E! Frio) y de caballo (carriles 4-6: 4-
Mantecal; 5-Teval; 6-Guarico) . El carril 7 representa el control negativo sin ADN. STD corresponde al
estandard de peso molecular 1Kb ladder de Promegar.
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ECORI

Figura 8. Gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (0,5ug/ml) mostrando que las enzimas SAC1 y
ECORI no cortan el ADN de minicirculos de los siguientes aislados de Trypanosoma evansi
provenientes de chiguire ( carriles 1-3, 1-Cedral 05; 2-Cedral 12; 3- El Frio) y de caballo (carriles 4-6: 4-
Mantecal; 5-Teval; 6-Guarico) . El carril 7 representa el control negativo sin ADN. STD corresponde al
estandard de peso molecular 1Kb ladder de Promega-®.
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Figura 9. Gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (0,5ug/ml) mostrando que la enzima HINDIIl no corta el
ADN de minicirculos de los siguientes aislados de Trypanosoma evansi provenientes de chiguire ( carriles 1-3, 1-
Cedral 05; 2-Cedral 12; 3- El Frio) y de caballo (carriles 4-6: 4-Mantecal; 5-Teval; 6-Guarico) . El carril 7 representa
el control negativo sin ADN. STD corresponde al estandard de peso molecular 1Kb ladder de Promega «

En la figura 10 se observa la digestion de PQE30 sometido a la accion
de la enzima HINDIII. En ella se puede observar que este plasmido tiene sitio
de restriccion para esta enzima, observando en el carril 1 PQE30 sin digerir
de un peso molecular aproximadamente de 750 pb, y en el carril 2 PQE30

digerido. Al estar digerido pierde su forma circular, caracteristica de todos los
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plasmidos, por lo tanto, se hace lineal y su corrida electroforética se hace

mas lenta observandose de mayor peso molecular.

Figura 10. Gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (0,5ug/ml) mostrando que la enzima
HINDIII tiene sitio de corte para el vector de clonamiento PQE30. EIl carril muestra el PQE30 sin
digerir; el carril 2 muestra el PQE30 digerido; y el carril 3 muestra el STD corresponde al estandard de
peso molecular 1Kb ladder de Promegar.

Sometiendo los minicirculos a digestion con la enzima HINFI se puede
observar en la figura 11 las bandas de ADN que surgieron por la actividad
que realizd dicha enzima. Se observa en el carril 2 que corresponde a Cedral
05 un fragmento de aproximadamente 500 pb, al igual que para Cedral 12 en
el carril 3. En los carriles 5, 6, 7, 8,9, 11 y 12 que corresponden a TeGub323,
TeGubTrino, Cedral 05, Cedral 12, Mantecal, TeGub323 y TeGubTrino,
respectivamente, se observan dos fragmentos, uno de aproximadamente 350
pb y uno de aproximadamente 600 pb. Y en los carriles 4 y 10 se observa un

fragmento de 760 pb aproximadamente, indicando polimorfismo de estas dos
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bandas con respecto al resto. El presente estudio representa la primera
evidencia de polimorfismos en aislados de campo de Trypanosoma evansi
provenientes de Venezuela. RFLP ha mostrado ser una técnica conveniente
para visualizar polimorfismos genéticos entre poblaciones de individuos,

incluyendo los aislados de Trypanosoma evansi en estudio.

Figura 11. Gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (Q,5ug/ml) mostrando que la enzima HINFI si corta el ADN
de minicircutos de los siguientes aislados de Trypanosoma evansi. El carril 2 corresponde a Cedral 05; el carril 2
corresponde a Cedral 12; el carril 4 corresponde a Guarico; el carril 5 corresponde a TeGub323 vy el carril 6
corresponde a TeGubTrino, el carril 7 corresponde a Cedral05, el carril 8 corresponde a Cedral12, el carril 9
corresponde a Mantecal, el carril 10 corresponde a Teva1, el carril 11 corresponde a TeGub323 vy el carril 12
corresponde a TeGubTrino. El carril 1 corresponde al estandard de peso molecular 1Kb ladder de Promegar.

La tabla 7 muestra el peso molecular de los fragmentos obtenidos
experimentalmente para los aislados Cedral 05, Cedral 12, Guarico,
TeGub323, TeGubTrino, Mantecal y Teva1l, que fueron sometidos a las
enzimas de restriccion: SAC1, BAMH1, SAC1, ECORI, HINDIII Y HINF1.
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ECORI
ENZIMA DE SAC1 HINF1 SAL1 BAMH1 HINDII
REST (GGATT
: (GAGCTC) | (GAnTC) | (GTCGAC) | (GGATCC) o (AAGCTT)
AISLADO
500 pb
CEDRAL 05 N/C N/C N/C N/C N/C
300 pb
500 pb
CEDRAL 12 N/C N/C N/C N/C N/C
300 pb
600 pb
TEGUB323 N/C N/C N/C N/C N/C
350 pb
600 pb
TEGUBTRINO N/C N/C N/C N/C N/C
350 pb
TEVAT1 N/C 760 pb N/C N/C N/C N/C
S B | s00pb
MANTECAL N/C N/C N/C N/C N/C
300 pb
GUARICO N/C 760 pb N/C N/C N/C N/C

TABLA 7. Analisis experimental de las secuencias parciales de ADN de los minicirculos sometidos a
diferentes enzimas de restriccion.

A fin de comparar el peso molecular de los fragmentos obtenidos con
las secuencias tedricas publicadas por Perrone 2003, para estos minicirculos,
fueron sometidas a un andlisis por restriccion teorico utilizando el programa
WinGene=r.

En la tabla 8 se observan similitudes entre los aislados utilizados en
este trabajo y las secuencias de minicirculos de aislados T. evansi
provenientes de otros continentes como Etiopia, aislado de camelio (Cepa
ET, Ou y col. 1.991), Indonesia, aislado de bufalo (cepa YogTat 1.1, Artama y
col. 1.992), Las Filipinas, aislado de caballo (Cepas MA1 y MA2, Ou y col.
1.991) y China, aislado de bovino (Cepa SH, Ou y col. 1.991).
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ENZIMA DE

SAC1 HINF1 SAL1 BAMH1 ECORI HINDII
REST. REFERENCIA
(GAGCTC) | (GAnTC) | (GTCGAC) | (GGATCC) | (GGATTC) | (AAGCTT)
AISLADO
477 pb
CEDRAL 05 N/C 309 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
o4 pb (1.991)
482 pb
CEDRAL 12 N/C 295 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
54 pb (1.991)
478 pb
TEGUB323 N/C 305 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
64 pb (1.991)
483 pb
TEGUBTRINO N/C 310 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
54 pb (1.991)
479 pb
MANTECAL N/C 306 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
04 pb (1.991)
TEVA1 N/C 700 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
(1.991)
GUARICO N/C 690 pb N/C N/C N/C N/C Ouy col.
(1.991)
MA N/C 514 pb Ouy col.
p N/C N/C N/C N/C (1.991)
ET N/C 518 pb Ouy col.
p N/C N/C N/C N/C (1.991)
YOGTAT 1.1 N/C 514 pb N/C N/C N/C N/C Artéz;ng 9y2°°"

Tabla 8. Analisis tedrico de las secuencias parciales de ADN de los minicirculos sometidos a diferentes
enzimas de restriccion utilizando el programa WinGene ®.
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Si comparamos los fragmentos obtenidos experimentalmente con los
teéricos, se observa que experimentalmente, se obtuvo dos fragmentos,
mientras que tedricamente se debia obtener tres, aunque existe cierta
similitud entre ellos. El fragmento de 94 pb no se observa en el gel de
agarosa por las condiciones en las cuales se prepard, tal vez la
concentracion del gel no fue la apropiada para observar estos fragmentos de
tan bajo peso molecular, debid ser un poco mas compacto. Otro factor que
pudo haber influido, fue el tiempo de corrida electroforética que quizas no fue

el suficiente para poder observario.

Los resultados mostraron que 2 de los 9 aislados estudiados
presentaron polimorfismos tanto teéricos como experimentales para la
enzima HINF1.
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DISCUSION

La infectividad, definida como la habilidad de los tripanosomas para
invadir y multiplicarse en un hospedador, es el primer criterio usado para
describir la interaccion entre tripanosomas patdégenos y sus hospedadores
(Losos 1.986). Los resultados obtenidos por Belmar y Reinhold (2000),
muestran que existen diferencias en el grado de infectividad y virulencia entre
poblaciones venezolanas de T. evansi, mostrando que el aislado Teva1 fue el
mas agresivo ya que el 97% de los ratones inoculados sucumbieron el dia 8
post infeccion y el 3% el dia 10, mientras que otros aislados se
caracterizaron por producir minimas parasitemias con tiempos de vida
prolongados. Estas altas parasitemias son caracteristicas de aislados
virulentos de tripanosomas africanos en ratones. Turner y col. (1.995) en un
estudio comparativo, obtuvo parasitemias similares en ratones infectados

experimentalmente con aislados de Trypanosoma brucei.

En el presente trabajo se compararon 9 aislados de Trypanosoma
evansi, provenientes de distintas areas geograficas de Venezuela y de
distintos hospedadores, mediante la técnica de RFLP para determinar la
existencia de posibles polimorfismos genéticos. Esta técnica ha sido muy util
para estudiar la heterogeneidad genética en poblaciones de tripanosomas
africanos, tanto en Trypanosoma brucei (Kanmogne y col., 1996) como en
Trypanosoma evansi (Ventura y col. 2001, Watanapokasin y col. 1.998). En
Venezuela hasta el momento existe escasa informacion sobre las
caracteristicas genéticas en aislados venezolanos de T.evansi, razon por la
cual se utilizé esta técnica como herramienta para detectar posibles

polimorfismos.
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Perrone (2003), utilizd nueve aislados venezolanos los cuales fueron
sometidos a amplificacion por PCR con los mismos cebadores y mostré un
producto indicativo de la presencia de kinetoplasto en todos los aislados. A
juzgar por las secuencias y las alineaciones obtenidas, encontré que al
menos cuatro de los seis minicirculos secuenciados a partir de los aislados
venezolanos (Cedral 05, Cedral 12, TeGub-323 y TeGub-trino) presentan

estrecha similitud entre si y entre sus similares de otros Continentes.

En otro orden de ideas, la comparacion de secuencias de minicirculos
entre poblaciones de tripanosomas de especies relacionadas (T. evansi, T.
equiperdum 'y T. brucei) también ha sido estudiada. Estudios previos
realizados por Borst y col. (1.987) mostraron que los minicirculos presentes
en distintas poblaciones de T. evansi provenientes de Africa, Asia y
Sudamerica (Brasil) presentan secuencias homdlogas entre si difiriendo sblo
en un 4%, contrastando con las obtenidas para los minicirculos entre
poblaciones de T. brucei donde se observa amplia heterogeneidad. Asimismo
Ou y col. (1.991) mostraron extensas regiones de homologia luego de un
analisis comparativo de las secuencias de minicirculos de 4 aislados de T.
evansi provenientes de China, Las Filipinas y Etiopia. Songa y col. (1.990)
determinaron que 13 aislados provenientes de Tailandia, Indonesia, Nigeria,
Kenya, Sudan y Colombia fueron homogéneos vy, finalmente Lun y col
(1.992a) obtuvieron similares resultados tras comparar aislados originarios de

China con sus homologos provenientes de Africa y Sudamérica.

Los resultados de esta investigacion mostraron igualmente que los
minicirculos de los aislados utilizados, presentaron homologia entre sus
secuencias, y comparadas con los pesos moleculares tedricos se observa

una gran semejanza, ademas de presentar también estrecha similitud con
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sus equivalentes africanos y asiaticos. Por otro lado, los cebadores utilizados
para comparar las poblaciones de aislados venezolanos de T.evansi, fueron
capaces de mostrar patrones de amplificacion distintos en dos de los nueve
aislados en estudio, sugiriendo la existencia de heterogeneidad genética

entre los mismos.

Es importante sefalar que el polimorfismo observado con estos
cebadores amplificé fragmentos de ADN en los aislados Teval y Guarico,
cuyos patrones fueron idénticos entre ambos pero diferentes al resto,
mostrando claramente la presencia de polimorfismos entre los aislados en
estudio. Como se ha discutido previamente, durante los experimentos de
infectividad realizados por Belmar y Reinhold (2000), se observaron también
diferencias en cuanto a la caracteristicas biolégicas de estos aislados,
encontrandose que el mas infectivo y virulento fue Teva1; y aunque el aislado
Guarico no fue sometido a este estudio, la observacion personal muestra
caracteristicas biolégicas muy similares a Teval. Estas observaciones
podrian representar indicios de una posible asociaciéon entre estos

polimorfismos genéticos y el comportamiento parasitologico de los aislados.

Los minicirculos constituyen un rasgo caracteristico del kinetoplasto de
los tripanosomas. Hacia finales de los afios 80, su funciébn aun no estaba
establecida y sus secuencias no parecian codificar proteina alguna.
Posteriormente se encontré que los minicirculos codifican para pequefios
ARN denominados ARN guia (ARNQg) que se encargan de editar transcritos
expresados a partir de secuencias de los maxicirculos (Sturm y Simpson
1.990). Pero T.evansi no presenta maxicirculos en su kinetoplasto, sélo
minicirculos. Una posibilidad de ausencia de maxicirculos en estos
tripanosomas podria ser que se trate de estructuras primitivas, que

posiblemente se pierdan en el tiempo, de alli que existen aislados de T.
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evansi que han perdido el kinetoplasto y logran sobrevivir. Otra posibilidad es
que los ARNg en T. evansi podrian ser utilizados por otros genes que no
estén presentes en los maxicirculos. De ser asi, pudiera considerarse la
posibilidad de que aislados de T. evansi sin kinetoplasto podrian contener en
algin lugar de su genoma genes para ARNg o6 bien tener minicirculos
residuales que contengan estos genes. Sin embargo, no existe evidencia que

soporte estas premisas.

Un hallazgo bien interesante y que representa la primera evidencia de
la existencia de estructuras equivalentes a maxicirculos en T. evansi, fue la
presencia de un producto de PCR de aproximadamente 1.000 pb en los
aislados Teval y Guarico con cebadores que amplifican el gen que codifica
para la proteina Apocitoromo B de maxicirculo de T. brucei, encontrado por
Perrone (2003). Las secuencias de estos fragmentos mostré un grado de
identidad del 90-95 % con el gen presente en maxicirculos que codifican
para Apocitocromo B de tres aislados de T. brucei. El hecho de que T. evansi
sea ftransmitido mecanicamente y no sufra transformacion morfoldgica
sugiere que su kinetoplasto representa una estructura poco funcional, razén
por la cual, todas las cepas de T. evansi analizadas en la literatura carecen
de maxicirculos (Lun y col. 1.992a, Artama y col. 1.992, Songa y col. 1.990 y
Borst y col. 1.987). Asimismo, T. equiperdum, es transmitido exclusivamente
por el coito entre equinos y no requiere de un vector (Hoare 1.972).
Entonces, es de esperar que al igual que en T. evansi, T. equiperdum no

posea maxicirculos.
Desde el punto de vista evolutivo, Hoare (1.972) postuld que 7. evansi

evolucioné a partir de T. brucei cuando camellos infectados fueron

introducidos a areas libres de Glossina. Segun Lun y Desser (1.995) esta
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hipotesis es dificil de apoyar porque todos los aislados de T. evansi
analizados carecen de maxicirculos, entonces, si T. evansi evoluciono a partir
de T. brucei, es de esperar que existan aislados de T. evansi con
maxicirculos residuales ¢ incompletos. Entonces, postulan que si T. evansi
se originé de T. brucei, ha debido evolucionar a partir de un T. brucei mutante

que haya perdido primero su maxicirculo durante el proceso de replicacion.

Este resultado obtenido a partir de Teval y Guarico de poseer
maxicirculos, representan un importante aporte a la teoria de Hoare (1.972),
ya que estos aislados de tripanosomas (Teval y Guarico) podrian estar
evolutivamente mas relacionados a T. brucei que el resto de los aislados
estudiados. En contraste, las caracteristicas de los minicirculos y la ausencia
de secuencias relacionadas con maxicirculos en los aislados Cedral 05,
Cedral 12, TeGub-323, TeGub-trino y Mantecal, muestran que estos
parasitos estan mas vinculados con sus homélogos de otros Continentes que

con Teva1l y Guarico.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

- Se observé al amplificar el ADN gendmico con cebadores especificos
para minicirculos, un producto de amplificacion por PCR de
aproximadamente 1.000 pb cuyo tamafo es similar con el reportado en la
literatura para kinetoplasto de 7. evansi de otros continentes, indicando que

este organelo esta presente en todos los aislados estudiados.

- Los resultados obtenidos por la técnica de RFLP mostraron que los
cebadores utilizados evidenciaron polimofismos genéticos en dos de los
nueve aislados estudiados (Teva1 y Guarico), realizando la digestion con la
enzima HINF1.

- Las secuencias de minicirculos obtenidas para los aislados Teval y
Guarico mostraron similitudes entre si, pero heterogeneidad al compararlos

con las secuencias del resto de los aislados.

Los resultados de este trabajo muestran el comportamiento de
aislados de T.evansi en el campo molecular. Las diferencias observadas
enmarcan a los aislados estudiados en dos grupos: uno en el que se
encuentran los aislados Cedral 05, cedral 12, Manteal, TeGub-323, TeGub-
trino y TeGub-03 que poseen caracteristicas similares entre si, y muy
relacionados con sus parientes de otros Continentes y que representan el

grupo mas comun de tripanosomas, y el segundo grupo representado por los
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aislados Teva1l y Guarico, tripanosomas muy infectivos y heterogéneos en

minicirculos.
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