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El estudio realizado por el estudiante graduado Roger Ramirez, en el marco de
su tesis doctoral cumplida gracias al programa de doctorado conjunto en
Medicina y Sanidad Animal de la Universidad de Zulia con la Universidad de
Cdrdoba, tuvo como objetivo la evaluacion clinica patoldgica y protedmica de dos
aislados venezolanos de Trypanosoma vivax (T. vivax).

Para ello, se realizaron inoculaciones experimentales en ovinos con dos aislados
de T. vivax (TVLIEM176 y TvMT1) para evaluar inicialmente los aspectos clinicos
de temperatura, hematocrito, proteinas totales y otros. En este primer ensayo,
se determind como mas patogénico el aislado TvMT1 causando mayores
cambios en los valores clinicos y mas virulentos, el aislado TvLIEM176 al
evidenciar mayores parasitemias.

Por otra parte, estos aislados fueron purificados y sometidos a su separacién
proteica por 2D-DIGE encontrando 17 “spots” con expresion diferencial, los
cuales fueron posteriormente identificados por espectrometria de masa. Esta
identificacion de péptidos de expresion diferencial permite sugerir que las
proteinas asociadas a la virulencia pudieran ser GRP78, Par3, alfa tubulina, beta
tubulina, HSP70, arginina quinasa, proteina del Complejo T 1 y TCP186, en
cambio aquellas asociadas a la patogenicidad pudieran ser PFR1, piruvato
quinasa, ATP sintetasa vacuolar, TCP1a, glicerol quinasa y IMPDH.

En conclusién fueron estudiadas a profundidad dos cepas de T. vivax,
encontrando que una es mas virulenta y otra mas patogénica, ademas, se
lograron identificar los péptidos que hacen estas diferencias, abriendo el campo
para posibles evaluaciones de tratamientos, inmunizaciones y diagndstico de
este parasito tan relevante en las ganaderias de Africa y Latinoamérica.

Los resultados del trabajo han dado lugar, hasta el momento, a dos publicaciones
cientificas en la “Revista Cientifica FCV-LUZ”, indexada en el JCR en el tercer
tercil del area de Ciencias Veterinarias :



Ramirez-Barrios, R., Valera, Z., Parra, O., Chacin. E., Tavares-Marques,
L., Holzmuller, P., Martinez-Moreno, A., Reyna-Bello, A. Immunorreactive
proteins of Trypanosoma vivax. Revista Cientifica FCV-LUZ. Vol XXV,
Num 4. Pag: 311-316.

Ramirez-Barrios, R., Angulo-Cubillan, F., Gil, M., Parra, O., Tavares-
Marques, L., Holzmuller, P., Martinez-Moreno, A., Reyna-Bello, A.
Respuesta inmunitaria de ovinos (Ovis aries) frente a dos aislados
venezolanos de Trypanosoma vivax. Revista Cientifica FCV-LUZ. Vol
XXV, Num 5. Pag: 361-367.

Se esta preparando una tercera publicacién, titulada “Different virulence and
pathogenicity patterns of two Trypanosoma vivax isolates", para ser enviada a la
revista Parasitology International (JCR, IF 1,8, Q2) y se han presentado varias
comunicaciones a Congresos Cientificos.

Para concluir este informe, indicar que el doctorando ha mostrado una gran
constancia y resolucién para completar el trabajo, afrontando diversas
situaciones y circunstancias complicadas y mostrando una notable capacidad
para resolver los problemas que se fueron presentando de una forma decidida.

El estudio conducido por el doctorando Roger Ramirez, reune todos los
requisitos necesarios para ser presentado y defendido ante el tribunal para optar
al Grado de Doctor en Veterinaria por la Universidad de Cérdoba. Por todo ello,
se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cordoba, 15 de Octubre de 2015
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/

Fdo.:M.V. IG Sc. Dr. Armando Reyna Fdo.: Dr. Alvaro Martinez Moreno
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y Alvaro Martinez Moreno, directores de la Tesis y al Dr. Philippe Holzmiiller,
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Figura 25. Figura 25. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 602. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 602.............cccceeeenneenne. iError! Marcador no definido.

Figura 26. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 845. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 845..........cooeviiiiiiiiiiii e, iError! Marcador no definido.

Figura 27. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1928. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1928..........ccoeviiiiiiiiiiiiieieeee, iError! Marcador no definido.

Figura 28. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1969. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1969...........cccooiviiiiiiiieiiiieieee, iError! Marcador no definido.

Figura 29. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 758. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 758.........ccooeviiiiiiiiiieii e, iError! Marcador no definido.

Figura 30. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 793. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 793.........cooviiiiiiiiee e, iError! Marcador no definido.

Figura 31. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1912. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1912.......ccovvviiiiiiiiie e, iError! Marcador no definido.

Figura 32. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1909. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1909..........ccceiiiiiiiiiiiiie e, iError! Marcador no definido.

Figura 33. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1903. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1903..........coiiiiiiiiiiiieeeee e, iError! Marcador no definido.

Figura 34. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1906. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1906...........ccceevviiiiiiiiiiiiiiiieeeee, iError! Marcador no definido.

Figura 35. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1919. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1919.......ccoviiiiiii e, iError! Marcador no definido.

Figura 36. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1979. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1979........coooviiiiiiiiiiei e, iError! Marcador no definido.



Figura 37. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1986. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 1986............cccovviiiiiiiiiiiiiiiieee, iError! Marcador no definido.

Figura 38. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 559. (b) Logaritmo del volumen

normalizado del spot 559.........ccoovviiiiiiiiiii e iError! Marcador no definido.
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1.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A través del tiempo, la ganaderia bovina ha tenido que evolucionar, intentando
compensar el aumento de la poblacion humana y de esta manera tratando de
aumentar la oferta de productos de origen animal (principalmente leche y carne)
para el consumo humano. En Venezuela, esto se ha podido realizar a través de
la ganaderia de doble propdsito, la cual hoy en dia es fundamental para lograr la
tan ansiada soberania y seguridad alimentaria. Sin embargo, el mejoramiento
genético de la ganaderia nativa a través de cruzamientos sistematicos con razas
exoticas de mayor productividad ha traido como consecuencia la insercion de
algunos genotipos susceptibles a enfermedades, que se convierten en un serio

obstaculo para el desarrollo de la ganaderia (Callow, 1983; Toro, 1990).

En este contexto, las hemoparasitosis constituyen unas de las principales
enfermedades endémicas de la ganaderia en zonas tropicales y subtropicales,
causando un impacto negativo en la salud de los rebafios de paises en desarrollo
(Guglielmone, 1995). En Venezuela, la ganaderia de doble propdsito no escapa
a esta realidad y, hoy en dia, las hemoparasitosis se han convertido en uno de
los principales diagnoésticos a considerar cuando de brotes epidémicos de

enfermedades sistémicas se trata (Guillén y col., 2001).

Dentro de las hemoparasitosis que afectan a los animales domeésticos,
principalmente a rumiantes, esta la tripanosomosis, causada por Trypanosoma
(Duttonella) vivax Ziemann, 1905, el cual afecta a bovinos, ovinos, caprinos y

bufalos (Davila y Silva, 2000; Desquesnes, 2004)
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Este protozoario estd ampliamente distribuido en Africa, Centro América y
Surameérica (Davila y Silva, 2000; Morlais y col., 2001; Ventura y col., 2001). En
Venezuela, diversos estudios han evidenciado la presencia de T. vivax causando
la tripanosomosis en los rebafios bovinos considerandose esta enfermedad de
caracter endémico (Toro y col., 1980; Toro, 1990; Duno, 1992; Rivera, 1996;
Contreras, 2000, Suarez y col., 2009), particularmente en los estados ganaderos:
Zulia, Apure, Barinas, Guarico, Portuguesa y Falcén, donde se han detectado

prevalencias relativamente altas de T. vivax (Rivera, 1996).

Lo relevante de la tripanosomosis provocada por T. vivax, radica en el negativo
impacto econémico que causa por la muerte de los animales, desmejoramiento
de la condicién fisica, retardo en el crecimiento, y problemas reproductivos tales
como infertilidad y abortos (Sekoni y col., 1990; Silva y col., 1998a, 1998b; Obasi
y col., 1999; Camargo y col., 2004; Batista y col., 2006, 2012). Las infecciones
de curso agudo y subagudo (menos frecuentes), tienen una expresion clinica
caracterizada por fiebre, anemia y mortalidad; en cambio, las formas cronicas o
subclinicas (predominante en los bovinos), desencadenan procesos debilitantes
en los animales infectados, que al sumarseles factores de estrés como mal
nutricion, manejo inadecuado, cambios climaticos, entre otros, provocan un
deterioro progresivo de la salud del rebafo, con pérdida de la productividad en
las explotaciones ganaderas (Rivera, 1996; Navarrete y Acosta, 1999; Contreras,

2000; Masake y col., 2002).

El diagnéstico de la tripanosomosis bovina en Venezuela se efectua
rutinariamente a través de la deteccion de los tripanosomas en sangre mediante

las técnicas de Woo y frotis sanguineos de capa blanca (Rivera, 1996; Contreras,
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2000). Sin embargo, estas técnicas presentan muy poca sensibilidad,
particularmente en animales con infecciones cronicas, en los cuales la
parasitemia es muy baja (Ventura y col., 2001; Masake y col., 2002).
Considerando que la gran mayoria de las infecciones por tripanosomas a nivel
de campo (sobre el 80%) desarrollan bajas parasitemias, y que éstas no pueden
ser detectadas por las técnicas aplicadas (Masake y Nantulya, 1991), es dificil
precisar la situacion actual de la enfermedad en las diferentes zonas ganaderas

del pais (Tamasaukas y Roa, 1992).

Esta situacion conlleva a que las medidas de prevencién y control aplicadas en
las fincas ganaderas sean ineficientes y no puedan evitarse las pérdidas
econdmicas provocadas por la enfermedad. Los costos de produccion se
incrementan debido a la aplicacion periddica de drogas tripanocidas, la
introduccién de animales de raza mas resistentes a la enfermedad, el manejo del
ganado para evitar la proximidad a los hospedadores reservorios, el control de
la poblacién de vectores transmisores mediante el uso de insecticidas y trampas,
entre otros (Rivera, 1996; Contreras, 2000). Aunque es de comun acuerdo las
grandes pérdidas econdémicas causadas por esta enfermedad en la ganaderia,
son pocos los estudios existentes en Latinoameérica al respecto. En un brote de
tripanosomosis en la zona de El Pantanal que abarcaba regiones de Brasil y
Bolivia, las pérdidas econdmicas fueron estimadas en mas de 160 millones de
ddlares (Seidl y col., 1999); sin embargo, no existen estudios al respecto en otros
paises latinoamericanos. Esto también incluye un importante impacto en el
bienestar humano, lo que resulta en disminucidon de ingresos en entornos de

maxima pobreza. En el caso de Africa, esto ha sido estimado con un costo de
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1300 millones de ddlares americanos por afo (Shaw, 2004)

Los tripanosomas exhiben una considerable variacion genética intraespecifica.
Por ello se han utilizado marcadores genéticos para las caracterizaciones de
algunas especies de estos parasitos, asi como su empleo para analisis
epidemioldgicos y caracterizaciones moleculares de poblaciones (Melville y col.,
1998). En este sentido, Morlais y col. (2001) desarrollaron marcadores
moleculares especificos para la identificacion de T. vivax, basados en una
secuencia amplificada por PCR de microsatélites que contiene un fragmento
repetitivo citosina-adenina. Esta secuencia mostré alto polimorfismo, siendo un
marcador conveniente para estudios de genética poblacional. Sin embargo, otros
autores (Duffy y col., 2009; Tait y col., 2011, Garcia y col., 2014) consideran que
la diversidad genética existente en T. vivax es limitada, lo cual es compatible con

una reproduccion de tipo clonal.

En América del Sur, la tripanosomosis bovina causada por T. vivax varia en
severidad, yendo desde una presentacion muy leve con ligera depresion hasta
una condicién crénica con pérdida de peso. También pueden ocurrir brotes
epidémicos agudos con aborto y gran mortalidad (Taylor y Mertens, 1999; Batista
y col., 2006, 2007, Rodrigues y col., 2008). Las razones de estas diferentes
manifestaciones no son entendidas aun (Dirie y col., 1993), pero podria pensarse

que se deben a las variaciones genéticas anteriormente mencionadas.

A fin de cuentas, esta claro que el conocimiento de la diversidad genética de T.
vivax es limitado, lo cual también limita su significado en términos de diagnéstico,
formas de presentacion de la enfermedad, respuesta a drogas, aparicion de

resistencia a tripanocidas entre otros aspectos de importancia (Hamilton, 2012).
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Para tener un mejor manejo de la enfermedad causada por T. vivax, se deberian
desarrollar estudios mas profundos acerca de la biologia basica del parasito, su
dinamica poblacional y en particular investigaciones a nivel posgenémico que
permitan evaluar patrones de virulencia y patogenicidad y asi comprender las

diferentes formas de presentacion de la enfermedad.

A este respecto, en los estudios clinicos de la tripanosomosis bovina revisten
especial importancia los conceptos de virulencia y patogenicidad. Holzmuller y
col. (2008) definen la virulencia como la capacidad del tripanosoma de
multiplicarse dentro del hospedador (es decir, la parasitemia) y la patogenicidad
como la aptitud para producir dafios patolégicos y mortalidad. Con relacion a
esto, Gomez (2010) realizé un estudio comparando 5 aislados venezolanos de
T. vivax encontrando importantes diferencias tanto clinicas como moleculares

entre esos aislados.

Considerando que T. vivax esta ampliamente distribuido en las regiones
ganaderas tradicionales de Venezuela y en razén al impacto econdmico que
tiene la enfermedad en la produccion pecuaria, se hace necesario realizar
estudios de diferente naturaleza dirigidos a profundizar los conocimientos de
esta hemoparasitosis en cuanto a prevalencia, distribucién, virulencia,
patogenicidad e identificacion de los aislados en las diferentes regiones de la

geografia nacional.

Debido a esto, se propone realizar un estudio para evaluar la clinica, patologia y

protedmica de dos aislados venezolanos de Trypanosoma vivax.

Este objetivo se complementé con los siguientes objetivos especificos:
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1.- Determinar la virulencia y patogenicidad de los dos aislados venezolanos de

Trypanosoma vivax a partir de ovinos inoculados experimentalmente.

2.- Comparar las lesiones anatomopatoldgicas producidas por los dos aislados

venezolanos de Trypanosoma vivax en ovinos inoculados experimentalmente

3.- Comparar los patrones polipeptidicos de los dos aislados venezolanos de

Trypanosoma vivax por 2D-DIGE.

4.- |dentificar las proteinas cuya expresion sea diferencial entre los dos aislados

venezolanos de Trypanosoma vivax mediante espectrometria de masas.

5.- Determinar la funcion de las proteinas identificadas a través de herramientas

bioinformaticas
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Tripanosomosis Bovina

2.1.1.- Etiologia

Trypanosoma (Duttonella) vivax, es una especie monomorfica, la cual mide de
20 a 27 ym (media de 22,5 uym) de longitud por 3 ym de ancho. La porcién
posterior es mas ancha y bulbosa, el kinetoplasto es grande y terminal, presenta
un flagelo libre corto que mide entre 3-6 um de longitud, con escaso desarrollo
de la membrana ondulante. Es muy modvil en sangre fresca y se desplaza
rapidamente a través del campo microscopico (Rivera, 1996; Urquhart y col.,
1996). Entre sus hospedadores se incluyen bovinos, ovinos, caprinos, bufalos y
cérvidos, localizandose principalmente en sangre, linfa y nddulos linfaticos

(Mayaudon, 1973; Soulsby, 1987; Gardiner, 1989).

Este protozoario se clasifica taxondmicamente en el Reino Animalia, Subreino
Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Subphylum Mastigophora, Clase
Zoomastigophora, Orden Kinetoplastida, Suborden Trypanosomatina, Familia
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Subgénero Duttonella (Desquesnes,

2004).

2.1.2.- Reseina Historica

Trypanosoma vivax fue introducido en América Latina en bovinos importados de
Africa, posiblemente a finales del siglo XIX. Este parasito esta ahora presente en
10 de los 13 paises de Suramérica, ocasionando frecuentemente una severa

enfermedad debilitante y muertes (Otte y col., 1994; Jones y Davila 2001).
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Desde que fue detectado por primera vez en bovinos de la Guayana Francesa
(1919), T. vivax ha sido identificado en la sangre de bovinos en Venezuela
(1920), Guadalupe (1926), Martinique (1929), Colombia (1931), Surinam (1938),
Panama (1941), Guyana (1952) y Brasil (1972). A través de anticuerpos para T.
vivax se ha reportado en bovinos de El Salvador (1977), Costa Rica (1977),
Ecuador (1977), Peru (1977), Paraguay (1977) y mas recientemente, en Bolivia
(1995) y Costa Rica (Wells y col., 1982a; Contreras, 2000; Jones y Davila, 2001;

Oliveira y col., 2009).

En Venezuela, el primer reporte de T. vivax fue hecho por Tejera en 1920, pero
con el nombre de T. casalboui (Mayaudon, 1973), luego Fernandez en 1931
realiza un estudio de una epizootia ocurrida en bovinos del llano, siendo
ampliada esta observacion por Kubes en 1944, quien describe la morfologia del

parasito y los sintomas de la enfermedad (Rivera, 1996).

Diversas investigaciones realizadas en el pais demuestran una amplia
distribucion geografica de T. vivax (Toro y col., 1980; Toro, 1990; Duno, 1992;
Tamasaukas y Roa, 1992; Rivera, 1996; Espinoza y col., 1999; Guillén y col.,
2001, Suarez y col., 2009). Toro (1990), en un estudio seroepidemiolégico de las
hemoparasitosis en 10 estados del pais, sehala una prevalencia de la
tripanosomosis en bovinos que oscila entre 3,4% y 33,5% con un promedio de
20,8%. Tamasaukas y Roa (1992) informan sobre una seroprevalencia para T.
vivax de 33,8% en diecinueve fincas bovinas ubicadas en el nor-centro y sur-

este del estado Guarico durante la época lluviosa.

Por su parte, Duno (1992), en un estudio realizado en bovinos de la zona

nororiental del estado Falcén, revela la existencia de una seroprevalencia para

31



Revision Bibliografica

T. vivax de 57,8%. En 1992, Rivera (1996) determin6 una seroprevalencia de
78% en bovinos de nueve fincas del estado Tachira y Tamasaukas y col. (2000),
presentaron resultados de seroprevalencia de T. vivax de 3,9% en bovinos
localizados en fincas de los estados Aragua y Guarico durante la época seca,
ambos estudios emplearon la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
como método de diagndstico. A pesar de la amplia difusién de T. vivax en
muchas regiones del pais y las considerables pérdidas que se asocian a la
infeccion tripanosémica, es poca la informacion disponible sobre el
comportamiento de esta enfermedad en los rebafos bovinos (Toro, 1990;

Sandoval y col., 1998; Espinoza y col., 1999).
2.1.3.- Transmision de T. vivax

De las tres principales especies de tripanosomas transmitidos por la mosca tse-
tsé y que afectan a rumiantes, solo T. vivax puede distribuirse en dos formas, la
impuesta y limitada por su vector, y la establecida por él mismo en Suramérica.
Estudios morfométricos, marcaje de ADN y andlisis bioquimicos de isoenzimas,
sugieren que el T. vivax del nuevo mundo proviene del Oeste de Africa y se
diferencia del parasito africano en la diversidad de sus antigenos de superficie y
su incapacidad para infectar y crecer en la mosca tse-tsé in vitro (Jones y Davila,

2001).

El movimiento irregular de animales infectados de un lugar a otro en fronteras
nacionales e internacionales es probablemente la principal via por la cual el
parasito entra a nuevas areas. Sin embargo, una vez que el parasito es
introducido en una zona, su subsiguiente transmision no esta bien determinada

(Silva y col., 1998a; Jones y Davila, 2001). La transmision mecanica o no ciclica
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por parte de insectos hematéfagos, tales como tabanos o moscas de establo
(Stomoxys spp.), se cita como el principal método de transmision de T. vivax en
Surameérica (Soulsby, 1987; Otte y col., 1994; Jones y Davila, 2001; Desquesnes,
2004; Osorio y col., 2008). Es bien conocido que en el nuevo mundo, T. vivax
puede ser transmitido por varias especies de moscas picadoras y en muchas
areas endémicas de Suramérica existen fuertes evidencias de que ocurre este
mecanismo de transmisién (Otte y col., 1994; Jones y Davila, 2001, Osério y col.,

2008).

Los tabanos se consideran como los principales transmisores del parasito en
Surameérica, representando el periodo de lluvias la época de mayor riesgo de
transmision, debido a la abundancia de estos insectos y la acumulacién de
animales en areas secas (Otte y col., 1994, Silva y col., 1998a; 1998b, Oso6rio y
col., 2008). Las garrapatas, vampiros (Desmodus rotundus) y triatomidios se
citan como potenciales vectores de T. vivax pero esta posibilidad no esta
sustentada (Uzcanga y col., 2004). En rumiantes se ha demostrado la
transmision transplacentaria de T. vivax, (Gonzalez y Espinoza, 1994; Elhassan
y col., 1995; Jones y Davila, 2001); y también es probable que la transmision
iatrogénica via agujas e instrumentos tenga importancia, aunque no siempre sea
reconocida su contribucion a la propagacion local durante las vacunaciones u

otras practicas de tratamiento en masas.
2.1.4.- Impacto econdmico de la tripanosomosis

Las enfermedades animales generan un impacto econdmico muy amplio que
puede ser directo o indirecto, y pueden variar desde un problema muy localizado

hasta uno global. En Africa, la tripanosomosis ocupa el tercer lugar de las
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enfermedades de los bovinos que impactan negativamente en la poblaciéon
humana (Perry y col., 2002), causando mas de 3 millones de muertes de bovinos
y generando la aplicacion de mas de 35 millones de dosis de drogas tripanocidas
por afio. En el Africa Sub-sahariano, el total de las pérdidas econémicas en la
ganaderia ascienden a 1.200 millones de ddlares anuales (FAO, 2004). Esta
enfermedad representa un importante obstaculo en la produccién de la
ganaderia tanto en Africa como en América, ya que tiene un impacto directo en
la productividad y el manejo de la ganaderia y un efecto indirecto en el bienestar
humano (Swallow, 2000). Ademas, existen algunos inconvenientes asociados
con el control de la enfermedad que aumentan el efecto econémico, tales como

el emergente problema con la resistencia a las drogas tripanocidas.

Por esta razén, el panorama que se vislumbra refleja el mismo patron visto
décadas atras, ya que T. vivax representa un factor limitante en la produccién
animal en toda Latinoamérica, debido a que parece ser enzootica desde
Paraguay hasta Centroamérica, con brotes epizodticos esporadicos que causan
una mortalidad, morbilidad y pérdidas econémicas significativas (Desquesnes,

2004).

Son pocos los estudios que se han realizado en Latinoamérica sobre el impacto
econdmico que la tripanosomosis puede llegar a tener en rebafios de rumiantes.
En Colombia, hace poco mas de tres décadas, se calculé que esta enfermedad
llegaba a producir pérdidas por el orden de 56 US$ por animal (Betancourt y
Wells, 1979; Wells y col., 1982a), por lo cual la tripanosomosis fue considerada
como la tercera enfermedad de los bovinos en importancia econdmica en ese

pais (Wells y col., 1982a; Otte y col., 1994).
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Por otra parte, en el ano 1995 se presenté un brote de tripanosomosis en la
region de El Pantanal en Brasil, resultando en pérdidas financieras para los
productores en términos de pérdidas de productividad incluyendo abortos,
infertilidad y muerte de animales jovenes y adultos. Desde el punto de vista de
la productividad, se estimé que el 34,5 % de todos los animales sufrié de
infertilidad por un ano, efecto financieramente equivalente a un aborto por cada
animal afectado durante el brote de la enfermedad. Realizando el tratamiento
para todos los animales, el total estimado de las pérdidas econdmicas durante el
mencionado brote fue de aproximadamente el 4% del valor de cada animal, lo
cual representaria un total de 160 millones de US$, tomando en consideracion
que en El Pantanal existen aproximadamente 11 millones de cabezas de ganado.
Sin embargo, si no se aplicara el tratamiento correspondiente, las pérdidas
econdmicas ascenderian al 17 % del valor de cada animal, lo que equivaldria a

unas pérdidas totales de 700 millones de US$ (Seidl y col., 1999).

En otro brote de tripanosomosis en Minas Gerais, Brasil, se calculd que esta
enfermedad produjo una disminucién del 27 % en la produccion latea y 45 % en

la tasa de prefiez (Abrao y col., 2009).

En resumen, la valoracién completa del impacto econdmico de esta enfermedad
deberia realizarse tomando en cuenta la situacion epidemioldgica tan compleja
en Latinoamérica donde pueden ser infectados tanto bovinos como ovinos,
caprinos, bufalinos y hasta equinos, los cuales generalmente conviven juntos en
muchas unidades de produccién extensivas y donde se reportan brotes
esporadicos. Ademas, las infecciones por T. vivax., frecuentemente estan

acompafnadas por otros agentes hemotrépicos (tales como Babesia bigemina,
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Babesia bovis ylo Anaplasma marginale) que pueden contribuir a la morbilidad,
mortalidad e infertilidad de los animales con el consecuente impacto en la
productividad (Gonzatti y col., 2014). La cuantificacion de las pérdidas
econdmicas por T. vivax debe incluir otros costos, tales como tratamientos
curativos o preventivos, personal y asistencia veterinaria y el impacto en los
cultivos y sistemas agricolas. Sin embargo, desde el punto de vista de las
pérdidas producidas en rebafos bovinos, no solamente deben ser incluidas las
causadas por T. vivax, sino que también es importante incluir los costos debidos
a la enfermedad producida por T. evansi en caballos. En Venezuela, los caballos
son indispensables para la cria de ganado extensiva, y este sistema de cria es
muy comun en gran parte del pais. Para el afio 2008, las pérdidas causadas en
ganaderia bovina debido la tripanosomosis en equinos por T. evansi fueron

calculadas en casi 7,5 millones de US$ (Moreno y col., 2013).

2.1.5.- Aspectos fisiopatolégicos y clinicos de la tripanosomosis

La tripanosomosis bovina causada por T. vivax es una enfermedad con unas
caracteristicas clinicas muy variables, debido, en parte, a factores tales como:
virulencia de la cepa, susceptibilidad de las especies hospedadoras, inmunidad
del animal infectado, entre otros (Ventura y col., 2001). La enfermedad puede
desarrollarse en una forma aguda, subaguda o cronica (Maikaje y col., 1991;
Navarrete y Acosta, 1999). En los cursos agudos o subagudos, apenas da tiempo
a que se establezca una sintomatologia, observandose especialmente un
sindrome febril con temperaturas que llegan hasta 41 °C y que se repiten
ciclicamente, alrededor de cada 8-9 dias (Sandoval y col., 1995a; Navarrete y

Acosta, 1999). La fase crbnica generalmente se asocia con infecciones de
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semanas 0 meses anteriores y con una lenta y persistente pérdida de condicién,

terminando eventualmente en muertes (Holmes y col., 2000).

En los casos de tripanosomosis cronica, los animales pueden sobrevivir por
mucho tiempo, presentandose en algunos de ellos signos clinicos leves de la
enfermedad y, es en estos animales, donde los efectos en el sistema

reproductivo adquieren importancia (Luckins, 1992; Holmes y col., 2000).

En Suramérica, las infecciones con T. vivax en bovinos varian en severidad, se
reportan desde cuadros agudos a casos cronicos (Dirie y col., 1993). Silva y col.
(1999) senalan que en Suramérica los brotes severos de tripanosomosis bovina
son esporadicos Yy los principales sintomas de la enfermedad en bovinos del
Brasil son pérdidas ligeras de peso dentro de un corto periodo de tiempo, anemia

y abortos.

En Venezuela, se ha observado que los animales infectados con T. vivax
desarrollan inicialmente un cuadro febril, acompanado de anorexia, aumento de
la frecuencia cardiaca y respiratoria, anemia y progresivamente se tornan débiles
e improductivos. El curso de la enfermedad es generalmente de evolucion
cronica y debilitante, con pérdida de condicién fisica, anemia progresiva,
trastornos de la locomocién, palidez de las mucosas, agrandamiento de los
ganglios linfaticos y eventualmente postracion y muerte por la infeccion que
perdura durante meses o afos (Toro y col., 1980; Espinoza, 1988; Sandoval y
col., 1995a; Rivera, 1996). Contreras (2000) considera que el periodo de
recuperacion de los animales sometidos a tratamiento es bastante lento y en
algunos casos clinicos observados en bovinos, detecté edema palpebral y cierto

grado de opacidad de la cornea.
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Parasitemias demostrables en frotis de sangre son debidas a la infeccién de
animales susceptibles o inmunosupresiones por condiciones de estrés. Los
niveles de parasitemia fluctian marcadamente; los periodos de alta parasitemia
son seguidos por periodos cortos donde no se detecta el parasito en sangre. El
estado inmunolégico del rebafo, asi como la raza y el grado de desafio
determinan la aparicién o no de signos clinicos (Wells y col., 1982a; Sandoval y

col., 1995a; Suarez y col., 2003).

Facer y col. (1982) reportan que el primer pico de parasitemia, luego de la
infeccidn, es el mas alto y se acompafia con una disminucion simultanea en el
volumen del paquete celular (VPC), contaje de eritrocitos y concentracion de
hemoglobina. El inicio de la anemia en algunos casos esta relacionado con la
presencia de los parasitos en sangre y su severidad con el grado y duracion de

los picos de parasitemia.

El mecanismo o fisiopatologia de la anemia en la tripanosomosis es compleja y
multifactorial en su origen (Naessens y col., 2005), la cual se inicia con una
cascada de eventos que conllevan a anemia hemolitica y colapso cardiovascular
(Anosa, 1988a; 1988b). En la tripanosomosis se ha reportado que ocurren tres
fases de anemia: Fase 1 o de crisis aguda, Fase 2 o de anemia crénica y Fase

3 o fase de recuperacion (Anosa, 1988a).

La fase 1 o de crisis aguda comienza con la aparicion de tripanosomas
circulantes en sangre. La parasitemia en este caso es usualmente alta, fluctuante
y evidente in la mayoria de los dias (Anosa e Isoun, 1980; Anosa, 1988a; Mbaya
y col., 2012). Durante esta fase, la anemia es morfolégicamente clasificada como

macrocitica y normocrémica (Anosa e Isoun, 1980). En este estadio es comun la
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muerte de los animales debido a una pancitopenia severa y otras patologias

(Anosa 1988a).

La fase 2 o cronica sigue a la fase aguda y se caracteriza por bajos niveles de
parasitemia. El hematocrito, la hemoglobina y el nimero de eritrocitos es de bajo
a moderado con pocas fluctuaciones. Este periodo puede ir de varias semanas
a meses. En esta fase aparasitémica, los tripanosomas ocupan espacios

extravasculares pudiendo causar lesiones nerviosas (Batista y col., 2007; 2011).

Por ultimo, la fase 3 o recuperacion esta caracterizada por una parasitemia baja
o ausente. En este punto, los valores del hematocrito y numero de eritrocitos
comienzan a recuperarse, ademas de resolverse otros cambios patolégicos

existentes, conllevando a la auto-recuperacion (Anosa, 1988a).

La aparicion de la anemia se debe a la interrelacion de varios factores, entre los
cuales estan: dano directo al eritrocito por el flagelo del parasito, fiebre
ondulante, agregacién plaquetaria, toxinas y metabolitos liberados por el
tripanosoma, peroxidacion lipidica y malnutricion (Igbokwe, 1994; Mbaya y col.,
2012). Ademas, factores idiopaticos del suero y el factor de necosis tumoral
(TNF) son responsables de causar diseritropoyesis (Mabbott y Sternberg, 1995;

Millar y col., 1999).

Aun asi, la competencia inmunoldgica no es esencial para el desarrollo de
anemia. Ratas irradiadas pueden volverse anémicas después de la infeccion con
T. brucei (Murray y col., 1982) y la deplecién de células T no afectoé la anemia en
bovinos (Sileghem y Naessens, 1995; Naessens y col., 2002). Una comparacién

de diferentes combinaciones hospedador-parasito revelé que no hay correlacion
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entre patologia y sobrevivencia (Magez y col., 2004). Estos datos sugieren que
la anemia es una consecuencia de la respuesta del hospedador a la infeccién y

no directamente inducida por los productos de los parasitos (Noyes y col., 2009).

2.1.6.- Aspectos inmunolégicos de la tripanosomosis

La naturaleza de los antigenos de los tripanosomas salivarios es compleja y
representa un ejemplo clasico de la variacion antigénica como mecanismo de
evasion de la respuesta inmunitaria del hospedador (Urquhart y Holmes, 1987).
Los antigenos de los tripanosomas se dividen en dos grupos: un primer tipo
conocido como antigenos comunes, los cuales se derivan de los diferentes
componentes internos del protozoario, conformados por proteinas estructurales
y enzimas; no son variables en el sentido de que pueden ser aislados de una
determinada poblacién de parasitos en cualquier punto de la infeccién en el
animal; no son protectores y son responsables de reacciones seroldgicas
cruzadas entre especies. El segundo tipo o antigenos variables, son
responsables de la variacién antigénica y se encuentran en la superficie del

tripanosoma (Urquhart y Holmes, 1987; Gardiner, 1989).

Dentro del hospedador mamifero, los tripanosomas presentan una membrana
superficial recubriendo a la membrana plasmatica, la cual esta conformada por
glicoproteinas variantes de superficie (VSG). El término variante obedece al
hecho de que cada parasito tiene un estimado de 1000 genes para estas
glicoproteinas, por lo que cada parasito expresa una superficie de membrana

antigénicamente distinta (Taylor y Mertens, 1999).

En una poblacién de parasitos, una pequefa proporcion de tripanosomas
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expresan una membrana superficial que es antigénicamente distinta de la
mayoria de la poblacion y que es resultado de la expresion de diferentes genes
VSG. Los parasitos que presentan un nuevo fenotipo antigénico evitan la
eliminacién por parte de los anticuerpos anti-VSG del hospedador y dan origen
a un nuevo pico de parasitemia (Taylor, 1998). Bovinos inmunizados con
tripanosomas irradiados o VSG purificadas son protegidos contra la infeccion con
tripanosomas homologos (aquellos que expresan la misma VSG), pero no con

heterdélogos (Wells, 1982b)

La variacidon antigénica es consecuencia de la sustitucion de un gen activo de
VSG por algunos de los 1000 genes de la reserva. Ya que sélo se expone a los
anticuerpos del hospedador una pequena parte de la VSG densamente
empacada, no es necesario que cambie la molécula completa. La sustitucion de
los epitopos expuestos basta para una variacion antigénica eficaz. Al principio
de las infecciones por tripanosomas, ocurre un cambio del gen completo para la
VSG; después, sustituciones parciales y mutaciones puntuales crean nuevas
especificidades antigénicas (Taylor y Mertens, 1999). Las VSG que se producen
en las etapas iniciales de las infecciones por tripanosomas tienden a
desarrollarse con una secuencia predecible. Sin embargo, conforme avanza la
infeccidn, la produccion de glicoproteinas variantes de superficie se vuelve mas
azarosa. Los tripanosomas que se multiplican en cultivo de tejido también
muestran variacion antigénica espontanea, lo cual demuestra que el cambio en
la VSG no es necesariamente inducido por anticuerpos (Taylor y Mertens, 1999;

Tizard, 2013).

Segun Gardiner y Wilson (1987), T. vivax, al igual que otros tripanosomas
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salivarios, presentan el fenomeno de la variaciéon antigénica, lo que impide el
desarrollo por parte del hospedador de una respuesta inmunitaria eficiente,
ademas, dicho fendbmeno se relaciona con las fluctuaciones ciclicas de la
parasitemia, que permite picos y recaidas de la misma durante la infeccién. Cada
periodo de parasitemia alta corresponde a la expansion de una poblacién de
tripanosomas con nuevas glicoproteinas de superficie. La muerte de esta
poblacion por anticuerpos ocasiona un rapido descenso de la parasitemia; sin
embargo, de los sobrevivientes, algunos expresan nuevos antigenos
superficiales y se reproducen sin impedimento. En consecuencia, se origina una
nueva poblacion, la cual produce una vez mas un periodo de parasitemia alta.
Este mecanismo de variacion antigénica es importante en la relacion parasito-
hospedador que determina la persistencia de la infeccion y dificulta el posible
desarrollo de nuevos métodos de diagndstico y control de la enfermedad (Tizard,

2013).

Con relacion a la respuesta inmunitaria del hospedador frente a la infeccion por
tripanosomas, entran en juego elementos no especificos y especificos de
proteccion de primera linea de defensa contra el parasito en particular y
generalmente consiste en un mecanismo, mediante el cual, se reconoce el
antigeno pero no se desarrolla una respuesta inmunitaria especifica. Estos
mecanismos incluyen barreras de tipo fisico y quimico, fagocitosis y la activacién

del complemento (Vickermam y Barry, 1982).

La localizacidon extracelular de los tripanosomas conlleva a que la respuesta
inmunitaria dominante por parte del hospedador sea humoral; es caracteristico

en las tripanosomosis bovinas, la activacion policlonal de células B, demostrada
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por el aumento en el numero de células B y por los elevados niveles de IgM. Los
anticuerpos producidos durante la infeccion pueden ser protectivos, ya que ellos
median la limpieza del parasito, la remocion de complejos inmunes y la
neutralizacion de productos secretados por el parasito. La eliminacion de
complejos antigeno-anticuerpo es regulada por la activacion del complemento y
por la unién de células fagociticas, ambos procesos son dependientes del isotipo

(Taylor, 1998; Hill y col., 2005).

La uniéon mediada por anticuerpos de los tripanosomas y su posterior ingreso a
las células fagociticas, ocurre en ausencia de complemento; el complemento
mejora la eficiencia en la remocion de parasitos y complejos inmunes.
Resultados experimentales evidencian que los tripanosomas son lisados in vitro
en presencia de anticuerpos especificos de VSG y complemento, ademas,
ambas vias (clasica y alterna) son activadas durante la infeccién; sin embargo,

esto pareciera no ser un evento significativo en la tripanosomosis (Taylor, 1998).

En bovinos infectados con T. vivax y T. congolense, se ha observado una
disminucioén en los niveles séricos del complemento hemolitico de la via alterna
y de C3 de la via clasica, ademas IgM y algunas IgG fijan complemento, siendo
la IgM mas eficiente en este sentido. En ausencia de cantidades suficientes de
C3, los complejos inmunes pueden persistir y conllevar a la activacion policlonal
de células B. Se ha demostrado que la sensibilidad de las células B para ser
activadas por antigenos aumenta a través de la interaccion con complejos
antigeno-anticuerpo-complemento en la superficie de células dendriticas

foliculares (Taylor, 1998).

La inmunodeficiencia es una caracteristica de la tripanosomosis bovina, que ha
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sido bien documentada (Taylor, 1998), ésta compromete la habilidad del animal
para controlar la enfermedad, y para detener infecciones secundarias (Taylor y
Mertens, 1999). Durante la infeccion por tripanosomas se ha observado una
disminucién de la respuesta humoral primaria frente a otros antigenos, aunado
a una disminucion de la proliferacion de células T (estimulada por mitdégenos y
antigenos) y a la secrecion de citocinas. A pesar de estas observaciones, no se
ha establecido una relacién significativa entre la severidad de la enfermedad y la
disminucién de la respuesta de células B (para antigenos no-tripanosomas) y
células T (proliferacién y produccion de citokinas) en ratones y bovinos durante

las primeras fases de la infeccion (Taylor, 1998).

La respuesta de proliferacion de células T esta disminuida durante la infeccion,
lo cual se asocia a la disminucion en la produccion de interleuquina-2 (IL-2) y del
receptor de IL-2 (IL-2R) (Hill y col., 2005). Se ha demostrado que una caida en
la produccion de CD8+ no afecta la parasitemia o la anemia observada durante
la infeccion, ademas ni las células CD4+, CD8+, y T-yd participan en el control
de la parasitemia. Estos resultados sugieren que la respuesta inmunitaria innata
puede estar mas activamente involucrada en la habilidad de los animales
tripanotolerantes para controlar la parasitemia y puede ser independiente de la

respuesta inmunitaria adquirida (Hill y col., 2005).

La inmunidad protectiva en bovinos puede ser inducida por la produccion de
anticuerpos especificos contra tipos de antigenos variantes que reaccionan con
las glicoproteinas (VSG) de los tripanosomas (Luckins, 1992). Los anticuerpos
especificos contra antigenos variantes promueven la lisis de los tripanosomas y

la activaciéon de macréfagos (Hill y col., 2005).
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2.1.7.- Inmunodiagnéstico en la tripanosomosis

Los procedimientos de diagnéstico, ampliamente utilizados en la tripanosomosis,
son los métodos parasitologicos directos, mediante los cuales se observa el
parasito al microscopio en frotis de sangre coloreados o por la técnica de Woo
(Ventura y col., 2001; Boulangé y col., 2002, Paris y col., 1982). El principal
inconveniente con estos métodos es su baja sensibilidad particularmente en

animales con infecciones crénicas (Ventura y col., 2001; Masake y col., 2002).

A nivel mundial se han desarrollado técnicas seroldgicas para el diagndstico de
la tripanosomosis bovina, las cuales detectan anticuerpos especificos o
antigenos parasitarios en la sangre de animales infectados (Nantulya y col.,
1992; Greiner y col., 1997; Kayang y col., 1997; Rebeski y col., 1999; 2000).
Diversos procedimientos basados en un ELISA sandwich directo para capturar
antigenos parasitarios han sido probados, pero los resultados arrojan una baja
sensibilidad y especificidad, ademas, han fallado al aplicarlos en infecciones
naturales (Nantulya y col., 1992; Eisler y col., 1998; Rebeski y col.,1999). Otros,
como el ELISA indirecto, para detectar anticuerpos utilizando extractos del
tripanosoma como antigeno se han probado; sin embargo, los resultados no han
sido satisfactorios, requiriéndose una completa estandarizacién de la técnica

(Greiner y col., 1997; Rebeski y col., 1999; Boulangé y col., 2002).

La busqueda de antigenos iddéneos para su uso en serodiagnoéstico esta
enfocado en la evaluacion de proteinas antigénicas de tripanosomas especie-
especificas capaces de ser reconocidas por sueros de animales enfermos y su
posterior produccién mediante técnicas de ADN recombinante (Authié y col.,

1993; Boulangé y col., 2002; Uzcanga y col., 2002; Camargo y col., 2004; Bolivar
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y col., 2007; Laha y Sasmal, 2008). En este sentido, Boulangé y col. (2002),
identificaron una proteina invariable de 69 kDa, de T. congolense y
posteriormente la probaron como antigeno en un ELISA indirecto, previa

produccion mediante tecnologia de recombinacién.

Los resultados demostraron una baja sensibilidad en bovinos con infecciones
primarias, sin embargo, esta proteina recombinante presenté una alta
sensibilidad en animales reinfectados. Laha y Sasmal, (2008), compararon el
perfil proteico de tres aislados de T. evansi tomados de diferentes hospedadores,
ademas caracterizaron proteinas inmunogénicas de dichos aislados mediante
analisis de Western Blot, encontrando una reactividad cruzada entre los aislados
de T. evansi en diferentes hospedadores. Un ELISA para detectar anticuerpos
empleando antigeno crudo de T. vivax, en Brasil, mostré una alta sensibilidad y
especificidad, ademas de diferenciar las infecciones con T. evansi, al
presentarse solo un caso de reaccion cruzada, en un bovino infectado con T.

vivax (Madruga y col., 2006).

Otra técnica de aglutinacion con latex usando anticuerpos monoclonales, fue
desarrollada para identificar antigenos circulantes en bovinos infectados
naturalmente con T. vivax, T. brucei y T. congolense, pero los resultados
indicaron dificultades en la deteccidén de animales con infecciones confirmadas

por métodos parasitoldgicos (Kayang y col., 1997).

Los métodos de diagnédstico basados en secuencias de ADN para detectar T.
vivax, son variados e incluyen pruebas basadas en ADN satélite o secuencias
repetitivas de ADN (Kukla y col., 1987; Dirie y col., 1993), también PCR usando

como marcador secuencias de cADN que codifican para el antigeno empleado
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en el ELISA o, secuencias de ADN satélite (Kukla y col.,1987; Morlais y col.,
2001; Ventura y col., 2001; Masake y col., 2002), todas estas técnicas han
contribuido en la identificacion y caracterizacion de las especies de
tripanosomas, ademas de proveer un método de diagndstico preciso y confiable.
Particularmente la técnica de PCR, se considera una técnica muy sensible para
detectar tripanosomas, sin embargo, sus principales inconvenientes como
método de diagndstico rutinario, son la necesidad de laboratorios especificos con
equipos de alta tecnologia y los altos costos (Boulangé y col., 2002; Desquesnes

y Davila, 2002).

Venturay col. (2001) evaluaron un protocolo de PCR para diagndstico especifico
de T. vivax basado en secuencias de ADN, a través del cual se amplific6 ADN
de aislados de T. vivax de Suramérica (Brasil, Bolivia y Colombia) y Africa. Los
resultados indican que este protocolo presento alta especificidad y sensibilidad,
logrando detectar el contenido de ADN de un solo parasito, ademas, reveld la
presencia de T. vivax en animales asintomaticos y sin parasitemias detectables

por frotis o por microhematocrito.

Un procedimiento de diagndstico que combina la sensibilidad y especificidad de
la PCR con la versatilidad del ELISA, ha sido probado en la deteccion de
animales infectados con T. vivax y T. brucei (Masake y col., 2002). Resultados
de esta investigacion indican que mediante la técnica de ELISA, se logré detectar
productos del PCR entre 10 a 100 veces mas que por la coloracion fluorescente
de los productos del PCR contenidos en geles de agarosa, ademas la prueba de
captura permitié verificar la autenticidad del producto del PCR. Otra ventaja

demostrada es que el ELISA puede analizar rapidamente multiples muestras de
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PCR, simultaneamente. Finalmente, el estudio concluye que la técnica PCR-
ELISA es una excelente opcion para revelar los productos del PCR en la fase
sélida de hibridizacion, ya que dichos productos biotinilados pueden ser

visualizados directamente por el cambio de color.

En Venezuela el diagndstico de T. vivax se realiza rutinariamente a través de la
deteccion de los tripanosomas en sangre mediante las técnicas de Woo vy frotis
sanguineo (Rivera, 1996; Contreras, 2000). En estudios de seroprevalencia
realizados en diferentes zonas ganaderas del pais, se aplico la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), los resultados senalan que dicha técnica
resulta de gran utilidad. Sin embargo, su principal desventaja es que falla en la
detecciéon de infecciones tempranas por lo que se recomienda, para estudios
epidemioldgicos, utilizarla aunada a examenes directos, particularmente la
técnica de microcentrifugacién (Toro, 1990; Duno, 1992; Tamasauskas y Roa,
1992; Rivera, 1996). Mediante la prueba de ELISA-Ac/T. evansi para detectar
anticuerpos anti-T. vivax, Espinoza y col. (1999) evaluaron sueros bovinos en
tres localidades del estado Bolivar entre 1996 y 1997, determinando un promedio

de 30% de animales positivos.

Asi mismo, algunas investigaciones se han enfocado en la identificacién y
aislamiento de proteinas antigénicas de T. evansi, que son responsables de una
alta reactividad cruzada con T. vivax, con el propdsito de evaluar el potencial de
dichas proteinas en la deteccion de animales infectados con T. vivax (Uzcanga
y col., 2002; Camargo y col., 2004; Uzcanga y col., 2004). Diversos estudios
indican una alta reactividad inmunitaria cruzada entre T. evansi y T. vivax

(Reyna-Bello y col., 1998; Uzcanga y col., 2002), y consideran que la produccién
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de antigenos de T. vivax es un factor limitante debido a que este parasito es
dificil propagarlo en modelos animales experimentales (Gardiner, 1989), motivo
por el cual, enfocan sus investigaciones a la busqueda de antigenos de T. evansi

responsables de esta reaccion cruzada.

En este sentido, Uzcanga y col. (2002), purificaron una proteina glicosilada de
64 kDa (p64), con reactividad cruzada, aislada de T. evansi (aislado TEVA1) y la
identificaron como la forma soluble de una glicoproteina variante de superficie
(VSG). Por su parte, Camargo y col. (2004) purificaron dos proteinas antigénicas
con pesos moleculares de aproximadamente 51 y 68 kDa de la fraccion citosdlica
del mismo aislado de T. evansi, mediante cromatografia secuencial en DEAE-
sepharosa y sephacryl S-300. Sueros obtenidos de animales con T. evansiy T.
vivax fueron capaces de inmuno-reconocer ambas proteinas purificadas,

definiendo su potencial como antigenos de reactividad cruzada.

Sin embargo, Bolivar y col. (2007), purificaron y caracterizaron dos proteinas de
32 kDa y 66 kDa de la fraccion citoplasmatica de un aislado de T. vivax, las
cuales fueron reconocidas por sueros de bovinos positivos a T. vivax, pero no
por sueros de equinos infectados por T. evansi, concluyendo que dichas
proteinas presentan gran especificidad y que ademas pueden ser usadas para

discriminar infecciones entre ambos parasitos.

2.1.8.- Situacion actual

La situacion de la tripanosomosis bovina en Venezuela se desconoce, debido en
parte a la falta de laboratorios de diagndstico que ofrezcan un resultado rapido y

confiable. Los laboratorios existentes emplean técnicas parasitolégicas directas,
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poco sensibles, mientras que algunas pruebas seroldgicas han sido realizadas
con fines experimentales. Estas circunstancias dificultan la implementacion de
medidas de control y prevencion de la enfermedad que pudieran evitar las
cuantiosas pérdidas econémicas ocasionadas por la tripanosomosis en las

regiones ganaderas del pais.

Actualmente existen en el mercado internacional estuches comerciales ELISA
para detectar T. vivax y otros tripanosomas patégenos, ademas de protocolos
para PCR con cebadores especie especificos (Rebeski y col., 2000; Masake y
col.,, 2002; Gonzales y col., 2006; Madruga y col., 2006). Sin embargo, las
limitantes de esta tecnologia, se enfocan principalmente en los altos costos de
los reactivos y equipos, que hacen inviable la aplicacion de tales técnicas, para
ofrecerlas al mercado nacional. Ademas, se hace necesario desarrollar técnicas
de serodiagnostico empleando aislados venezolanos de T. vivax, ya que existen
diferencias antigénicas entre tripanosomas de diferentes zonas geograficas, que
pueden afectar los resultados seroepidemioldgicos de los rebafios evaluados

(Rebeski y col., 2000).

En relacién con estas diferencias entre aislados, Gémez (2010) realizé una
investigacion donde evalué cinco aislados de T. vivax provenientes de diferentes
regiones geograficas de Venezuela, desde el punto de vista hematoldgico,
morfométrico y molecular. En cuanto a la evaluacion hematoldgica, se
encontraron diferencias tanto en los promedios de parasitemia presentados por
los animales infectados con los cinco aislados de T. vivax, asi como en los
parametros hematolégicos como hematocrito, nimero de glébulos rojos, niumero

de glébulos blancos y contaje diferencial de los mismos, concluyéndose que
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existian diferencias en la virulencia y patogenicidad de estos aislados. De
especial atencion fueron los aislados TvMT1 (proveniente del estado Monagas),
el cual present6 una baja virulencia con una patogenicidad moderada y el aislado
TvLIEM76 (proveniente del estado Truijillo) que demostrd tener alta virulencia y

baja patogenicidad.

2.2.- Protedmica

La protedmica es uno de los métodos de separacién proteica mas potentes y
utiles que existen hoy en dia. Es una tecnologia relativamente reciente, que
comenzé a usarse a finales de los anos 70 unicamente como herramienta
analitica para la separacion y caracterizacion proteica (O’Farrell, 1975). El
término proteémica fue acunado en 1995 para describir la caracterizacion del
conjunto de todas las proteinas presentes en una célula, fluido o tejido en un
momento dado (Wasinger y col., 1995; Anderson y Anderson, 1996). La
protedmica comenzo a ser popular a finales de los afos 80, con la aparicion de
las membranas PVDF (Bauw y col., 1989) y la creacion de la primera base de
datos para geles bidimensionales. Posteriormente, con la aparicion y mejora de
diversos métodos de preparacion y extraccion proteica de la muestra, asi como
de las distintas herramientas de secuenciacion, la protedmica comenzo a tener
una mayor importancia como método preparativo y de analisis de las proteinas.
Fue sufriendo un progresivo auge durante los afios 90 coincidiendo con el

desarrollo de la espectrometria de masas, técnica de apoyo fundamental.

La protedmica permite realizar el analisis del conjunto de todas las proteinas
presentes en una unica muestra (célula, tejido, 6rgano o fluido y en definitiva

cualquier muestra que contenga proteinas) en un momento dado; pero no solo
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aquellas proteinas procedentes de la expresion génica, sino también de todas
aquellas proteinas generadas por las distintas modificaciones postraduccionales

(Biron y col., 2011).

Es importante eliminar la idea de que un gen origina una unica proteina. Un gen
es capaz de originar multiples productos proteicos (Gygi y col., 1999) debido a la
gran variedad de modificaciones y procesos a los que puede verse sometido,
como el splicing alternativo, modificaciones postraduccionales y los efectos del
medio ambiente que rodea a la célula (farmacos, variaciones en las condiciones
ambientales como la temperatura, pH, entre otros), condicionando lo que se
conoce como fenotipo. Mientras el genoma es algo estatico, el proteoma es

dinamico y cambiante.

La aparicion de nuevas herramientas informaticas que permitan la integracién
gendmica-protebmica podra ayudar a entender mejor los mecanismos

implicados en la aparicion y desarrollo de una enfermedad.

La protedmica combina electroforesis bidimensional, andlisis de imagenes,
espectrometria de masas y bioinformatica. El analisis es tanto cualitativo como
cuantitativo, y ademas detecta variaciones en la expresion ante distintas
situaciones como por ejemplo el tratamiento con algun farmaco, o comparacion
entre una situacién normal frente a una patolégica. También permite detectar la
existencia de distintas isoformas de una proteina, y analizar las posibles

variaciones en su expresion.

Atendiendo a su objetivo final, existen 3 tipos de protedmica: proteémica de

expresion, protedmica estructural y proteémica funcional. La protedmica de
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expresion analiza la variacion en la expresion proteica ante distintos estimulos
(estudios cuantitativos de la expresion proteica). Se centra fundamentalmente en
la identificacion de nuevos biomarcadores y realiza estudios para la validacién
de nuevos farmacos. La protedmica estructural estudia las interacciones entre
proteinas intentando averiguar la estructura de los distintos complejos proteicos,
llegando a crear diversos mapas de vias de sefalizacion que ayuden a entender
mejor los mecanismos celulares. Por ultimo, la proteémica funcional estudia los
mecanismos de compartamentalizacidn y translocacion proteicos para intentar
averiguar las distintas localizaciones subcelulares de las proteinas y asi entender
mejor su funcién y conocer como poder actuar frente a ellas (Blackstock y Weir,

1999).

El objetivo final de cualquier estudio protedmico va mas alla del simple
catalogado de las proteinas expresadas en un tipo celular en una situacion
normal frente a una patoldgica. Intenta llegar a comprender mejor los
mecanismos metabdlicos y vias de sefalizacién y regulacién implicadas en la
biologia celular que puedan ayudar a entender los mecanismos por los que se
desarrolla cualquier enfermedad y predecir en cierto modo cémo su funcién
puede variar por la utilizaciéon tanto de farmacos como de manipulaciones
genéticas. Permite, ademas, la identificacion de proteinas especificas implicadas
en una determinada patologia, deteccion de marcadores de eficacia tras el
tratamiento con un determinado farmaco, deteccién de marcadores de toxicidad
asi como interpretar mejor los mecanismos de regulacion implicados en la
biologia celular. Intenta crear un completo mapa tridimensional celular indicando

la localizacién de cada proteina, los procesos y cambios a los que estas se
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pueden ver sometidas bajo determinadas circunstancias (translocaciones,
procesos de protedlisis, fosforilaciones, uniones entre distintas proteinas) y que
ayuden a comprender mejor los mecanismos moleculares implicados en

cualquier proceso fisiolégico o patoldgico (Silberring y Ciborowski, 2010).

Uno de los principales obstaculos a los que se ha enfrentado la investigacion
protedmica en los ultimos tiempos es la dificultad que supone la identificacion de
todas las proteinas presentes dentro de una muestra biolégica compleja. Esta
dificultad se ve agravada por el limitado rango dinamico de concentracién que
las técnicas actuales son capaces de resolver (Archakov y col., 2007). Otros
problemas estan asociados a la evaluacién de la enorme cantidad de informacion
que genera esta tecnologia, que complica la seleccion e interpretacion de los

datos potencialmente utiles de entre todos los obtenidos (Schrattenholz, 2004).

La electroforesis en doble dimension (2-DE) o bidimensional permite la
separacion de las proteinas en dos dimensiones en funcion de dos de sus
caracteristicas mas representativas, el peso molecular (tamafo) y punto
isoeléctrico (pH en el cual la carga neta de la proteina es cero). Basandose en
estas dos caracteristicas unicas y exclusivas de cada proteina se puede definir
un mapa de expresion proteico en el que cada proteina va a poder ser
identificada segun una coordenada de peso molecular y punto isoeléctrico

(Bjellgvist y col., 1993).

2.2.1.- Preparacion de las muestras

El protocolo de preparacion de un gel bidimensional consta de varias etapas, que

incluyen la preparacién de la muestra, la primera dimensién mediante IEF, la
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segunda dimension mediante SDS-PAGE, la visualizacién de las proteinas y la

digitalizacién y analisis de los mapas bidimensionales.

La preparacion de la muestra es un paso esencial para desarrollo de la
electroforesis en doble dimensioén, que requiere la eliminaciéon de los posibles
contaminantes y/o proteasas presentes en la muestra (Rabilloud, 1996). Los
contaminantes se pueden eliminar mediante técnicas como la dialisis,
cromatografia de exclusion molecular, cromatografia en fase reversa o
precipitacion de proteinas (Englard y Seifter, 1990). En el caso de las proteasas,
es posible bloquearlas mediante inhibidores especificos, aunque es necesario
comprobar previamente que sean compatibles con la electroforesis
bidimensional. A continuacion, las proteinas han de solubilizarse en un medio
que debe contener: un agente caotropico neutro para solubilizar las proteinas
(normalmente urea); un detergente no iénico o “zwitteridnico”, para prevenir
agregaciones (NP-40, CHAPS, entre otros); un agente reductor, para romper los
puentes disulfuro (B-mercaptoethanol, dithiothreitol o DTT); y finalmente
anfolitos, que potencian la solubilidad de las proteinas, minimizando la
agregacion por interacciones de carga, aunque pueden llegar a interferir con el

IEF si su concentracion es demasiado elevada (Rabilloud, 1996).

2.2.2.- Primera dimensioén: Isoelectroenfoque (IEF)

Las proteinas son moléculas anfotéricas que pueden estar cargadas positiva o
negativamente en funcion del pH del medio en que se encuentren. El
isoelectroenfoque separa las proteinas de acuerdo a sus puntos isoeléctricos
(pl). Si se aplica un campo eléctrico a un gradiente de pH, las proteinas que

estén dentro migraran hasta alcanzar el pH equivalente a su pl, donde pierden
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toda carga y dejan de moverse. Por tanto, para realizar un IEF se necesita un
gradiente de pH y una fuente capaz de generar una diferencia de potencial.
Actualmente los gradientes para IEF se venden de forma comercial, en tiras de
plastico que llevan adherida la acrilamida con el gradiente de pH. Estos geles se
denominan tiras IPG (Isoelectric Phocusing Gradient) y existen en distintos
rangos de pH que facilita el estudio puesto que puede ayudar a focalizar y
conseguir una mejor resolucion de la separacion proteica (Bjellgvist y col., 1993).
Estos geles tienen la acrilamida deshidratada para mejorar su conservacién, por
lo que es necesario rehidratar la tira con la solucion adecuada antes de comenzar
el IEF. La muestra se puede aplicar durante o después de este paso de
rehidratacion, tras lo cual se desarrolla el IEF, que debe constar de varias etapas,
ya que la conductividad eléctrica del gel va cambiando a lo largo del proceso
(Godrg y col., 2000). Al igual que ocurria con la preparacion previa, el tipo de
rehidratacién, la forma de aplicacién, asi como las etapas y duracion del IEF

deben ser determinados empiricamente para cada tipo de muestra bioldgica.

2.2.3.- Segunda dimensién o SDS-PAGE

Antes de realizar la electroforesis SDS-PAGE segun Laemmli, (1970), las tiras
IPG deben ser tratadas con un tampdon de equilibrio, que contiene varios
reactivos necesarios para la separacion en la segunda dimension. El mas
importante de ellos es el SDS, que es fundamental en el desarrollo de este tipo
de electroforesis, ya que desnaturaliza las proteinas y forma con ellas complejos
cargados negativamente que migran hacia el polo positivo durante el proceso.
La solucion de equilibrio contiene también urea y glicerol, para reducir los efectos

electroendosmoticos (Gorg y col., 2000). El equilibrado se realiza en dos pasos:
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un primero en el que se afade DTT al tampdn anteriormente descrito y un
segundo paso, en el que se afiade iodoacetamida. Estos dos pasos previenen la
reoxidacién de las proteinas y evitan la aparicidon de los patrones distorsionados
por rayas verticales o “streaking” (Gorg y col., 1987). A continuacion, las
proteinas enfocadas y equilibradas en la tira IPG vuelven a ser separadas en
base a su masa molecular empleando SDS-PAGE en la segunda dimensién (en
direccion perpendicular a la primera). La eleccidén del porcentaje de acrilamida y
el tipo de gel (homogéneo o en gradiente) depende del rango de masa molecular
que se quiere resolver. Para analisis de mezclas complejas se suelen utilizar

geles en gradiente (Issaq y Veenstra, 2008).

Asi se puede detectar proteinas que hayan sufrido algun tipo de modificacion
postraduccional ya que esta modificacién suele conferirle a la proteina un cambio
tanto de carga como de peso molecular, que va a poder ser reflejado en el mapa
proteico puesto que la proteina aparecera en una localizacion distinta a la normal

(Issaq y Veenstra, 2008).

2.2.4.- Visualizacion y tincion de geles bidimensionales

Una vez que la segunda dimension ha finalizado, las manchas proteicas deben
ser visualizadas, para lo cual existen varios métodos de tincién, con diferentes
caracteristicas como sensibilidad, linealidad, homogeneidad y reproducibilidad.
El método mas sensible es la tincidon con plata, aunque el rango de deteccién
lineal es mas amplio en las técnicas que utilizan compuestos fluorescentes
(Patton, 2000). La aplicacion de estos métodos es posterior al desarrollo de la 2-
DE, excepto en el caso de la electroforesis bidimensional diferencial (Two-

dimensional difference gel electrophoresis, 2D-DIGE) (Marouga y col., 2005). Se
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trata de una técnica comercializada como “Ettan DIGE proteomics system” (GE
Healthcare), que permite un analisis cuantitativo de la expresion diferencial entre
muestras bioldgicas, basandose en las propiedades especificas de tres
fluorocromos con propiedades espectrales diferenciales (Cy2, Cy3 y Cy5;
“CyDye DIGE Fluor minimal dyes”). Estos compuestos fluorescentes, que han
sido disefiados para igualar su masa y carga, se utilizan para marcar
covalentemente las proteinas de diferentes muestras en residuos de lisina antes
de su separaciéon en un mismo gel bidimensional. Las proteinas marcadas
pueden ser detectadas a las longitudes de onda de excitacion y emisién
apropiadas, empleando un escaner especial para la deteccion de sefales
fluorescentes. Las sefiales detectadas se pueden entonces comparar
empleando las aplicaciones informaticas adecuadas. Posteriormente se pueden
tefir los geles tras la digitalizacién de las imagenes fluorescentes, con azul de
Coomassie o Sypro Ruby. Esta metodologia tiene multiples ventajas, ya que
todas las muestras estan sujetas a las mismas manipulaciones experimentales
y, al tratarse de un método de fluorescencia (Patton, 2000), proporciona una
mayor sensibilidad y una mayor linealidad en el rango dinamico de deteccién que
otras técnicas de tincién. Por ello, los cambios en la expresion de las proteinas
pueden ser detectados y cuantificados con mayor nivel de confianza. Para
realizar un experimento de electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) se
requiere un disefio experimental minucioso, en funcion del objetivo buscado. Lo
mas importante de tomar en cuenta al momento de seleccionar la tincion es que

sea compatible con la espectrometria de masas (Andersen y Mann, 2000).
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2.2.5.- Adquisicién de la imagen y analisis de geles bidimensionales

Las imagenes de los geles deben ser digitalizadas y guardadas en archivos de
imagen informaticos para poder ser analizadas. La complejidad de los geles
bidimensionales requiere el empleo de paquetes informaticos especializados
para su analisis (Dowsey y col., 2003; Goérg y col., 2004; Palagi y col., 2006), que
deben ser capaces de realizar una serie de funciones imprescindibles como la
edicién y optimizaciéon de la imagen del gel, la deteccion de las manchas
proteicas o comunmente denominadas “spots”, el emparejamiento de los puntos
en los diferentes geles objeto de estudio y el analisis estadistico y cuantitativo

final.

Hoy en dia existen diversas herramientas informaticas que facilitan mucho el
analisis. Ademas permite la comparacion visual con mapas protedmicos
existentes en bases de datos disponibles en la red, siendo la base de datos
SwissProt (http://www.uniprot.org/) una de las mas conocida y empleada.
También existen herramientas informaticas que permiten analizar
cuantitativamente las variaciones de expresion de las distintas proteinas

presentes en los mapas de expresion (Banks y col., 2000).

Uno de los desarrollos mas importantes en la identificacion proteica ha sido la
aparicion y evolucion de las técnicas de espectrometria de masas (Andersen y
Mann, 2000). Desde la década pasada, su sensibilidad y eficacia ha aumentado
de manera que hoy en dia se pueden detectar proteinas en geles
bidimensionales en el rango femtomolar. Es muy sensible, permite o tolera el

analisis de mezclas proteicas y permite también la realizacion de multiples

59



Revision Bibliografica

analisis, por lo que poco a poco ha reemplazado a la secuenciacion por el

método de Edman, convirtiéndose en la técnica de eleccion.

La espectrometria de masas proporciona informacion sobre la estructura
proteica ya que da informacion sobre la masa peptidica y la secuencia de
aminoacidos. Esta informacién puede ser utilizada para identificar proteinas
mediante busquedas en las bases de datos que existen hoy en dia tanto de
nucleotidos como de proteinas. Esto permite determinar el tipo y localizacion de

modificacion proteica que haya sufrido la proteina (Banks y col., 2000).

Se somete a la proteina a una digestion enzimatica, normalmente con tripsina,
que es capaz de romperla en puntos o localizaciones especificas, obteniéndose
una serie de fragmentos peptidicos especificos cuya masa permite identificarla
mediante la comparacion con las bases de datos peptidicas. Los fragmentos
peptidicos obtenidos son ionizados tras el tratamiento con un laser que confiere
carga y una vez conferida la carga son separados en el espectro segun su
relacion masal/carga y posteriormente son analizados por un detector, que es

capaz de medir la intensidad de cada fragmento.

Entre los objetivos futuros de la protedmica, se pueden mencionar: definir
componentes criticos de las sefiales de transduccién, contribuyendo al desarrollo
de agentes terapéuticos mas efectivos; determinar mecanismos patoldgicos e
identificar nuevos marcadores diagndsticos, de evolucion y nuevas dianas
terapéuticas y predecir la respuesta de los pacientes a farmacos

(farmacoprotedmica) (Ahn y Wang, 2008).
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2.3. Protedmica de Tripanosomas

En la ultima década, los genomas de Leishmania major, T. cruziy T. brucei (los
TriTryps) fueron completados (lvens y col., 2005; EI-Sayed y col., 2005, Berriman
y col., 2005) y compilados (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). El analisis comparativo
de estos tres genomas reveld una secuencia altamente conservada y un
proteoma también conservado con aproximadamente 6200 genes. Sin embargo,
debido a la ausencia de homologia con otros organismos ya secuenciados para
esa fecha, cerca de la mitad del proteoma previsto no tenia funcion especifica,
por lo que las proteinas resultantes se anotaban como “hipotéticas”
(http://www.genedb.org). En este contexto, varios estudios protedmicos han
ofrecido la posibilidad de proveer evidencia experimental para la expresion
génica a nivel protéico, asignando potenciales funciones a esas proteinas
“hipotéticas”, identificando nuevos marcadores de diagndstico, determinando
potenciales blancos terapéuticos y vacunales; y revelando mecanismos
especificos relacionados con la biologia de estos tripanosomatideos (Cuervo y

col., 2010).

El estudio protedmico en los tripanosomatideos es particularmente importante
debido a que estos organismos no utilizan el inicio de la transcripcion como un
paso regulatorio en la expresion de control génico. Todos los genes que codifican
para proteinas estdn organizados en grandes unidades de transcripcidn
policistronicas que generan precursores de ARN policistronicos, los cuales
entonces son procesados a ARNm monocistronicos por mecanismos de “trans-

splicing” y poliadenilacién (Michaeli, 2011, Droll y col., 2013).
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Paba y col. (2004a) reportaron el primer analisis proteémico de T. cruzi,
utilizando tripomastigotes, amastigotes y epimastigotes. Los principales
hallazgos de este primer estudio revelaron que el perfil de expresion de proteinas
era muy conservado entre las tres formas de desarrollo del parasito. A pesar del
reducido numero de secuencias disponibles de T. cruzi para esa fecha, los
autores identificaron, por espectrometria de masas, 19 proteinas en los
tripomastigotes. Entre los polipéptidos identificados estaban algunas proteinas
de choque térmico (HSP60, HSP70 y HSP90), factores de elongacién, enzimas
de la via glicolitica (enolasa, piruvato quinasa y 2,3 bifosfoglicerato mutasa) y
proteinas estructurales (KMP-11, tubulina y componentes de la barra
paraflagelar). Posteriormente, en otro estudio protedbmico de tripomastigotes y
amastigotes de T. cruzi, utilizando el método de etiqueta de afinidad codificada
por isétopo (ICAT, por sus siglas en inglés), estos mismos autores (Paba y col.,
2004b) identificaron 41 proteinas, de las cuales 29 mostraron expresion
conservada entre ambos estadios, nueve estaban mas expresadas en

tripomastigotes y 3 tenian mayor expresion en amastigotes.

Por su parte, Parodi-Talice y col. (2004) realizaron un analisis protedmico de T.
cruzi, encontrando 22 proteinas, de las cuales 11 estaban relacionadas con el
metabolismo del parasito, tres al citoesqueleto, cuatro a la sintesis de proteinas

y/o al ciclo celular y cuatro eran del grupo de las chaperonas.

Sin embargo, uno de los mas amplios estudios protedmicos de T. cruzi fue
realizado por Atwood y col. (2005), en el cual se analizaron tripomastigotes
metaciclicos, amastigotes, tripomastigotes y epimastigotes logrando la

identificacion de 2784 proteinas. De estas proteinas, aproximadamente el 30%
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(838) fueron detectadas en los cuatro estadios evolutivos. Ademas, 30 miembros
de la familia de la mucina y trans-sialidasa estaban expresadas solamente en los
tripomastigotes. Mientras que los amastigotes y los tripomastigotes metaciclicos
expresaron subsets de proteinas trans-sialidasas uUnicas para cada estadio, la

expresion de estas moléculas no se detecté en epimastigotes.

En tripanosomatideos, la primera parte de la via (glicolitica esta
compartamentalizada dentro de unos organelos muy especializados llamados
glicosomas (Michels y col., 2006). En su fase sanguinea, los tripanosomas son
completamente dependientes del aporte de glucosa presente en la sangre de su
hospedador mamifero. Todo el ATP sintetizado proviene de la conversion de
glcosa en piruvato, el cual es el producto final de la glicdlisis en el tripanosoma
en su fase sanguinea. Las siete enzimas que participan en la conversion de
glucosa en 3-fosfoglicerato estan presentes dentro del glicosoma, mientras que
la que catalizan la ultima parte de la via glicolitica estan localizadas en el glicosol
(Opperdoes y Borst, 1977; Michels y col., 2006). Recientemente se ha reportado
que la localizacién de las enzimas glicoliticas en T. evansi tienen la misma

localizacion que en T. brucei brucei (Moreno y Nava, 2015).

Ademas de la glicdlisis, los glicosomas aparentemente estan involucrados en la
derivacion de la hexosa monofosfato, en la via de salvamento de las purinas,
biosintesis de pirimidinas, oxidacion de acidos grasos y biosisntesis lipidica
(Michels y col., 2006; Vertommen y col., 2008). De hecho, muchas de las
enzimas de estas vias metabdlicas han sido encontradas dentro de los

glicosomas, pero hasta ahora toda esta informacién esta altamente fragmentada.
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En T. evansi, las enzimas glicoliticas localizadas exclusivamente dentro de los
glicosomas son: enolasa, malato deshidrogenasa, piruvato quinasa, glutamato
oxalacetato transaminasa y fosfoglicerato mutasa. Por otra parte, las que son
solamente citosdélicas son: hexoquinasa, glicerol 3 fosfato deshidrogenasa,
fosfoglicerato quinasa, fructosa bifosfato aldolasa, fosfofructoquinasa, glucosa 6
fosfato isomerasa y triosa fosfato isomerasa. Ademas, la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa vy la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GADPH) tienen
ambas localizaciones, es decir, se encuentran tanto en los glicosomas como en

el citosol (Moreno y Nava, 2015).

Investigaciones en las tres ultimas décadas han demostrado que la localizacion
especifica de estos procesos metabdlicos esenciales dentro de organelos en
tripanosomatideos y la gran distancia evolutiva entre estos parasitos y sus
hospedadores mamiferos, ha resultado en la adquisicion de caracteristicas
estructurales y funcionales unicas de las proteinas glicosomales, por lo que cada
dia estas enzimas reciben mayor atencién como blancos terapéuticos (Barros-

Alvarez y col., 2014; Moreno y Nava, 2015).

Otro grupo de proteinas muy comunmente encontrado en analisis protedmicos
de tripanosomatideos son las proteinas del citoesqueleto y asociadas al flagelo
del parasito. El flagelo de los tripanosomatideos es esencial no solo para para la
motilidad del parasito sino también para la morfogénesis celular, division celular
(reproduccidn) y evasion inmune (Ralston y Hill, 2008; Ralston y col., 2009;
Langousis y Hill, 2014). Este organelo emerge del cuerpo basal cerca del
extremo posterior de la célula. Una vez que sale del citoplasma, es rodeado por

su propia membrana y se fija en casi toda su longitud al parasito trazando una
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trayectoria levogira helicoidal en sentido antero-posterior. El extremo distal del
flagelo emerge mas alla del cuerpo celular. Una parte muy especializada de la
membrana, llamada “bolsillo flagelar” forma una invaginacién de la superficie
celular donde el extremo proximal del flagelo emerge del citoplasma (Ralston y
Hill, 2008; Ralston y col., 2009). La membrana celular, el bolsillo flagelar y la
membrana flagelar son tres dominios de membrana estructuralmente

adyacentes, pero funcionalmente diferentes (Langousis y Hill, 2014).

El cuerpo del flagelo esta formado por el axonema, el cual consta de un sistema
de microtubulos llamado “9+2”, lo cual significa que hay nueve dobletes de
microtubulos que rodean un doblete central. Ademas, una de las estructuras mas
peculiares del flagelo de los tripanosomas es la presencia de un gran filamento
paracristalino, llamada barra paraflageral (PFR, por sus siglas en inglés), la cual
se extiende a todo lo largo del axonema desde el bolsillo flagelar hasta la punta
del flagelo (Landfear e Ignatushchenko, 2001; Portman y Gull., 2010; Koyfman y

col., 2011; Hughes y col., 2012).

Algunas proteinas flagelares, asi como caracteristicas particulares de este
organelo han sido revelados en varias investigaciones a través de una
combinaciéon de ARNi y estudios protedmicos. Broadhead y col. (2006) aislaron
el axonema y barra paraflagelar de T. brucei, encontrando 331 proteinas en el
proteoma del flagelo incluyendo los esperados componentes estructurales, tales
como las tubulinas, dineinas y proteinas de la barra paraflagelar. De las 331
proteinas, 208 fueron identificadas como especificas de tripanosomatideos y
probablemente tienen estructura y funciones especificas para estos organismos,

indicando que la motilidad del flagelo es necesaria para la viabilidad del parasito.
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En T. cruzi, algunas de estas proteinas han sido estudiadas como posibles
candidatos a vacunas por estar asociadas a inmunoproteccion. La inmunizacién
con proteinas de la barra paraflagelar ha demostrado ser altamente efectiva en
reducir la parasitemia activa y otorgando hasta 100 % de proteccidén contra
desafios considerados letales de una cepa muy virulenta de T. cruzi (Wrightsman
y col., 1995; Wrightsman y Manning, 2000). Por otra parte, utilizando proteinas
recombinantes de las tres proteinas de la barra paraflagelar (PFR1, PFR2 y
PFR3), Luhrs y col. (2003) igualmente lograron una reduccién de la parasitemia
y un 100% de supervivencia a la infeccion por T. cruzi, indicando que las
proteinas de la barra paraflagelar son antigenos protectivos. Sin embargo, es
importante aclarar que de las tres proteinas, la PFR3 no produjo los mismos
niveles de proteccion que PFR1 y PFR2. Estos autores también demostraron
que el gen que produce la PFR2, llamado par2, es altamente conservado entre
diversos aislados de T. cruzi, incluso entre los kinetoplastidos, sugiriendo que
podria ser un efectivo antigeno contra estos parasitos (Saravia y col., 2004; Clark
y col., 2005; Abdille y col., 2008a, 2008b). De hecho, se ha demostrado que la
secuencia de nucleotidos de la PFR2 de T. evansi es 100 % idéntica a la de T.
brucei y, 83,4 %; 76,6 % y 77,9 % similar a las de T. cruzi, L. mexicana y L.
infantum, indicando la alta conservacion del gen de la PFR2 entre varias

especies de kinetoplastidos (Abdille y col., 2008b).

Por otra parte, las proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés)
estan entre las mas altamente conservadas en el abol evolutivo de los
kinetoplastidos y son producidas por estos organismos en respuesta a elevadas

temperaturas (Folgueira y Requena, 2007). Estas proteinas juegan un papel
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importante en el plegamiento, ensamblaje, localizacién intracelular, secrecién

regulacion y degradacién de otras proteinas (Young y col., 2004).

En general, las HSP como chaperonas moleculares, interactuan con proteinas
que han sido plegadas incorrectamente y, al hacerlo, minimizan la probabilidad
de interacciones inapropiadas con otras proteinas. De acuerdo con ello, el mismo
estrés que induce la produccion de las HSP (altas temperaturas) induce la
produccion de proteinas que tienen conformaciones no nativas, lo cual, de
hecho, induce la expresién de genes de choque térmico (Feder y Hofmann,
1999). Por lo tanto, la respuesta de choque térmico se puede ver como un
mecanismo homedstatico general que protege a las células de los efectos

deletéreos del estrés ambiental.

En este aspecto, son de particular interés los patégenos transmitidos por
vectores, como es el caso de los tripanosomatideos, los cuales sufren cambios
importantes de temperaturas al pasar de su vector hacia el hospedador
invertebrado. Este cambio de temperatura es acompanado por una fuerte
produccion de HSP (Maresca y Carratu, 1992). Por ejemplo, analisis protedmicos
detallados de L. donovaniy T. cruzi han mostrado un incremento en la sintesis
de HSP60, HSP70, HSP70 mitocondrial y HSP90 durante la diferenciacién en
sus estadios evolutivos (Bente y col., 2003; Paba y col., 2004a; 2004b). Sin
embargo, no esta caro si la expresion de las HSP es parte del proceso de
diferenciacién en si, o es un fendmeno involucrado en la adaptacién a la nueva

temperatura y condiciones ambientales.

La primera caracterizacion del gen que codifica para la HSP60 (una de las

principales proteinas chaperonas) en kinetoplastidos fue realizada en T. cruzi
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(Giambiagi-de Marval y col., 1993). La HSP 60 de T. cruzi, codificada por una
familia multigen, fue encontrada en la matriz mitocondrial (Sullivan y col., 1994).
Posteriormente, fue caracterizado un ADNc que codifica para la HSP60 en T.
brucei, encontrandose que esta proteina era de dos a cuatro veces mas
abundante en las formas prociclicas (en el insecto), las cuales tienen una
mitocondria completamente activa, que en los tripomastigotes sanguineos (en el
mamifero), lo cual sugiere que el nivel de expresion de la HSP60 esta adaptado
a la funcién mitocondrial del parasito (Bringaud y col., 1995). Adicionalmente, el
gen de la HSP60 también fue clonado en L. major, demostrandose que esta
proteina se comporta como un antigeno en pacientes con leishmaniasis (Rey-

Ladino y col., 1997).

De igual forma, dentro de este grupo se encuentra la HSP70, la cual es una
familia de proteinas que son componentes centrales de muchos procesos
celulares fundamentales, incluyendo el plegamiento y ensamblaje de proteinas
recién sintetizadas, el replegamiento de proteinas mal plegadas y agregadas,
translocacion de membrana de las proteinas organelares y secretoras,
degradacion proteolitica de proteinas inestables y el control de la actividad de
muchas proteinas reguladoras (Mayer y Bukau, 2005). Segun Folgueira y
Requena (2007), esta proteina se encuentra en la mitocondria y el reticulo
endoplasmico, llamandose a esta ultima forma (la presente en reticulo
endoplasmico), como Proteina 78 regulada por glucosa (GRP78) o proteina de
unién luminal 1 (BiP). En kinetoplastidos, esta proteina ha sido caracterizada en
T. brucei (Bangs y col., 1993), T. cruzi (Tibbets y col., 1994) y en L. donovani

(Jenseny col., 2001).
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Recientemente, han cobrado importancia los estudios protedmicos comparando
dos o0 mas tipos de proteomas que permiten hacer un mayor analisis de las
diferencias entre estos parasitos. Al respecto, Holzmuller y col. (2008) hicieron
un analisis protedmico de dos cepas de T. b. gambiense, aislados en el mismo
foco de infeccion en Costa de Marfil, los cuales exhibian diferencias en su
virulencia y en su patogenicidad. Estos autores encontraron que aunque ambos
tripanosomas fueron aislados del mismo foco y no mostraban diferencias en
estudios moleculares, si manifestaban una expresion diferencial en sus factores
de secrecidn-excrecion (secretoma). Las interacciones de estos secretomas
expresados diferencialmente con las células del sistema inmune del hospedador
podrian estar relacionadas con baja virulencia/alta patogenicidad o alta
virulencia/baja patogenicidad. Este experimento abri6 las puertas a una nueva
vision de la virulencia/patogenicidad desde el punto de vista del parasito y la
resistencia/susceptibilidad desde el punto de vista del hospedador. Las
observaciones encontradas en la investigacion sugieren fuertemente que la
expresion del genoma, mas que su plasticidad, podria determinar tanto la
virulencia como la patogenicidad de los tripanosomas, y esa expresion del
genoma estd, al menos en parte, involucrada en como los tripanosomas manejan
a sus hospedadores, lo cual podria representar una informacion clave acerca de

la potencia del proceso infeccioso.

Siguiendo esta misma linea de investigacion, Grébaut y col. (2009) estudiaron el
secretoma de dos aislados de T. congolense (IL1180 e IL3000) que
manifestaban distintos patrones de virulencia y patogenicidad. Se pudieron

identificar 37 proteinas que se expresaban con mucha diferencia entre ambos

69



Revision Bibliografica

aislados, de las cuales ocho eran putativas y no caracterizadas, 13 eran putativas
en la base de datos TrEMBL y 24 pudieron ser caracterizadas en la base de
datos Swiss-Prot. Las proteinas correlacionadas con baja virulencia y
patogenicidad (aislado 1L1180) fueron: 2,3 bifosfoglicerato mutasa; subunidad
theta de la proteina del Complejo T 1 glicosomal; factor de inciacion de traslacion
de eucariotas 3, proteina quinasa C activada, enolasa, adenosilhomocisteinasa,
aminopeptidasa y el precursor de la glicoproteina variable de superficie (VSG).
Por otro lado, las proteinas asociadas con alta virulencia y patogenicidad (aislado
IL3000) fueron: calreticulina, beta tubulina, alfa tubulina, ATP sintetasa vacuolar
subunidad B, cistein proteasa, factor de elongacion 2, enolasa, y arginina

quinasa.

Por su parte, Parra (2011) realizdé un estudio protedmico del secretoma y del
proteoma de tres aislados venezolanos de T. evansi (Teval, TeGub-323 y El
Frio) con diferencias en su patron de virulencia, por medio de la técnica de 2D-
DIGE acoplado a espectrometria de masas. En el secretoma se pudieron
observar 21 “spots” con expresion diferencial entre los aislados, con una
identificacion total de 25 proteinas, de las cuales la HSP70, PFR1, gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa, UNC119 y la calreticulina tuvieron una mayor
expresion en el aislado mas virulento (Teva1) por lo que se propone que estas
proteinas pudieran estar asociadas a la virulencia del parasito. Asi mismo, en el
proteoma se seleccionaron 14 “spots” con expresion diferencial, identificandose
un total de 12 proteinas. De estas, las mas resaltantes fueron: proteina asociada
a la resistencia a diminaceno, subunidad del completo T1, gliceraldehido fosfato

deshidrogenasa, y el factor de elongacién alfa (EF-1a), las cuales fueron
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mayormente expresadas en el aislado menos virulento (TeGub-323). Por otra
parte, en un analisis protedmico de T. evansi infectando roedores, Roy y col.
(2010) reportaron la identificacién de 166 proteinas, siendo las mas abundantes
las enzimas de la via glicolitica, seguidas por proteinas del citoesqueleto,
asociadas a virulencia, chaperonas, proteasas, quinasas y fosfatasas, entre

otras.

En lo referente a T. vivax, los estudios genéticos han tardado mas tiempo que en
otros tripanosomas debido al hecho de la dificultad de replicar esta especie en
roedores y la poca cantidad de parasitos obtenidos durante la purificacidon
(Desquesnes y Tresse, 1996; Gonzalez y col., 2005). A pesar de ello, el empleo
de nuevas herramientas en gendmica, transcriptomica y protedmica, que
permiten trabajar con minimas cantidades de parasitos, han brindado gran
cantidad de informacion y han permitido en estos ultimos afos realizar nuevos
estudios sobre T. vivax de gran relevancia, tales como su diversidad genética, la
evolucion de su VSG y otros antigenos superficiales, asi como la comparacion
con otros tripanosomatideos a nivel genético y su transcriptoma completo (Auty
y col., 2012; Duffy y col., 2009; Hamilton, 2012; Jackson y col., 2012; 2013; Greif

y col., 2013).

Avances significativos en estudios sobre T. vivax han sido realizados en los
ultimos afos, incluyendo la publicacion de secuencias gendmicas, asi como
secuencias parciales de ARN para la cepa Y486, la cual esta adaptada a
roedores (Jackson y col.,, 2012) y el analisis transcriptdmico del aislado
TvLIEM176 (Greif y col., 2013). Ambos aislados de T. vivax provienen de

bovinos; el aislado Y486 fue obtenido de ganado cebu en Nigeria en el afio 1976
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(Leeflang y col., 1976; Gibson, 2012); mientras que TvLIEM176 proviene del

estado Trujillo, Venezuela (Gomez-Pineres y col., 2014).

Ademas, algunos estudios gendémicos evolutivos se han llevado a cabo en T.
vivax y otras especies representativas de los tripanosomas africanos,
comparando sus repertorios de genes silenciosos VSG y la forma en que estan
organizados con el objetivo de comprender la evolucién de estas proteinas y
cdmo dan lugar a nuevas funciones (Jackson y col., 2012; 2013). En estas
investigaciones se ha encontrado que las especies de tripanosomas difieren en
la organizacion de su archivo silencioso VSG, algo que puede resultar en
diferentes mecanismos para la generacién de la diversidad antigénica. Ademas,
estos autores sugieren que mientras en T. brucei y T. congolense hay una alta
tasa de recombinacién entre copias silenciosas VSG, este fendmeno es mucho

menos pronunciado en T. vivax.

Ademas de lo anterior, Jackson y col. (2012) reportan que la base gendémica para
la variacién antigénica ha divergido entre los tripanosomas en una manera
consistente con distintos mecanismos para la generacion de variabilidad
antigénica. T. vivax tiene el repertorio estructuralmente mas diverso, que consta
de una a-VSG, b-VSG. Por su parte, T. congolense combina multiples linajes
ancestrales de b-VSG, cada uno con un CTD (Dominio C-Terminal) distintoy T.
brucei con una a-VSG y b-VSG que se derivan de linajes distintos pero con un
CTD comun. De esta manera, como resultado de diferencias en la composicion,
la escala de recombinacion que ocurre en el vector varia entre las especies,
siendo mas frecuente entre las VSG de T. bruceiy T. congolense que en T. vivax,

y mas prevalente entre la VSG de T. brucei que en T. congolense.
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Otro aporte importante de los trabajos de Jackson y col. (2012, 2013) es la
revelacion de la ausencia en T. vivax de todo el linaje del receptor de transferrina,
sugiriendo que esta familia de proteinas aparecid6 mas tarde, después de la
separacién de T. vivax de T. congolense y T. brucei. El panorama resultante es
el de una arquitectura compleja de la superficie que también podria explicar las
diferencias bioldgicas observadas y mecanismos especificos de evasion inmune

que caracterizan a T. vivax y lo distinguen de otros tripanosomas africanos.

Este andlisis, no obstante, apenas aborda el tema de la expresion de este grupo
fundamental de proteinas. De hecho, no existen previos estudios gendémicos
amplios sobre la expresion de genes en T. vivax. Sin embargo, para abordar esta
y otras preguntas importantes, Greif y col. (2013) llevaron a cabo un analisis
transcriptomico de formas sanguineas de T. vivax, utilizando para ello el aislado
venezolano TVvLIEM176. Estos investigadores consiguieron alrededor de 6500
proteinas y secuencias codificadas por el ARN, incluyendo mas de 100 especie-
especificos, ademas de 50 genes que no habian sido previamente reportados en
el GenBank, lo que indica que muy probablemente estos genes podrian ser
exclusivos del aislado TVLIEM176. El unico gen de VSG que fue encontrado en
el ARNm de este aislado, sorpresivamente fue muy similar (90,4 % de similitud)
con el unico gen de VSG reportado hasta la fecha para T. vivax, el cual proviene

de un aislado africano de esta especie (Gardiner y col., 1996).

El transcriptoma de T. vivax reportado por Greif y col. (2013), disponible en:
http://www.bioinformatica.fcien.edu.uy/Tvivax/, muestra que otras proteinas de la
superficie celular, aparte de las VSG, parecen jugar un papel estratégico en la

evasion inmune. La VSG representa el 55 % de las proteinas dispuestas en la
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superficie celular de T. vivax, una cantidad considerablemente menor que el 98
% observado para las VSG de T. brucei. Los autores proponen que otras

proteinas de superficie, tales como la peptidasa GP63 pudieran ser relevantes.

Otro hallazgo importante del trabajo de Greif y col. (2013), es que contrariamente
a lo aceptado acerca de que todos los tripanosomatideos regulan su expresion
génica a nivel post transcripcional, el analisis transcriptomico del aislado
TvLIEM176 revelé que algunos genes y regiones del genoma no son transcritos.
Esto sugiere fuertemente que la regulacién del inicio de la transcripcion puede
también jugar un papel importante en la regulacion génica de T. vivax y

probablemente pudiera también ocurrir en otros tripanosomatideos.

Como seguimiento de sus investigaciones, Greif y col. (2015) hicieron un estudio
del genoma completo del ADN del kinetoplasto (kADN) de dos aislados
americanos (TVvLIEM176 y TvMT1) y un aislado africano (Y486) de T. vivax. Este
analisis posee gran importancia debido a que en el continente americano, T.
vivax se transmite solamente por via mecanica, al igual que T. evansi, lo que
hace que solamente existan formas sanguineas, a diferencia del continente
africano donde se transmite de manera ciclica mediante su vector, la mosca tsé-
tsé (Osdrio y col., 2008). En este estudio se encontrd, tal como se esperaba que
los aislados del continente americano son mas similares entre si que con el
aislado africano. En efecto, ambos aislados americanos mostraron muchas
diferencias en los nucleétidos y varias deleciones cuando se compararon con el
aislado proveniente de Africa. La mayoria (aunque no todos) de estos cambios
son compartidos entre las cepas americanas lo cual indica que ellos ocurrieron

en América antes de la separacion de ambos aislados.
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Por otra parte, la comparacién de los genes en los maxicirculos mostré que en
los aislados americanos dos genes exhiben grandes deleciones (ND7 y COIlll) y
tres genes (ND1, ND2 y ND4) presentan mutaciones de marco de lectura
causando inclusién-delecion, lo que implica una completa pérdida de la funcion.
El andlisis de expresion y edicion demostrd que todos los genes son transcritos,
pero solo tres (ATPasa A6, RPS12, MURF2) son correctamente editados. El
hecho de que algunos genes sean editados y otros no es un claro indicio de que
mientras la maquinaria enzimatica de edicion es completamente funcional, la
guia necesaria para la edicion de genes tardios esta ausente (Greif y col., 2015).
Esto permite concluir que el genoma mitocondrial de los aislados americanos de
T. vivax esta sufriendo un drastico proceso de degradacion de su capacidad de
codificacion, por lo que se puede afirmar que estos aislados estan en pleno

proceso evolutivo.

Por su parte, Tavares (2013) realizé un estudio protedmico del inmunoma del
aislado venezolano TVvLIEM176 de T. vivax. Al realizar el Western blot por doble
dimensién, se encontraron 18 spots de interés con masas molecuales
aproximadas de 50, 55, 60, 70 y 83 kDa. Estos spots fueron evaluados por nano
LC-MS/MS, lograndose la identificacion de 12 proteinas. De las doce proteinas
inmunodominantes, cinco fueron catalogadas como candidatas para diagndstico
especie-especifico de T. vivax, al no ser reconocidas por sueros de animales
positivos a T. evansi: PFR1, PFR2, HSP60, HSP70 y HSP83. El resto de las
proteinas identificadas fueron: alfa tubulina, beta tubulina, piruvato
deshidrogenasa, ATP sintetasa subunidad Beta, piruvato quinasa, enolasa y

ATPasa subunidad A.
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Curiosamente, entre las proteinas inmunogénicas de este estudio, no se
evidencio la VSG, la cual pareciera no ser antigénica en T. vivax, coincidiendo

con lo reportado por Greif y col. (2013) y Ramirez-Barrios y col. (2015).
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Obtencion y expansion de los aislados de T. vivax

3.1.1.- Aislados de T. vivax

Los aislados de T. vivax que se utilizaron en la presente investigacion, fueron
donados por el Instituto de Estudios Cientificos y Tecnoldgicos de la Universidad
Nacional Experimental Simén Rodriguez (IDECYT — UNESR), los cuales fueron
aislados de bovinos naturalmente infectados en los estados Trujillo y Monagas,
respectivamente, tal como se muestra en la Tabla 1. Estos aislados fueron
caracterizados molecularmente por Gémez (2010); quien también evalud
parcialmente  sus efectos hematolégicos en ovinos infectados

experimentalmente.

Tabla 1. Identificacion de los aislados de T. vivax utilizados en la presente investigacion

Aislado Lugar de Origen Hospedador de Origen
TvLIEM176* Estado Trujillo Bovino
TvMT1 Estado Monagas Bovino

*Criopreservado donado originalmente por las Doctoras Glenda Moreno y Laura Moron, de la

Universidad de los Andes, Nucleo Trujillo, Venezuela.

3.1.2.- Expansion de los aislados de T. vivax

A fin de expandir cada aislado y de obtener los parasitos para inocular los

animales experimentales y luego extraer los proteomas respectivos, se utilizaron
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cuatro ovinos, mestizos, de aproximadamente dos afnos de edad y con un peso
aproximado de 30 kg cada uno, los cuales fueron identificados con los numeros
del 1 al 4. Estos ovinos fueron seleccionados de un rebafio el cual fue evaluado
por técnicas seroldgicas (ELISA) y moleculares (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa o PCR), demostrandose que eran negativos para infeccion por T.
vivax. Ademas, fueron desparasitados con ivermectina (0,2 mg/kg), realizandose
posteriormente examenes coproldgicos para comprobar que no tenian parasitos
gastrointestinales. Estos animales fueron sometidos a inmunosupresion
mediante la administracion intravenosa de dexametasona a dosis de 2 mg/kg de

manera interdiaria por 5 aplicaciones.

Una vez completado el protocolo de inmunosupresion, los animales fueron
inoculados via intravenosa con el contenido de dos viales de criopreservado de
T. vivax de la siguiente manera: Animales 1y 2: Aislado TvLIEM176; animales
3 y 4. Aislado TvMT1. Cada vial de criopreservado (conteniendo
aproximadamente 1,5 x 10° parasitos), fue descongelado a 37°C por 15 min,
verificandose la movilidad de los parasitos a través de la visualizacion de una

gota del mismo al microscopio de luz.

A partir del momento en que se realizé la infeccion experimental, se comenzo6 a
realizar una evaluacién diaria de todos los animales, haciendo un seguimiento
de sus signos vitales (temperatura corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria y color de membranas mucosas) y valores de hematocrito. También
se realizd la determinacion diaria de parasitemia, segun el método del

hemocitometro (Valera y col., 2005), hasta que ésta alcanzara valores iguales o
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superiores a 2 x 107 flagelados/ml. Una vez se alcanzé la parasitemia deseada,
se extrajo la sangre necesaria para inocular al resto de los animales en
experimentacion (Ver mas abajo) y para la purificacion del parasito (90 ml), luego
de lo cual cada animal fue tratado con Cloruro de Isometamidium (0,5 mg/kg, via
intramuscular). Los protocolos aqui usados fueron aprobados por el Comité de
Etica para la Utilizacion de Animales de Laboratorio bajo el numero 013-11 de
acuerdo al Cédigo de Etica para Experimentacion Animal. De igual manera,
todas las inoculaciones se realizaron siguiendo las normativas del Cédigo de
Bioética y Bioseguridad, establecidas por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia y
el Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia de la Republica Bolivariana de

Venezuela (MCT-FONACIT, 2008).

3.2.- Determinacion de los patrones de virulencia y patogenicidad de cada

aislado de T. vivax

A fin de determinar los patrones de virulencia y patogenicidad de los dos aislados
de T. vivax se realizaron infecciones experimentales en ovinos, lo cual consistio

en dos fases:

Periodo preinfeccion: Su duracion fue de una semana, previo a las inoculaciones
experimentales. Durante este periodo, los animales fueron evaluados
clinicamente y hematolégicamente dos veces, ademas de ser desparasitados
con ivermectina a una dosis terapéutica de 0,2 mg/kg por via subcutanea,
verificandose el buen estado de salud de los animales antes de entrar en la

siguiente fase del estudio.
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Periodo de infeccion: Su duracion fue de 60 dias y durante esta fase del estudio,
los animales experimentales fueron inoculados con 10° tripanosomas/animal por

via intravenosa.
3.2.1.- Animales experimentales

Para esta fase del estudio, se utilizaron nueve (9) ovinos mestizos de
aproximadamente dieciocho (18) meses de edad, provenientes del mismo
rebafo de donde se obtuvieron los animales utilizados para la expansion del
aislado (Seccion 1.2). Estos animales, al igual que los anteriores, estaban
negativos a infeccién por T. vivax tanto por métodos serologicos (ELISA) como
por métodos moleculares (PCR). El establecimiento de los grupos

experimentales se realizd de la siguiente manera:

* Grupo 1: Animales infectados con el aislado TvLIEM176 (obtenido del
estado Trujillo, Venezuela): 3 animales.

* Grupo 2: Animales infectados con el aislado TvMT1 (obtenido del estado
Monagas, Venezuela): 3 animales.

* Grupo 3: Animales no infectados (Grupo Control): 3 animales.

Cada grupo de animales fue mantenido en corrales separados, cubiertos por
malla antimosquito, en la Policlinica Veterinaria de la Universidad del Zulia,
Venezuela. La alimentacién consistié en alimento concentrado en raciones de

1,5 kg/animal/dia, heno y agua ad libitum.
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3.2.2.- Evaluacion clinica

Luego de la inoculacién, tanto el grupo control como los grupos infectados fueron
evaluados cada tres dias hasta completar 60 dias de experimentacion. La
evaluacion clinica fue realizada a tempranas horas de la mafana, tomandose
todos los datos clinicos del animal: temperatura, color de las membranas
mucosas, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, estado de hidratacion,
actitud del animal y cualquier otro signo clinico adicional, llenandose para tal fin

una historia clinica.

3.2.3.- Evaluacién hematoldgica

En el momento del examen clinico, se tomaron dos muestras de sangre por cada
animal: una en tubo con anticoagulante (EDTA), la cual sirvié para realizar los
siguientes examenes: determinacion del volumen del paquete celular
(hematocrito), visualizacibn de parasitos a través de la técnica del
microhematocrito (Woo, 1969), determinacion de la parasitemia por el método
del hemocitdmetro (Valera, 2005), proteinas totales y ademas se realizd una
hematologia a cada animal, la cual incluyd, ademas de lo anterior: determinacién
de hemoglobina, contaje de glébulos blancos y contaje diferencial de leucocitos.
Los resultados de los examenes de laboratorio fueron registrados de manera
individual para cada animal junto con la historia clinica. Para el contaje diferencial
de leucocitos se calculd el contaje absoluto de los diferentes tipos de glébulos
blancos, multiplicando el porcentaje de cada tipo celular por el numero absoluto

de gldbulos blancos para el animal.

82



Materiales y Métodos

La determinacion de la parasitemia se hizo de acuerdo a la técnica descrita por
Valera (2005), para lo cual se utilizé la cdmara de Neubaler. Para esto, fue
preparada una solucién diluyente conformada por 10 ml de oxalato de amonio
(1%) y 2 gotas de azul de metileno (1%), con la cual se realizd una dilucion de
1:10 con la muestra de sangre en la solucion diluyente. La camara de NeubaUer
fue llenada con esta dilucién y se esperé 10 minutos para comenzar el contaje
de tripanosomas en los cuatro cuadrantes de las esquinas, utilizando un
microscopio de luz con el objetivo de 40X. EI numero de tripanosomas contado
en la camara se multiplicé por 25000 (factor de dilucién x volumen de la camara

/ 4) y la parasitemia se expreso en tripanosomas/ml.

3.2.4.- Evaluacion seroloégica

La segunda muestra de sangre fue tomada en tubo sin anticoagulante con la
finalidad de obtener el suero para realizar la determinacion de anticuerpos
mediante la técnica de ELISA, siguiendo la metodologia descrita por Reyna-Bello

y col., (1998, 2007), la cual se describe brevemente a continuacion:

Se utilizé un antigeno purificado proveniente de un aislado de T. evansi, el cual
fue donado por el Dr. Armando Reyna de la Universidad Nacional Experimental
Simoén Rodriguez, Venezuela (UNESR). La concentracién de proteinas del

purificado se determin6 segun el método descrito por Bradford (1976).

En la placa de ELISA (fondo en U, Polysorp®), se vertid 100 pl por pozo del
extracto soluble de T. evansi conteniendo 20 pg/ml de proteinas diluidas en una
solucion tampdn 0,05 M carbonato-bicarbonato, pH 9,6. La placa fue incubada a

4 °C por 12 h. Seguidamente, los pozos fueron lavados cinco veces con un
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lavador de placas automatico (Columbus-Plus Basic, marca TECAN) empleando
una solucién de lavado, compuesta por tampon fosfato salino o PBS 20 mM
(fosfato de sodio 40 mM, NaCl 150 mM) y Tween-20 al 0,1 %. Posteriormente,
las placas fueron bloqueadas mediante la incubacién por 1h a 37 °C con solucion
de bloqueo al 5% de leche descremada diluida en PBS 20 mM (fosfato de sodio
40 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2). Las placas se lavaron de nuevo, cinco veces con
solucion de lavado y se afadieron los sueros diluidos 1:100 con solucién PBS-
Tween 1%, dejandose incubar por 1h a 37 °C. Como controles negativos y
positivos fueron utilizados sueros de ovinos previamente evaluados mediante la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Transcurrido este tiempo, se lavo
nuevamente la placa en las mismas condiciones y se colocé el conjugado anti-
IgG ovino con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch®) diluido 1:10000 y se
incubd durante una hora a 37 °C. Finalmente, la placa fue nuevamente lavada y
se vertio en cada pocillo, 100 yl de ABTS (Sustrato constituido por 0,1% de Acido
2,2'-Azino-bis-3-ethilbenzotiazolin-6-sulfonico, 0,05 M tampén citrato pH 4 y
0,5% peroxido de hidrégeno) agitdndose durante 45 minutos en oscuridad y se

leyd su absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (BioRad®).

Para la interpretacion de los resultados se definié el punto de corte, que es el
punto a partir del cual se considera que un animal es positivo. Esto se realizé
segun lo establecido por Reyna-Bello y col. (1998), tomando los valores de la
densidad Optica de los controles negativos, se calculé su promedio y su
desviaciéon estandar. Luego se sumo el promedio de los negativos mas 3 veces
la desviacion estandar (Prom Negativos + 3 * DS) y este se consideré el punto

de corte establecido para la técnica. Las muestras de sueros con resultados
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mayores al punto de corte se clasificaron como positivas a la presencia de
anticuerpos anti-Trypanosoma y resultados menores se consideraron como

negativas.

3.2.5.- Estudio histopatolégico

Una vez concluidos los sesenta (60) dias correspondientes al periodo
experimental, los animales fueron sacrificados siguiendo las normativas del
Cddigo de Bioética y Bioseguridad (MCT-FONACIT, 2008). Se realizé necropsia
de cada uno de los animales y se tomaron muestras de los siguientes 6rganos:
Higado, bazo, ganglios linfaticos, rinones, médula 6sea, corazén, pulmones,
cerebro y testiculos. Estas muestras fueron enviadas al Laboratorio de Anatomia
Patolégica de la Policlinica Veterinaria de la Universidad del Zulia para su

correspondiente estudio histopatolégico.

3.2.6.- Analisis estadistico para los parametros clinicos, hematoldgicos y

serolégicos

El programa Sistema de Analisis Estadistico (version 9.2., SAS Inc., Cary, NC,
USA, S.A.S. 2008) fue usado para el analisis estadistico (S.A.S., 2008).
Inicialmente los datos fueron probados para la distribucion normal usando la
prueba de Kolmogorov-Smirnov (n >90; proc univariate normal plot). Los datos
fueron presentados en medias minimas cuadraticas + error estandar (S.A.S.,

2010).

Para lograr la distribucion normal de la variable “parasitemia”, antes de los

analisis estadisticos paramétricos fue aplicada la transformacion logaritmica. Los
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datos fueron analizados usando ANOVA de medias repetidas en el tiempo con
efectos fijos del procedimiento del modelo mixto (proc mix and method reml). Las
variables fueron definidas como principal efecto del tratamiento (control = 0,
TvMT1 =1y TvLIEM176 = 2), tiempo (dia -3 a 60) y la interaccion (tratamiento x
tiempo). Se analizé la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura,
(log)parasitemia, hematocrito, hemoglobina, glébulos blancos, proteinas totales

y titulos serolégicos de tripanosomiasis (Littell y col., 1998; 2000).

El criterio Bayesian-Schwarz y el criterio de informacién Akaike fueron usados
para determinar la optima estructura del modelo de covarianza matricial
(frecuencia cardiaca, temperatura = autoregresitva tipo 1; hematocrito, glébulos
blancos = autoregresitva tipo 1 con efectos aleatorios; frecuencia respiratoria,
(log)aparasitemia, hemoglobina = poder del espacio; proteinas totales = poder
del espacio con efectos aleatorios; titulos serolégicos anti-T. vivax = compuesto

simétrico) (Littell y col., 1998; 2000; 2006).

La diferencia estadistica entre las variables fue utilizada los contrastes
ortogonales. Para todos los procedimientos, la significancia estadistica fue

preestablecida a P<0,05.

3.3.- Anadlisis proteémico de los aislados de T. vivax

Para realizar el analisis protedbmico, se utilizaron los cuatro (4) animales en los
cuales se realizo la expansion de los aislados de T. vivax (Seccién 3.1.2.-). El
aislado TvLIEM176 replico satisfactoriamente en ambos animales, produciendo
adecuados niveles de parasitemia para realizar la purificacion de cada uno de

estos ovejos, los cuales se denominaron purificado LIEM 1 y LIEM 2. Sin
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embargo, en el caso de los animales inoculados con el aislado TvMT1,
solamente en uno se produjo un nivel de parasitemia suficiente para realizar
purificacion del parasito y se denominé purificado Monagas; mientras que en el
otro animal la parasitemia alcanzada no fue suficiente. De esta manera, el
analisis protedmico se realiz6 a partir los purificados llamados Liem 1, Liem 2y
Monagas, provenientes de los ovinos utilizados para la expansion de los

aislados.
3.3.1.- Purificacién de los tripanosomas y obtencion del proteoma

Una vez alcanzada la parasitemia deseada (2 x 107 tripanosomas/ml o mas), se
procedié a extraer aproximadamente 90 ml de sangre de la vena yugular de cada
animal utilizando EDTA al 15% como anticoagulante, previa limpieza y
desinfeccion de la zona. Los protozoarios fueron purificados de acuerdo a la

técnica descrita por Gonzalez y col. (2005) de la siguiente manera:

La sangre fue mezclada en cantidades iguales con percoll (Sigma®),
conteniendo sucrosa (8,55 %), glucosa (2,0 %) y ajustando el pH a 7,4 con
Hepes, como lo describieron Grab y Bwayo (1982). Esta mezcla de sangre con
percoll fue centrifugada a 17500 x g por 20 min a 4 °C, separandose en 3 capas.
Los parasitos fueron entonces recuperados tanto de la capa superior como de la
media del gradiente de percoll y fueron resuspendidos 1:3 con tampén fosfato
salino o PBS (fosfato de sodio 40 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) conteniendo 1%
de glucosa (PBSG). Los parasitos colectados fueron sometidos nuevamente a

centrifugacion a razén de 6000 x g por 15 min a 4 °C.
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Posteriormente, el sobrenadante se descarté y el sedimento se lavé dos veces
con PBSG (40 ml) para eliminar cualquier residuo de percoll que hubiera podido
quedar. Estos parasitos, parcialmente purificados, fueron resuspendidos en 2 ml
de PBSG y pasados por una columna cromatografica de DEAE-celulosa (10 ml),
previamente empaquetada y equilibrada a pH 7,5 con PBSG. El eluato, que
contenia los tripanosomas purificados, fue centrifugado a 6000 x g por 15 min a
4°C y el sedimento fue evaluado para cuantificar los tripanosomas mediante la
técnica de Brener (1962). Este procedimiento consistié en colocar 5 uL de sangre
del animal infectado sobre un portaobjeto y cubrirlo con una lamina cubreobjeto
de 22 X 22 mm, la cual se presiona ligeramente para lograr que la sangre cubra

la totalidad de la ldmina cubreobjeto, formando una monocapa celular.

Luego se contaron los parasitos presentes en 100 campos con un aumento de
400X (Leica, 1349521X) y se obtuvo el numero de parasitos segun formula: total
de tripanosomas x factor del microscopio x 200. El factor del microscopio
utilizado en este caso fue de 5628 (el cual constituye la cantidad de campos que
deben ser vistos para contar todos los parasitos de la lamina 22 X 22 mm) y el
numero 200 lo constituye el valor por el cual debe ser multiplicado el niumero total

de parasitos contenidos en 5 L para llevarlo a 1 ml.

Posteriormente, este pellet fue sonicado para romper los parasitos y obtener el

proteoma para su evaluacion.

3.3.2- Eliminacion de sales contaminantes

Para asegurar una mayor eliminacién de las sales provenientes de la solucién

tampdn, detergente y acidos nucleicos, las muestras fueron sometidas a
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precipitacion utilizando el estuche comercial 2-D Clean-Up Kit (Amersham

Biosciences®), siguiendo las siguientes instrucciones:

Inicialmente cada muestra de proteina se transfirié a un tubo de centrifuga de 12
ml y se agregaron 3 volumenes de precipitante, mezclando en vortex.
Posteriormente, se incubd en hielo (4 a 5 °C) por 15 minutos y se agregaron 3
volumenes de coprecipitante, mezclandose brevemente en vortex. Estos tubos
fueron centrifugados a 8000 x g por 10 minutos, retirAndose apenas termind la
centrifugacion. En el fondo de cada tubo se observo un pellet y se retir6 el
sobrenadante con pipeta, evitando la resuspension del pellet. Se volvieron a
colocar los tubos en la centrifuga cuidadosamente como antes (con el precipitado
hacia fuera) y se centrifugaron de nuevo por 1 minuto para llevar todo el liquido
restante a la parte inferior de los tubos. Con una pipeta se elimin6é el
sobrenadante restante y se agregaron 3 volumenes del coprecipitante,

centrifugandose por 5 minutos y descartandose igualmente el sobrenadante.

Luego se agreg6 suficiente agua destilada desionizada en la parte superior como
para cubrir el pellet y se mezcld en vortex por unos cuantos segundos hasta que
el pellet se disperso pero sin que llegara a disolverse. Se agregé 1 ml de solucién
tampdn de lavado (previamente congelada a -20°C). Posteriormente se agregd
5 pl de aditivo de lavado y se mezclé en vortex hasta que el pellet se dispersé
completamente. Cada tubo fue incubado a -20°C por 30 minutos y se mezcld en
vortex cada 10 minutos por 20 a 30 segundos para luego centrifugar a 8000 x g

por 10 minutos.
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El sobrenadante fue descartado cuidadosamente y el pellet se secé al aire, para
luego ser resuspendido en solucion de rehidratacién, mezclandose en vortex por
30 segundos. Después se centrifugd a 8000 x g por 10 minutos para remover
cualquier material insoluble y reducir la espuma. Este material fue liofilizado para
su traslado al Laboratorio de Proteémica (Unidad Mixta de Investigacién) del IRD

(Institut de Recherche pour le Développement) en Montpellier, Francia.

3.3.3.- Hidratacion del sedimento de proteinas

Una vez en el Laboratorio de Protedmica del IRD, el liofilizado de cada proteoma
fue rehidratado en tampén de rehidratacion (Urea 7 M, Tiourea 2 M, 3-[(3-
colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) 4 %, Tris 30 mM,
Triton X-100 0,5 %) y se dejo durante toda la noche a 4 °C. El purificado Monagas
se rehidraté con 50 pl, mientras que los purificados Liem 1 y Liem 2 fueron
rehidratados con 100 pl cada uno. La razén de esto fue la diferencia en la

parasitemia obtenida para cada aislado.

3.3.4.- Cuantificacion de la concentracion de proteinas

Luego de verificar la completa rehidratacion y solubilizacién del liofilizado, se
procedié a la cuantificacion de la concentracion de proteinas para cada aislado,
la cual se hizo siguiendo el método de Bradford (1976). Con la finalidad de hacer
una curva patrén, se diluyo un set de BSA (Albumina Sérica Bovina) inicial de 2
mg/ml en agua para realizar las siguientes concentraciones: 0 mg/ml, 0,2 mg/ml,
0,4 mg/ml 0,6 mg/ml, 0,8 mg/mly 1 mg/ml. De cada punto de la curva patrén, se

colocaron 5 pL en la placa de ELISA fondo plano (Polysorp®).
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Posteriormente, se hicieron las diluciones seriadas del extracto soluble de
T.vivax en concentraciones que variaban de 1/50 a 1/1600 y se vertieron 5 ul en
sendos pocillos de la placa de ELISA. Una vez vertidos los puntos de la curva
patrén de BSA y las diluciones de las muestras problemas, se procedié a agregar
150 ul de la solucién de trabajo del estuche comercial previamente diluido 1:4 en
agua MilliQ. Se cubrid la placa y se incub6é por 15 minutos a temperatura

ambiente.

Después de la incubacion, se midiod la absorbancia a 595 nm en un sistema

automatico de lectura para placas de ELISA (BioRad®).

3.4.- Electroforesis diferencial en doble dimensién (2D-DIGE)

Esta parte de la investigacién se llevé a cabo en el IRD-CIRAD, en Montpellier,
Francia, realizandose segun la metodologia descrita para DIGE (2-D Differential
Gel Electrophoresis) por Marouga y col. (2005) y Grébaut y col. (2009), de

acuerdo al siguiente protocolo:

3.4.1.- Preparacion de muestras para Isoelectroenfoque (IEF)

Ademas de los tres purificados de T. vivax ya descritos anteriormente en la
Seccién 3 (Monagas, Liem 1y Liem 2), para la realizacion del 2D-DIGE se utilizé
una muestra de proteoma del aislado El Frio de T. evansi, el cual ha sido
caracterizado previamente (Parra, 2011). Esto se realiz6 para tener un estandar
de comparacién y poder seleccionar las proteinas que se expresen solamente

en T. vivax, y que sean diferenciales con T. evansi. Sin embargo; es importante
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aclarar que la evaluacion del proteoma de T. evansi no forma parte del objetivo

de esta investigacion.

Una vez reconstituido el material liofilizado y realizada la cuantificacion de
proteinas, se procedié al marcaje de las muestras, para lo cual se utilizaron los
colorantes fluoréforos CyDye DIGE (CyDye DIGE Fluors minimal dyes for Ettan
DIGE) para marcaje minimo de proteinas (Amersham GE Healthcare®),
especialmente disefiado para la realizacion de 2D-DIGE. Esto consta de 3
colorantes: Cy2, Cy3 y Cy5. Bajo este protocolo, se puede evaluar
simultdneamente en un mismo gel la abundancia diferencial proteica de los
proteomas de los aislados de T. vivax, a partir de 50 ug de proteina de cada

muestra.

Se planificé la realizacion de 4 geles para poder realizar dos réplicas de cada
purificado y asi obtener una mayor sensibilidad en el analisis proteémico. Para
esto, cada muestra se marco por duplicado, utilizandose los fluoréforos Cy3 y
Cy5. El fluoréforo Cy2 se utiliz6 como control estandar interno de cada gel, tal
como se muestra en la Tabla 2, para normalizar los niveles de proteina a lo largo

del gel y para controlar la variacion de gel a gel (Alban y col., 2003).
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Tabla 2. Esquema del protocolo utilizado para el marcaje de las muestras y la realizacion del 2D-
DIGE

Gel Numero Cy3 Cy5 Cy2

1 Monagas Liem 1 Liem 1, Liem 2, Monagas y
T. evansi

2 Liem 1 T. evansi Liem 1, Liem 2, Monagas y
T. evansi

3 Liem 2 Monagas Liem 1, Liem 2, Monagas y
T. evansi

4 T. evansi Liem 2 Liem 1, Liem 2, Monagas y
T. evansi

De cada muestra se tomaron alicuotas duplicadas de 50 ug de proteina,
colocandose cada una en un tubo y llevandose a un volumen final de 20 ul. Luego
se colocaron 400 pMol (1 ul) de los colorantes Cy3 y Cy5, previamente diluidos
en dimetilformamidina (DMF) a una concentracién de trabajo de 400 pMol/ul,
respectivamente. Ademas se preparé el control estandar interno, el cual
constaba de una mezcla de las 4 muestras (50 ug de proteina de cada una en
un volumen final de 80 ul), al cual se le agreg6é 1600 pM (4 ul) del colorante Cy2
(diluido igual que los otros colorantes). Las muestras fueron centrifugadas
rapidamente (aproximadamente 15 segundos y se mantuvieron refrigeradas (en
hielo) y protegidas de la luz durante 30 minutos. Luego se agregd 1 pl de lisina
(10 mM) para detener la reaccion, mezclandose y centrifugandose rapidamente
para llevar todo el contenido hasta el fondo del tubo. Se dejé en reposo (en
oscuridad) por 10 minutos y posteriormente, las muestras marcadas se

mezclaron de acuerdo al protocolo descrito en la Tabla 2 para cada gel.

En cada tubo correspondiente a cada gel se agregaron 20 ul de cada una de las

dos muestras marcadas y 20 ul del control estandar interno y entonces cada tubo
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fue completado hasta el volumen final de rehidratacion con tampdén de
rehidratacién (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4 %, Triton X-100 0,5 %, agente
reductor (“Destreak Reagent”’, GE Healthcare®) 1,2 % y anfolitos (Immobilised
pH gradient IPG buffer pH 3-10, GE Healthcare®) 1%). Para la rehidratacion de
cada gel de isoelectroenfoque se necesitaron 450 ul de la solucién. Los 4 tubos

se dejaron en refrigeracion y oscuridad por 10 minutos.

Para la realizacién de la primera dimension se utilizaron geles inmovilinas
(Immobiline™ DryStrip GE Healthcare®), con un rango de pH de 3 a 10 no lineal
y de 24 cm de longitud. Estos geles fueron rehidratados pasivamente con las
muestras (450 ul) por 14 horas, en oscuridad y a temperatura ambiente. Un

esquema de esta metodologia se muestra en la Figura 1.
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Estindarintermno
Mezda de las 4 muestras
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Geles de acrilamida al 12%

Figura 1. Esquema de marcaje de las muestras proteicas para DIGE

3.4.2.- Isoelectroenfoque

La primera dimensiéon de la electroforesis consisti6 en la separaciéon de las
proteinas por isoelectroenfoque (IEF), lo cual se llevé a cabo en un equipo Ettan
IPGphor™ 3 (GE Healthcare®), utilizandose una carga de 50 pA/gel, bajo las

siguientes condiciones:
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e Paso 1: 60V por 3h

e Paso 2: 1000 V por 4h en gradiente
* Paso 3: 8000 V por 4h en gradiente
* Paso 4: 8000 V constantes por 8h

* Paso 5: 30 V constantes hasta alcanzar 80000 V/h.

Luego de finalizado el IEF, los geles fueron congelados hasta la realizacién de

la siguiente etapa.

3.4.3.- Equilibrio de geles de isoelectroenfoque

Antes de proceder a la segunda dimension, los geles de isoelectroenfoque
debieron ser equilibrados, ya que de esta manera se saturan con tampdn
conteniendo duodecil sulfato de sodio (SDS), el cual es requerido para la

separacion de las proteinas en la segunda dimension.

Para esto, inicialmente, los geles se sumergieron en 10 ml de la solucién de
equilibrio 1 (Urea 6 M, Tris 300 mM, pH 8,8; SDS 2 %, glicerol 30 %, ditiotritol o
DTT 1 % y trazas de bromofenol) por 20 minutos en agitacion constante y
protegidos de la luz. El propésito del DTT es mantener el estado reducido y no
alquilado de las proteinas desnaturalizadas. Luego, los geles fueron lavados
rapidamente con agua destilada y se sumergieron en 10 ml de solucién de
equilibrio 2 (Urea 6 M, Tris 300 mM, pH 8.8, SDS 2 %, glicerol 30 %,
lodoacetamida 2,5 % y trazas de bromofenol). La iodoacetamida tiene como
funcién alquilar los grupos tiol en las proteinas, previniendo su reoxidacion

durante la electroforesis, ademas de alquilar los restos de DTT previniendo de
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esta manera la aparicion de artefactos. Finalmente se enjuagaron en suficiente

agua destilada.

3.4.4.- Electroforesis SDS-PAGE

La segunda dimension consistié en electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para separar las proteinas por peso

molecular, segun la técnica de Laemmli (1970), con algunas modificaciones.

Para esto, se prepararon 4 geles de acrilamida al 12% (para una resolucién de
10 a 200 kDa) y de 1,5 mm de espesor. Cuando los geles de acrilamida
polimerizaron, los geles de isoelectroenfoque se colocaron en el borde superior
del gel vertical de acrilamida y en un extremo se coloc6 un papel filtro con el
marcador de peso molecular. Luego se sell6 el borde superior del gel vertical con
agarosa al 0,5% en tampdén TAE 1X (Tris/Acetato 0,04 M, EDTA 0,01 M). La
separacion electroforética se realizé en el sistema Ettan Dalt Il (Amersham
Biosciences®), realizando la corrida de los 4 geles de manera simultanea,
utilizando tampon de corrida (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1 %) a 17

mA/gel a 4 °C, con una duracién de entre 24 y 30 horas.

3.4.5.- Software de analisis

Una vez culminada la electroforesis en los geles de acrilamida, los geles 2-D
DIGE fueron escaneados en un equipo Typhoon 9400 (GE Healthcare®). Las
longitudes de onda utilizadas para cada flour6foro fueron: Cy2: 490 nm; Cy3: 550

nmy Cy5: 650 nm.
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Las imagenes emitidas por cada fluoréforo se obtienen por separado con una
resolucién de 100 um. Luego, las imagenes escaneadas fueron cargadas en el
software Progenesis SameSpots v3.0 (Nonlinear Dynamics Ltd.), para poder

realizar el reconocimiento y cuantificacién de la expresién de los puntos o “spots”.

La cuantificacion de los datos de los “spots” de los aislados de T. vivax fue
normalizado usando el control estandar interno (Cy2). Este software compara la
expresion de los diferentes “spots” en los distintos geles y aplica las pruebas
estadisticas t student y ANOVA, lo cual permiti6 seleccionar los “spots”
correspondientes a proteinas comunes en los aislados pero con expresion
diferencial en cada muestra, ademas de los que se manifiesten en diferentes

posiciones, para luego cortarlos en los geles.

3.5.- Identificacion de proteinas expresadas diferencialmente entre los dos

aislados de T. vivax

De los geles de doble dimensién se seleccionaron los “spots” que fueron
comunes a ambos aislados pero con expresion diferencial, ademas de los que

se manifiestaron en diferentes posiciones, de acuerdo al siguiente protocolo:

3.5.1.- Coloracion de los geles de acrilamida

Para poder observar los “spots” seleccionados en el gel y proceder a cortarlos,
fue necesario hacer la coloracion de los mismos. Para esto, después de ser
escaneados, los geles se sumergieron en 150 ml de soluciéon tampdn de fijacion
cada uno (Etanol 50% y Acido Fosférico 10%), dejandolos en agitacion constante

por 3 dias. Luego, se descartd la solucion tampoén de fijacién y se agrego la
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solucion colorante de azul plata (blue silver), dejandose nuevamente en agitacion
constante por 24 horas (Westermeier, 2006; Candiano y col., 2004). Una vez
verificada la coloracién del gel y visualizacién de los spots, se descarté el

colorante y los geles fueron lavados con agua destilada.

3.5.2.- Seleccion y digestion de proteinas de interés

Una vez obtenida la imagen final de los “spots” de interés a través del software
Progenesis SameSpots v3.0 (Nonlinear Dynamics Ltd.) y tefidos los geles, se
procedié a cortar los “spots” de interés en los 4 geles. Esto fue realizado en una
campana de flujo laminar para prevenir contaminacién. Cada “spot” fue cortado
en los 4 geles con la ayuda de puntas pipeta de 1000 ul estériles y luego
colocados en un vial estéril, identificado y congelado a -80 °C hasta su digestion

con tripsina.

La digestion de los geles se realizdé de acuerdo a la metodologia descrita por
Wilm y col. (1996), con algunas modificaciones, tal como se describe a

continuacion:

Inicialmente se lavaron los spots con 100 pl de solucion tampdn de acetronitrilo
(ACN) 50% vy trietilamonio bicarbonato (TEABC) 50 mM, agitandose en vortex
por 10 minutos, eliminando luego el sobrenadante. Los “spots” se lavaron de esta
manera 4 veces, hasta que se decoloraron totalmente. Posterior a esto, se
rehidrataron por 10 min con TEABC 50 mM, se eliminé el sobrenadante y se
deshidrataron por 10 minutos con ACN 100%. Luego de eliminar el
sobrenadante, se colocaron en la secadora de tubos por 3 minutos. Una vez

secos los trozos de acrilamida se procedio a la digestion, rehidratando los geles
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con 40 pl de solucién de digestion (Tripsina 6 pg en 600 pl de TEABC 50 mM),
incubandose en hielo por 30 minutos y dejandose posteriormente en agitaciéon

constante por 12 a 14 horas a una temperatura entre 25 y 30 °C.

Al dia siguiente se procedié a la extraccién de los péptidos, recuperando el
sobrenadante de los tubos (producto de la digestion con tripsina) y colocandolo
en otro tubo correctamente identificado. A los geles se les agreg6 40 pl de ACN
100% y a los 10 minutos se recupero el sobrenadante, el cual se agregé en el
tubo que contenia los péptidos productos de la digestion. Luego, se agregd
TEABC 50 mM y 10 minutos después se volvio a agregar ACN 100% (40 ul),
recuperandose el sobrenadante 10 minutos después. Posteriormente se agregdé
40 pl de &cido formico 5% y a los 10 minutos se agreg6 40 pl de ACN 100%,
recuperandose nuevamente el sobrenadante. Los tubos conteniendo todos los
sobrenadantes (péptidos) fueron secados por 2 horas aproximadamente y se

congelaron a -80°C hasta su procesamiento por espectrometria de masas.

3.5.3.- Analisis por espectrometria de masas para la identificacion de las

proteinas (LC-MS/MS)

El andlisis se realizé con un espectrometro de masas LTQ Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific), de acuerdo a la metodologia indicada para el equipo. Las
muestras (3-5 pl) fueron analizadas en linea por nanoflujo HPLC (Ultimate 3000,
Dionex) acoplado al espectrometro de masas con una fuente de
nanoelectropulverizacidon. Los péptidos se separaron en una columna capilar
(fase inversa C18, Pepmap®, Dionex) de 0,3 mm x 10 mm, utilizando un

gradiente de A (Acido férmico 0,1%; acetronitrilo 2% agua) de 0 a 40% en 30
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minutos y de B (Acido férmico 0,1% en acetronitrilo) de 80% en 15 minutos a una
velocidad de flujo de 300 nl/minuto para eluir los péptidos por capilaridad. Los
experimentos de LC-MS/MS comprendieron eventos de 5 ciclos. Los fragmentos
generados por disociacion inducida por colision (CID) fueron detectados en una
trampa lineal. Para la CID se utilizé una energia de colisién normalizada de 35

eV y un tiempo de activacién de 30 ms.

Todos los espectros fueron registrados utilizando en software Xcalibur 2.0.7
(Thermo Fisher Scientific) con el método TOPS_FTIT.meth. El rango de masas
fue de 400 a 2000 y las condiciones espectrométricas estandares fueron: voltaje
de spray 2,4 kV, flujo de gas auxiliar, temperatura capilar de 200 °C, voltaje
capilar 40 V. Los datos espectrales se analizaron utilizando el programa
Proteome Discoverer software 1.3 (Thermo Fisher Scientific) y Mascot versién
2.3 (http://www.matrixscience.com) y fueron contrastados con las entradas para
“Trypanosoma” en las bases de datos UniProtKB/Swiss-Prot vy
UniProtKB/TrEMBL (http://www.uniprot.org) Sprot_Trembl_2012_07
(23.702.399 secuencias y 7.765.859.837 residuos / Trypanosoma 23.521
secuencias, punto de corte p<0,01; 2 péptidos/proteinas) con las siguientes
modificaciones: carbamidometilacion (C) fijo y oxidacion (O) variable. EI manejo
y la validacion de los datos de espectrometria de masas fue llevado a cabo

usando el programa Proteome Dicoverer software 1.3 (Thermo Fisher Scientific).

Sélo las proteinas identificadas con dos o mas péptidos fueron consideradas
como significativas para ser buscadas en SwissProt o TrEMBL. Todos los

resultados obtenidos de las bases de datos, fueron enfrentados contra el
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transcriptoma de T. vivax, publicado recientemente por Greif y col. (2013), el cual
estd disponible en: http://www.bioinformatica.fcien.edu.uy/Tvivax/. Este
transcriptoma fue realizado en el Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay, a
partir del aislado TvLIEM176, el cual es uno de los aislados utilizados en este

estudio.

Posteriormente, se hizo un Blast de cada proteina para conocer el porcentaje
(%) de homologia con otros tripanosomas y con su secuencia se calculd su peso
molecular y punto isoeléctrico (pl). Por otra parte, se hizo una correlacion de las
proteinas identificadas y su nivel de expresién en los dos aislados en estudio,
asi como una busqueda en las bases de datos UniprotKB (www.uniprot.org) y
CombFunc (www.sbg.bio.ic.ac.uk) para encontrar sus funciones bioldgicas y

moleculares.
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4.- RESULTADOS

4.1.- Determinacion de los patrones de virulencia y patogenicidad de cada

aislado de T. vivax

Para determinar los parametros de virulencia y patogenicidad mostrados por los
dos aislados venezolanos de T. vivax durante las infecciones experimentales,
fue necesario conocer referencias de los conceptos y los parametros
involucrados en las interacciones patégeno-hospedador, como los sefalados por
Casadevall y Pirofski (1999, 2000) y Soriano y col. (2006), quienes indican que
en la relacion hospedero-microorganismo, el resultado patolégico debe ser
identificado desde el nivel molecular hasta el nivel de organismo y dependen de
factores, tanto del hospedador como del patégeno, entre los cuales vale
destacar: los dafios ocasionados por sustancias excretadas por los
microorganismos, asi como por la respuesta inmune del hospedero. De forma
similar, la manifestacién clinica de la infeccion microbiana dependera de la

cantidad de dafo ocasionada en el hospedador.

Ademas, Casadevall y Pirofski (2003) proponen la teoria de la respuesta-dano
de la patogenia microbiana, la cual se basa en: a) la patogenia microbiana es el
resultado de la interaccién entre un hospedador y un microorganismo; b) el
resultado patoldgico en el hospedador, debido a la interaccién hospedador-
microorganismo, se determina por la cantidad de dafio producida en el
hospedador; y ¢) el daio en el hospedador resulta tanto de factores microbianos

como de la respuesta inmmunitaria del hospedador.
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En este orden de ideas, para demostrar y describir los efectos relacionados con
la virulencia y la patogenicidad de los tripanosomas originarios de Venezuela, se
consideraron las variaciones en los niveles de parasitemia desarrollada durante
las infecciones experimentales, las cuales juegan un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad. Asi como también, las variaciones de la
temperatura corporal y de los principales niveles hematolégicos tales como el
porcentaje de hematocrito, concentracion de hemoglobina, numero total de
leucocitos, contaje diferencial de leucocitos y concentracion de proteinas séricas

totales.

4.1.1.- Evaluacion clinica

4.1.1.1.- Temperatura corporal

Durante la fase de preinfeccién, los animales del grupo control presentaron un
promedio de temperatura corporal de 39 °C, mientras que los animales del grupo
experimental TvMT1 mostraron un promedio de 38,9 °C y los infectados con
TvLIEM176 un promedio de 39,0 °C; manteniéndose todos los animales dentro
de los valores considerados fisiolégicos para la especie (entre 38,3 °C y 39,4 °C)

segun Mendoza y col. (2010), Tabla 3.

Durante el tiempo que duré la fase experimental, el promedio de |la temperatura
de los ovinos infectados con el aislado TvLIEM176, oscil6 entre 38,9 y 39,9 °C,
registrandose el mayor pico de hipertermia para el dia 6 post-infeccién (Pl),
mientras que los ovinos inoculados con el aislado TvMT1 presentaron valores
promedios de temperatura entre 39 y 40 °C, muy por encima de los valores

promedios registrados en el grupo control (entre 38,7 y 39,2 °C).
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Tabla 3. Valores promedios de la temperatura corporal (°C) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el grupo control, durante el
periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TVMT1 TvLIEM176
Promedio = DS Promedio = DS Promedio = DS
PPI 39,1+0,1a 38,9 +0,0a 39,0+0,1a
3 38,9+0,2a 39,0+0,2a 38,9+0,1a
6 38,9+0,3a 40,0+ 0,1b 39,9+0,1b
9 39,1 +0,5a 39,9+0,1b 39,7+0,3b
12 39,1+0,1a 39,7+0,2b 39,4 +0,2ab
15 38,7 +0,3a 39,3+ 0,1b 39,4+0,3b
18 38,8 +0,2a 39,7+0,2b 39,4+0,2b
21 38,7 +0,3a 39,8 +0,4b 39,1+0,2a
24 38,8 +0,3a 40,0+ 0,2b 39,3+0,2c
27 39,1+0,2a 39,5+ 0,6b 39,5+ 0,1ab
30 39,2+0,2a 39,5+0,5b 39,5+ 0,3ab
33 39,2 +0,3a 39,5+0,2b 39,2 + 0,5ab
36 39,0+0,2a 39,3+0,4a 39,0+0,2a
39 38,8 +0,3a 39,4 +0,4b 39,0 +0,2a
42 39,1+0,1a 39,3+0,3a 39,0+0,2a
45 39,2 +0,2a 39,7+0,3b 39,0 +0,4a
48 38,9+0,3a 39,8+0,2b 39,1 +0,5a
51 38,9+0,2a 39,8 +0,4b 39,3+0,3c
54 39,1+0,1a 39,6 +0,3b 39,4 +0,4ab
57 38,9+0,3a 39,8+0,1b 39,6 +0,2b
60 38,8 +0,2a 39,9+0,3b 39,3+0,1c

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacidn estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)
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Figura 2. Valores promedios de la temperatura corporal (°C) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el grupo control,

durante el periodo pre y post-infeccion

Como puede observarse en la Tabla 3y en la en la Figura 2, los mayores valores
de temperatura fueron alcanzados por los animales inoculados con el aislado
TvMT1 los dias 6 y 24 PI, con un promedio en el grupo de 40 °C, sefialando a
este aislado parasitario como el que mayormente afecto la temperatura corporal,

provocando varios episodios febriles.

Adicionalmente, la Tabla 3 muestra que la etapa febril en ambos grupos
inoculados comenzo a partir del dia 6 PI, observandose diferencias significativas

entre el grupo control y ambos grupos experimentales. En el caso del aislado
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TvMT1, esta fase febril se mantiene hasta el dia 24 Pl cuando se alcanza el
mayor pico de temperatura (40 °C), a partir de lo cual se observa un periodo
afebril de poco mas de dos semanas (hasta el dia 42 Pl), manifestandose
posteriormente fiebre hasta el final del experimento. Sin embargo, con excepcién
de dos dias (dias 36 y 42 PI), durante todo el periodo experimental hubo
diferencias estadisticas entre el valor promedio de temperatura de los animales
inoculados con el aislado TvMT1 y el valor promedio de los animales del grupo

control.

Por su parte, los episodios febriles mostrados por los animales inoculados con el
aislado TvLIEM176 se caracterizaron por ser de corta duracién (dias 6 al 9 Pl y
dia 57 PI). Durante los dias 12 al 54 Pl estos animales mostraron valores
promedio de temperatura dentro de los rangos fisiolégicos para la especie, y
durante 3 semanas (dias 27 al 48 PI) no se observaron diferencias estadisticas

cuando se comparo con el promedio del grupo control.

No obstante, el analisis de varianza de la variable temperatura, revelé que
durante la fase experimental se encontraron diferencias altamente significativas
(P<0,0001) en los valores promedio de temperatura entre los tres grupos, y entre
los dias de experimentacion. La prueba de comparacion de medias se muestra
en la Tabla 4, donde se puede ver que los animales inoculados con el aislado
TvMT1 presentaron mayores valores promedio en la temperatura corporal,
comparado con los animales inoculados con el aislado TVvLIEM176 y con el grupo

control.
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Tabla 4. Prueba de comparacién mdltiple de medias en la variable temperatura corporal (°C)

Grupo Promedio

Control 39,0 £ 0,042

TvMT1 39,5+ 0,04b
TvLIEM176 39,2 + 0,04c

a, b, c: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.1.2.- Frecuencia cardiaca

El promedio de frecuencia cardiaca durante el periodo preinfeccion en los
animales del grupo control fue de 63,3 latidos/min, mientras que en los animales
del grupo inoculado con TvMT1 fue de 70,3 latidos/min y en los infectados con
TVvLIEM176 fue de 66,3 latidos/min, estando dentro de los valores considerados
como fisiolégicos para la especie segun Mendoza y col. (2010) y sin reflejarse

diferencias significativas entre los tres grupos.

En la Tabla 5 y en la Figura 3 se puede observar que durante la fase
experimental, los valores promedio de frecuencia cardiaca en los ovinos
infectados con TVvLIEM176, oscilaron entre 64,0 y 96,0 latidos/min, mientras que
en los ovinos inoculados con TvMT1 los valores estuvieron entre 86,7 y 104,0

latidos/min.
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Tabla 5. Valores promedios de frecuencia cardiaca (latidos/minuto) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) y el grupo control, durante el

periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TVvMT1 TvLIEM
Promedio * DS Promedio = DS Promedio = DS

PPI 63,3 +4,7a 70,3 + 2,5a 66,3 + 1,5a
3 64,0 + 4,0a 88,7 +4,6b 64,0 +0,0a
6 65,3 + 6,1a 98,7 +2,3b 82,7 +4,6¢c
9 62,7 +8,3a 101,3+2,3b 96,0 + 10,6ab
12 61,3 + 4,6a 100,0 + 4,0b 72,0+ 4,0b
15 68,0 + 4,0a 94,7+2,3b 92,0+ 17,4b
18 66,7 + 4,6a 96,0 +6,9b 96,0 + 8,4b
21 62,7 + 4,6a 104,0 £ 12,0b 89,3+ 10,1c
24 70,7 £ 6,1a 102,7 £12,2b 90,7 +8,3c
27 64,0 + 4,0a 98,7+ 2,3b 85,3 +4,6¢c
30 62,7 +6,1a 93,3+4,6b 80,0 +8,0c
33 68,0 + 4,0a 93,3+2,3b 78,7 +6,1c
36 70,7 £ 6,1a 90,7 +2,3b 82,7+2,3b
39 66,7 + 4,6a 90,7 +4,6b 82,7 +6,1b
42 64,0 + 4,0a 92,0 +4,0b 89,3+2,3b
45 68,0 + 4,0a 96,0 +4,0b 85,3 +4,6¢
48 69,3 + 4,6a 92,0 +4,0b 86,7 +10,1b
51 65,3 +2,3a 94,7 +10,1b 84,0 +4,0c
54 65,3 + 4,6a 86,7 +6,1b 84,0 +4,0b
57 62,7 +2,3a 88,0 +4,0b 747 +6,1c
60 61,3 +2,3a 88,0 +8,0b 76,0 + 4,0c

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

Los cambios producidos en la frecuencia cardiaca de los animales inoculados
con el aislado TvMT1 se comenzaron a reflejar a partir del dia 3 PI,
manteniéndose este parametro elevado durante toda la fase experimental,
llegando incluso a promedios por encima de 100 latidos/minuto los dias 9, 12, 21
y 24 PIl. El andlisis estadistico permitié detectar que durate todo el ensayo

existieron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre el valor
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promedio de la frecuencia cardiaca de este grupo y los promedios del grupo

control.

Por otra parte, en el grupo de animales infectados con el aislado TvLIEM176, las
diferencias con el grupo control empezaron a reflejarse igualmente a partir del
dia 6 PI, manteniéndose valores por encima de los parametros fisiolégicos hasta
el dia 27 PI; a partir de lo cual se observa que por unos 9 dias (hasta el dia 39
Pl1) los valores de frecuencia cardiaca bajaron hasta hacerse fisioldgicos para
nuevamente volver a elevarse hasta el dia 54 PI. Sin embargo, las elevaciones
en la frecuencia cardiaca para este aislado (TVvLIEM176) no fueron tan marcadas
como en el caso del aislado TvMT1, observandose que a partir de la cuarta
semana PI, el promedio se encontraba siempre cerca de 80 latidos/min (limite
superior considerado como fisiolégico para esta especie). En la tercera semana
Pl (desde el dia hasta el dia 33 PI) fue cuando se pudieron detectar las mayores

diferencias entre ambos grupos infectados con T. vivax, Tabla 5.
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Figura 3. Valores promedios de la frecuencia cardiaca (latidos/minuto) en
ovinos infectados experimentalmente con T. wvivax (aislados TvMT1 vy

TvLIEM1786) y el grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion

El analisis de varianza permiti6 observar diferencias extremadamente
significativas entre los valores de frecuencia cardiaca entre los tres grupos
(P<0,0001). En la Tabla 6 se muestra la prueba de comparacion de medias,
donde se manifiesta que los animales inoculados con el aislado TvMT1
presentaron mayores valores promedio en la frecuencia cardiaca, comparado

con los animales inoculados con el aislado TVLIEM176 y con el grupo control.

112



Resultados

Tabla 6. Prueba de comparacién mdiltiple de medias en la variable frecuencia cardiaca
(latidos/min)

Grupo Promedio

Control 65,1 £0,93a

TvMT1 90,9 +0,93b
TvLIEM176 80,7 +0,93c

a, b, c: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.1.3.- Frecuencia respiratoria

Cuando se evalud la frecuencia respiratoria durante el periodo preinfeccién, los
animales del grupo control presentaron un promedio de 22,0 respiraciones/min;
los animales inoculados con TvMT1 un promedio de 21,3 respiraciones/min y los
inoculados con TVLIEM176 un promedio de 21,7 respiraciones/min, pudiéndose
determinar que los valores de los tres grupos estan dentro del rango de
normalidad (Mendoza y col., 2010) y sin detectarse diferencias estadisticas
significativas entre los grupos, Tabla 7. Adicionalmente, los animales del grupo
control mantuvieron durante todo el experimento valores de frecuencia
respiratoria ubicados dentro de los parametros considerados fisiolégicos para la

especie.
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Tabla 7. Valores promedios de frecuencia respiratoria (respiraciones/minuto) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) y el grupo control, durante el

periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TvMT1 TvLIEM
Promedio = DS Promedio = DS Promedio = DS

PPI 22,0+ 1,0a 21,3+1,2 a 21,7 +2,3a
3 18,3+ 2,5a 21,3+ 2,3a 21,3 +4,6a
6 24,3 + 353 41,3+6,1b 30,7 +10,1c
9 22,7 +2,3a 347+23b 37,3+4,6b
12 22,7 +2,3a 33,3+2,3b 33,3+4,6b
15 22,3+ 1,5a 41,3+6,1b 38,7+6,1b
18 22,7 +6,1a 37,3+9,2b 39,3 +6,4b
21 24,0 + 3,53 41,3+6,1b 40,0 £ 0,0b
24 22,3 +0,6a 41,3+ 4,6b 37,3+2,3b
27 24,0 +4,0a 36,0 +4,0b 33,3+6,1b
30 25,3 +2,3a 37,3+4,6b 29,3+2,3a
33 21,3+ 2,3a 38,7+2,3b 30,7 +2,3c
36 25,3 +2,3a 38,7+2,3b 30,7 +4,6a
39 22,7 +1,2a 42,7+ 2,3b 30,7 +4,6¢
42 24,0 +6,9a 33,3+2,3b 32,0+4,0b
45 26,7 +6,1a 30,7 +2,3a 29,3 +2,3a
48 24,0 +4,0a 30,7 £ 6,1a 28,0 +4,0a
51 25,3+ 1,2a 32,0+4,0a 29,3 +2,3a
54 24,0 +0,0a 30,7 +2,3a 29,3 +2,3a
57 22,7 +2,3a 30,7 +4,6a 30,7 +2,3a
60 24,0 +0,0a 33,3 +4,6a 30,7 +2,3a

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

Posterior a la infeccion experimental, los ovinos inoculados con TvMT1 sufrieron
fluctuaciones entre 21,3 y 42,7 respiraciones/min, entre tanto los animales
inoculados con TVvLIEM176 mostraron variaciones en el promedio de este
parametro que oscilaron desde 21,3 a 40,0 respiraciones/min, mostrando ambos
grupos valores estadisticamente superiores a los promedios obtenidos en el

grupo control (que estuvieron entre 18,3 y 26,7 respiraciones/min).
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Es importante destacar que aunque los picos maximos en el promedio de la
frecuencia respiratoria conseguidos en ambos grupos experimentales fue
relativamente similar (42, 7 respiraciones/minutos en el grupo inoculado con
TvMT1 versus 40,0 respraciones/minuto en el grupo con TVLIEM176), este signo
vital fue mayormente afectado por el aislado TvMT1 puesto que en general se
encontraron valores mas altos para estos animales tal como se puede observar
en la Figura 4. Alli puede notarse que a partir del 6 Pl y durante toda la fase de
infeccion estos animales mostraron valores de frecuencia respiratoria por encima
del rango normal, mientras que en el grupo TVLIEM176 se puede ver que a partir
del dia 30 Pl hubo una tendencia a la regularizacion de esta variable, incluso
pudiéndose detectar diferencias estadisticas (P<0,05) entre ambos grupos

experimentales durante los dias 30 al 39 PI.

Al realizar el analisis de varianza para este signo vital, se pudo encontrar
diferencias estadisticas (P<0,0001) entre los valores promedios de los tres
grupos; y al realizar la prueba de comparacion de medias (mostrada en la Tabla
8) se puede ver que el aislado TvMT1 fue el que produjo los mayores cambios

de esta variable.
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Figura 4. Valores promedios de la frecuencia respiratoria (respiraciones/minuto)
en ovinos infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y

TvLIEM176) y el grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion

Tabla 8. Prueba de comparacion multiple de medias en la variable frecuencia respiratoria
(respiraciones/min)

Grupo Promedio

Control 22,4 £ 0,56°

TvMT1 33,0 + 0,56b
TvLIEM176 30,6 + 0,56¢

a, b, c: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.1.4.- Otros signos clinicos

Ademas de las alteraciones descritas previamente en los signos vitales, en los
ovinos inoculados con los aislados TVvLIEM176 y TvMT1 de T. vivax, se

observaron los siguientes signos clinicos: anorexia o inapetencia, letargia,
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debilidad, palidez de mucosas algunas veces con tinte ictérico, pérdida del brillo
del pelo, linfoadenomegalia, secrecion ocular serosa unilateral, orquitis bilateral
y pérdida de peso con enflaquecimiento progresivo. Estos signos fueron
comunes en ambos grupos infectados; no obstante, en el grupo inoculado con el
aislado TvMT1 la aparicion de los mismos ocurrié antes y ademas fueron mas
severos que en el grupo infectado con el aislado TvLIEM176. Ademas, en el
grupo TVvMT1 se presentaron dos animales con edemas en miembros posteriores
y pabellones auriculares y disnea. Estos signos no se observaron en el grupo

TVLIEM176.

4.1.2.- Evaluacion Hematolégica

4.1.2.1.- Parasitemia

Los tripanosomas fueron detectados en sangre por primera vez a partir del tercer
dia Pl en ambos grupos experimentales; resultando posteriormente en la
aparicion de varias ondas parasitémicas durante el periodo de evaluacion, lo cual

evidencio el comportamiento caracteristico de estos parasitos, Tabla 9.
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Tabla 9. Variacién de los valores de la parasitemia (tripanosomas/ml) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) y el grupo control, durante el
periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TvMT1 TvLIEM
Promedio = DS Promedio = DS Promedio = DS
PPI 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
3 0,0+0,0 6,7x105+ 7,6x10%a 6,0x105 + 5,2x105 a
6 0,0+0,0 2,9x106 + 1,4x106a 1,2x107 £ 2,6x108 b
9 0,0+0,0 1,6x106 £ 1,1x108a 1,0x107 £ 6,2x108 b
12 0,0+0,0 1,1x108 + 1,3x108a 3,3x106 + 1,0x106 b
15 0,0+0,0 8,3x104 + 7,6x10%a 2,7x108 + 1,5x108 b
18 0,0+0,0 1,6x106 + 1,3x10% a 2,4x108 + 1,6x106 a
21 0,0+0,0 1,9x106 + 2,2x10% a 9,2x105 + 4,0x10°% a
24 0,0+0,0 2,9x106 + 2,2x106 a 5,0x106 + 3,7x106 a
27 0,0+0,0 2,1x108 + 3,6x106 a 9,1x106 + 7,0x106 b
30 0,0+0,0 1,8x106 £ 2,7x10% a 7,3x106 + 2,5x106 b
33 0,0 £0,0 6,3x105 + 4,6x105a 1,7x106 £ 6,3x105 b
36 0,0+0,0 2,3x105+ 4,0x105a 6,5x10° + 4,4x105a
39 0,0+0,0 2,7x105+ 2,7x105a 1,3x106 £ 1,7x10% a
42 0,0+0,0 2,0x105 + 2,3x105a 3,4x106 + 3,9x106 b
45 0,0+0,0 8,2x105 + 1,2x10°% a 2,3x108 + 2,5x106 b
48 0,0+0,0 7,0x105 £ 2,2x10°% a 2,3x108 + 1,7x108 b
51 0,0+0,0 1,0x106 £ 8,7x10% a 2,1x106 + 2,1x108 a
54 0,0+0,0 3,7x105 + 6,3x10°% a 3,0x106 + 3,2x106 a
57 0,0+0,0 7,5x105 + 4,6x10° a 2,6x108 + 1,8x106 b
60 0,0+0,0 7,7x105 + 4,9x10°% a 2,9x106 + 1,9x106 b

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

Los ovinos inoculados con el aislado TvLIEM176 presentaron 3 ondas de
parasitemia, observandose la primera los dias 6 y 9 Pl con un promedio para los
3 animales de 1,2 x 107 y 1,0 x 10" trip/ml, respectivamente, Figura 5. Esta onda
representd el mayor valor registrado durante toda la fase de infeccion de estos
animales. Posteriormente se observd una segunda onda de parasitemia el dia

27 PI con un valor promedio de 9,1 x 10° trip/ml y luego una tercera onda de
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menor intensidad de 3,4 x 10° trip/ml el dia 42 PI, a partir de lo cual la parasitemia

se mantuvo en niveles similares hasta el final del estudio.
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Figura 5. Valores promedios de la parasitemia (tfripanosomas/ml) en ovinos
infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el

grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion

En la Figura 5 se puede observar ademas que durante todo el ensayo, con
excepcion de los dias 21, 33, 36 y 39 PI, la parasitemia de este aislado siempre
estuvo por encima de 2 x 10° trip/ml. También es importante resaltar que los dos
primeros picos de parasitemia de estos animales (grupo TvVvLIEM176)
coincidieron perfectamente con los picos de hipertermia de los mismos, tal como

se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Comparacion de los valores promedio de la parasitemia
(tipanosomas/ml) y temperatura corporal (°C) en los ovinos infectados con el

aislado TVLIEM176 de T. vivax

El comportamiento de la parasitemia en los ovinos inoculados con el aislado
TvMT1 fue similar en cuanto a que se presentaron tres picos de parasitemia,
aunque con valores diferentes a los del otro grupo experimental. El primer pico
de parasitemia se presentd, al igual que para el grupo TvLIEM176, el dia 6 PI,
presentando un valor promedio de 2,9 x 10° trip/ml; mientras que el segundo
aparecio el dia 24 Pl con un valor promedio similar a la primera onda de
parasitemia (2,9 x 10° trip/ml). La tercera onda parasitémica se presenté durante
los dias 45 al 51 Pl con valores cercanos a 10° trip/ml; sin embargo, esta Ultima
podria ser considerada mas bien una meseta por lo bajo de su valor y por su

prolongada duracion (aproximadamente 6 dias), Figura 5.
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Sin embargo, dentro de este grupo (TvMT1) se obtuvieron algunos valores de
parasitemia superiores al promedio mencionado aca. Por ejemplo, el dia 6 PI,
uno de los animales presentd una parasitemia de 4,4 x 10° sin volver mostrar
elevaciones similares durante el estudio; otro animal mostré sus mayores niveles
de parasitos en sangre los dias 24 y 27 Pl con 5,4 x 10° y 6,35 x 10° trip/ml,

respectivamente.

En la Figura 7 se puede observar de una manera grafica cdmo coinciden las
ondas parasitémicas con las elevaciones de la temperatura corporal de los

animales inoculados con el aislado TVMT1.
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Figura 7. Comparacion de los valores promedio de la parmasitemia
(tripanosomas/ml) y temperatura corporal (°C) en los ovinos infectados con el

aislado TvMT1 de T. vivax
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El andlisis de varianza revelé6 que en lineas generales, las parasitemias
individuales mostradas por los animales del grupo inoculado con el aislado
TvLIEM176 fueron estadisticamente superiores (P<0,05) durante todo el periodo
experimental que las registradas por los animales del grupo TvMT1. También se
detectaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre los dias PI,
siendo la primera onda parasitémica, en cada aislado, donde se observaron

mayor cantidad de hemoflagelados.

La prueba de comparacion de medias se muestra en la Tabla 10, donde se indica
que el aislado TvLIEM176 produjo las mayores ondas promedio de parasitemias,

comparado con el aislado TvMT1.

Tabla 10. Prueba de comparacion mdltiple de medias en la variable parasitemia (tripanosomas/ml)

Grupo Promedio
TvMT1 1,1x108 £ 9,7x105 a
TVvLIEM176 3,9x106 £ 2x106 b

a, b: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.2.2.- Hematocrito

Los niveles de hematocrito en todos los animales durante la fase de preinfeccion
se mantuvieron entre 27 a 45%, valores considerados como fisiolégicos para la

especie por Byers y Kramer (2010).

De esta manera, en la Tabla 11 puede observarse que el grupo control presenté
un promedio preinfeccion de 32,6 %; el grupo inoculado con TvMT1 de 31,7 %

y los infectados con TVvLIEM176 de 31,5 %; sin detectarse diferencias
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estadisticamente significativas entre los tres grupos durante este periodo.
Ademas, durante todo el periodo de evaluacion, los animales controles

mantuvieron valores dentro de la normalidad, es decir, sin presentar anemia.

Tabla 11. Variacién de hematocrito (%) en ovinos infectados experimentalmente con T. vivax
(aislados TvMT1y TVLIEM176) vy el grupo control, durante el periodo de pre y post-infeccidn

Grupo
Dias Control TVMT1 TvLIEM
Promedio = DS Promedio * DS Promedio * DS

PPI 32,6 +2,5a 31,7+ 0,4a 31,5+ 1,3a
3 32,3+ 1,2a 25,7+21b 29,7 +1,5¢
6 31,7+2,3a 20,0+ 1,2b 27,3+2,3c
9 31,3+ 2,1a 15,3+ 1,2b 26,0 + 3,5¢
12 31,0+ 1,0a 14,7 + 2,5b 25,0+ 2,0c
15 28,0 +2,3a 15,3+ 1,2b 26,0 +1,0a
18 31,3+2,3a 15,3+ 1,5b 22,7+1,2c
21 31,7 +1,5a 12,3+ 3,1b 21,0+ 1,0c
24 32,3+29a 11,7 + 2,5b 21,7 +0,6¢c
27 31,3+ 1,2a 11,3+ 0,6b 23,0+ 1,0c
30 31,3+ 1,5a 11,7 + 2,5b 20,3 +0,6¢c
33 32,0+ 2,0a 11,3+ 0,6b 19,7 £ 0,6¢
36 31,0 + 3,6a 10,7 + 1,5b 19,3+ 0,6¢
39 31,3+2,1a 11,3+ 2,5b 18,3+ 1,5¢
42 29,0 +1,0a 12,0 + 2,0b 19,0 £ 1,0c
45 29,0 + 3,0a 11,3+1,2b 20,3+2,3c
48 31,7 +1,2a 10,7 + 1,5b 20,0 +1,0c
51 31,3+ 1,5a 10,0+ 1,7b 19,0 £ 1,0c
54 320+1,7a 11,3+ 0,6b 18,3+ 1,2c
57 29,7 +3,2a 12,0 £ 0,0b 18,7 £ 2,5¢
60 30,7 +2,1a 12,3+ 1,5b 18,0 £ 2,0c

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar

a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

Luego de la inoculacién de los animales con el aislado TvMT1, los cambios en el
hematocrito se produjeron de manera muy evidente, pudiéndose observar que
para el dia 6 Pl, uno de los animales de este grupo ya presentaba un valor por

debajo del 20 %. En la Figura 8 se muestra que durante las semanas 2 a 5 Pl el
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valor promedio del hematocrito de estos animales siguié disminuyendo
progresivamente hasta alcanzar su punto minimo el dia 36 Pl con un promedio
de 10,7 %. Luego de esta fase, los animales mostraron una ligera recuperacion
con algunas oscilaciones aunque continuaron con un cuadro anémico severo
hasta el final del periodo experimental, reflejando diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) tanto con el grupo inoculado con el aislado TvLIEM176,
como con el grupo control durante toda la fase de infeccién. Este aislado resultd
ser el mas anemizante por sus efectos de disminucién acentuada en los
porcentajes de esta variable hematolégica cuando se comparé con el aislado

TVLIEM176.

En el caso del grupo de animales infectado con el aislado TvLIEM176, a medida
que avanzo la infeccion, comenzo un descenso paulatino del hematocrito. El dia
9 PI solamente un animal presenté anemia (22 %), mientras que los otros dos
animales presentaron valores dentro de los niveles de normalidad.
Posteriormente, el hematocrito de todos los animales siguié disminuyendo hasta
alcanzar el punto mas bajo el dia 39 PI (18,3 %), a partir del cual se observo la
tendencia a recuperarse gradualmente pero manteniéndose por debajo (18 - 20

%) de los valores minimos referenciales para la especie ovina, Figura 8.
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Figura 8. Valores promedios del hematocrito (%) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el grupo

control, durante el periodo pre y post-infeccion

El analisis de varianza demostré que el hematocrito evidencié una significativa
disminucion en todos los ovinos infectados con ambos aislados de T. vivax, con
respecto al grupo control, resultando estas diferencias altamente significativas
(P<0,0001). EI comportamiento de esta variable durante el experimento reveld
que los valores promedio del hematocrito sufrieron unas diferencias
considerablemente significativas (P<0,0001) a medida que avanzaba la
enfermedad, obteniéndose los mayores porcentajes de disminucion entre la 5ta

y la 6ta semana PI.
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La prueba de comparacion de medias revel6 para los porcentajes de hematocrito
diferencias muy significativas (P<0,0001) entre los ovinos inoculados con el
aislado TvMT1, los infectados con el aislado TVLIEM176 y los animales del grupo

control, Tabla 12.

Tabla 12. Prueba de comparacién mdltiple de medias en la variable hematocrito (%)

Grupo Promedio
Control 31,2+ 0,6a
TvMT1 16,4 £ 0,6b
TvLIEM176 23,3+ 0,6¢c

a, b, c: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.2.3.- Hemoglobina

En la Tabla 13 se observan los valores de hemoglobina para los tres grupos
durante el periodo pre y post-infeccion. Alli se puede evidenciar que antes de la
inoculacion, los animales de grupo control presentaron un valor promedio de 11,3
gr/dl, al igual que los animales de grupo inoculado con el aislado TvMT1;
mientras que los animales del grupo TvLIEM176 obtuvieron un valor promedio
de 10,8 gr/dl. Tods estos valores estaban dentro del rango fisiolégico para la

especie ovina (9 a 15 gr/dl) segun lo considerado por Byers y Kramer (2010).
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Tabla 13. Variacion de la hemoglobina (gr/dl) en ovinos infectados experimentalmente con T. vivax
(aislados TvMT1y TVLIEM176) vy el grupo control, durante el periodo de pre y post-infeccidn

Grupo
Dias Control TvMT1 TvLIEM
Promedio * DS Promedio * DS Promedio * DS

PPI 11,3+ 0,5a 11,3+ 0,2a 10,8 £ 0,3a
3 11,2+ 0,3a 8,9+0,6b 10,5+ 0,5¢
6 10,8 £ 0,7a 7,8+0,6b 10,1+ 0,7c
9 10,8 £ 0,8a 6,1+0,3b 94+11c
12 11,0+£0,1a 57+0,2b 9,1+0,7c
15 10,7 £ 0,9a 54+0,2b 8,9+0,5¢c
18 11,1+£0,3a 52+0,2b 8,3+0,2c
21 10,7 £ 0,6a 49+0,1b 79+0,1c
24 11,2+0,7a 48+0,2b 74+0,2c
27 11,0+ 0,2a 4,7 +0,5b 7,6+0,2c
30 11,1+ 0,2a 47+0,4b 71+0,1c
33 11,0+ 0,2a 47+0,3b 71+0,1c
36 11,1+ 0,2a 46+ 0,4b 7,0+0,3c
39 11,1+£0,1a 45+0,1b 6,6 +0,4c
42 10,8 £ 0,6a 46+0,2b 6,8 +0,4c
45 10,6 £ 1,0a 44+0,1b 7,0+0,2c
48 11,0+ 0,1a 44+0,1b 6,9+0,3c
51 11,0+£0,1a 44+0,1b 7,0+0,1c
54 11,0+ 0,2a 44+0,1b 6,9+0,1c
57 10,5+ 1,0a 44+0,1b 6,5+ 0,6¢c
60 11,1+ 0,3a 45+0,1b 6,3 +0,8c

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

Luego de la inoculacion con el aislado TvMT1, los niveles de concentraciéon de
hemoglobia descendieron drasticamente, y ya para el dia 3 Pl se encontraban
por debajo de los niveles fisiolégicos (8,9 gr/dl). Este descenso marcado de la
hemoglobina continué durante los 60 dias de la fase post-infeccion llegando a
nieveles criticos (entre 4,4 y 4,6 gr/dl) hacia el final de estafase del experimento,
Figura 9. El andlisis estadistico permitié observar diferencas estadisticas

significativas (P<0,05) entre los valores de hemoglobina de este grupo cuando
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se comparo con los nieveles del grupo incoulado con el aislado TVvLIEM176 y

con el grupo control.

De igual manera, en los animales inoculados con el aislado TvLIEM176, la
hemoglobina comenz6 a descender luego de la infeccién. Sin embargo, esta
disminucién fue menos dramatica y mas paulatina que en el caso de los animales
inoculados con el aislado TvMT1. En la Tabla 13 y en la Figura 9 se muestra
cdmo hasta el dia 12 Pl los niveles de hemoglobina se encontraron dentro de los
parametros fisioldgicos. A partir de este dia, este valor siguié descendiendo
hasta el final del experimento, cuando llegé a su nivel mas bajo (6,3 gr/dl).
Durante todo el experimento se encontraron diferencias estadisticas

significativas (P<0,05) con el grupo control y con el otro grupo experimental.

El analisis de varianza para la hemoglobina revelé que durante la infeccién
experimental, los aislados de T. vivax resultaron altamente significativos
(P<0,0001) sobre los niveles de esta variable. Ademas, la prueba de
comparacion multiple de medias demostro que existieron diferencias estadisticas

entre los valores promedio de la hemoglobina, Tabla 14.
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Figura 9. Valores promedios de |la hemoglobina (gr/dl) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el grupo

control, durante el periodo pre y post-infeccién

Tabla 14. Prueba de comparacién mdltiple de medias en la variable hemoglobina (gr/dl)

Grupo Promedio

Control 11,0 £ 0,07a

TvMT1 6,2 +0,07b
TvLIEM176 8,2+ 0,07c

a, b, c: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.2.4.- Namero Total de Leucocitos (NTL)

Los cambios producidos en el NTL de los animales infectados y controles durante
el periodo pre y post-infeccién se muestran en la Tabla 15 y Figura 10. Durante

la fase de preinfeccion, el NTL oscilé dentro de los intervalos de normalidad en

todos los animales del estudio, el cual se considera debe estar entre 4000 y 8000
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células/ul (Byers y Kramer, 2010). Antes de la infeccidn, el grupo control mostré
un promedio de 7000 cel/pl, el grupo infectado con el aislado TvTM1 7258,3
cel/ul y el grupo inoculado con el aislado TvLIEM176 6566,7 cel/ul, sin

evidenciarse diferencias significativas entre los tres grupos.

Tabla 15. Variacion del nimero total de leucocitos (cel/ul) en ovinos infectados experimentalmente
con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) vy el grupo control, durante el periodo de pre y post-

infeccion
Grupo
Dias Control TVvMT1 TvLIEM

Promedio = DS Promedio * DS Promedio DS

PPI 7000,0 + 152,1a 7.258,3 + 848,7a 6.566,7 + 539,9a
3 7.016,7 £ 208,2a 6.666,7 £ 175,6a 6.550,0 £ 507,4a
6 7.116,7 £ 275,4a 6.450,0 + 606,2b 6.250,0 + 278,4b
9 7.133,3+115,5a 6.050,0 + 984,9b 6.033,3 £ 160,7b
12 7.200,0 £ 250,0a 6.133,3 + 568,6b 6.016,7 £ 375,3b
15 7.400,0 £ 500,0a 5.866,7 + 525,2b 5.850,0 + 563,5b
18 7.650,0 £ 589,5a 5.533,3 £ 1042,0b 5.500,0 + 626,5b
21 7.583,3 £425,2a 4.816,7 +621,2b 5.483,3 + 381,9¢c
24 7.600,0 £ 739,9a 4.550,0 + 916,5b 5.516,7 £ 425,2¢c
27 7.233,3+513,2a 4.833,3 + 1451,1b 5.250,0 + 444.4b
30 6.916,7 £ 76,4a 4.533,3 + 846,1b 5.100,0 £ 492,4b
33 7.016,7 £+ 388,4a 4.500,0 + 360,6b 5.050,0 + 736,5b
36 6.833,3 £ 104,1a 4.350,0 + 458,3b 5.083,3 £ 436,8¢c
39 7.066,7 £ 57,7a 3.950,0 +492,4b 5.066,7 + 251,7¢c
42 7.133,3+125,8a 4.383,3 +529,9 4.883,3 +583,8¢c
45 7.033,3 £ 208,2a 4.216,7 + 562,0b 4.950,0 + 589,5¢
48 6.950,0 £ 132,3a 4.183,3 +251,7b 4.966,7 + 485,6¢
51 7.050,0 £ 350,0a 4.066,7 + 461,9b 4.866,7 + 251,7¢c
54 7.083,3 £ 175,6a 4.200,0 + 264,6b 4.966,7 + 419,3c
57 7.016,7 £ 208,2a 4.133,3+275,4b 4.950,0 + 312,2¢c
60 7.083,3 £ 284,3a 4.066,7 +202,1b 5.000,0 + 444 4c

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

Posterior a la inoculacion experimental, los animales infectados del grupo TvMT1
empezaron a mostrar una disminucion del NTL, siendo ésta mas acentuada

hacia el dia 21 Pl cuando el promedio estuvo por debajo de las 5000 cel/pul,
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manteniéndose este comportamiento hasta el dia 39 Pl cuando se registré el
valor minimo (3950 cel/ul), detectdndose leucopenia en dos de los animales
infectados y observandose diferencias estadisticamente significativas con el
grupo infectado con el aislado TVvLIEM176 durante estos dias. A partir de este
momento se logré una recuperacion gradual del NTL hasta el final de la fase

experimental.
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Figura 10. Valores promedios del nimero total de leucocitos (cel/pl) en ovinos
infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el

grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion

En cuanto a los animales del aislado TvLIEM176, el NTL se mantuvo
relativamente estable hasta el dia 12 PI; luego de lo cual fue disminuyendo

progresivamente hasta alcanzarse un promedio de 4866,7 cel/ul el dia 51 Ply

131



Resultados

posteriormente observarse una ligera recuperacion hacia el final de la fase

experimental, sin observarse leucopenia en todo este periodo.

En general, el andlisis de varianza y la prueba de comparacion de medias
permitieron determinar que la cuenta leucocitaria de los animales de ambos
grupos inoculados descendié y permanecio por debajo de los valores del grupo
control durante toda la fase infecciosa, observandose diferencias significativas
(P<0,05), Tabla 16. Sin embargo, con la sola excepcién de dos animales del
grupo inoculado con el aislado TvMT1 para el dia 39 PI, no se observd
leucopenia en los grupos experimentales, manteniéndose esta variable dentro
de los parametros considerados fisiolégicos para esta especie.

Tabla 16. Prueba de comparacion multiple de medias en la variable nimero toatl de leucocitos
(cel/pl)

Grupo Promedio

Control 7129,9 £ 224 6a

TvMT1 5271,5 + 224,6b
TvLIEM176 5566,7 + 224,6b

a, b: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.2.5.- Contaje diferencial de leucocitos

Durante todo el periodo que durd el experimento, el contaje de linfocitos en el
grupo control permanecié siempre siempre dentro de los valores normales, el
cual se considera debe estar entre 2000 y 9000 células/ul, de acuerdo a Byers y
Kramer (2010). Igualmente, cuando se observa la Tabla 17 y la Figura 11, se
puede observar que los animales inoculados con el grupo TvMT1 presentaron
una disminucion progresiva en el contaje de linfocitos, llegando casi hasta el

limite inferior al final de los 60 dias de experimento, pero manteniéndose siempre
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dentro de los valores fisiolégicos. Sin embargo, no pasa lo mismo con los
animales infectados con el aislado TvLIEM176. Estos animales, inmediatamente
después de la infeccidn experimental reflejaron una disminuciéon marcada en el
numero de linfocitos, llegando a presentar una linfopenia a partir del dia 12 PI, la
cual se mantuvo hasta el dia 36 PI. A partir de este dia, se notd una tendencia a
la normalizacién del numero total de linfocitos, el cual se fue restituyendo
lentamente hasta el final del experimento.

Tabla 17. Variacion del numero total de linfocitos (cel/pl) en ovinos infectados experimentalmente

con T. vivax (aislados TvMT1 y TVLIEM176) vy el grupo control, durante el periodo de pre y post-
infeccion

Grupo
Dias Control TvMT1 TvLIEM
Promedio Promedio Promedio
PPI 2940,0 4064,7 3480,3
3 3859,2 2866,7 2620,0
6 3416,0 4450,5 2500,0
9 3138,7 4961,0 21117
12 3600,0 4109,3 1925,3
15 3626,0 3813,3 1813,5
18 4054,5 2656,0 1650,0
21 4246,7 2215,7 1699,8
24 3496,0 2184,0 1655,0
27 3689,0 2465,0 1522,5
30 3873,3 2266,7 1581,0
33 3718,8 2340,0 1767,5
36 3416,7 2088,0 1982,5
39 3392,0 2054,0 2026,7
42 39947 2191,7 2099,8
45 4079,3 2150,5 2029,5
48 3822,5 2049,8 2135,7
51 4089,0 2033,3 2238,7
54 3825,0 2352,0 2582,7
57 3648,7 2273,3 2524,5
60 3683,3 2236,7 2650,0
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Figura 11. Valores promedios del nimero total de linfocitos (cel/id) en ovinos
infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVLIEM176) y el

grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion

En cuanto al numero de neutréfilos segmentados, monocitos y eosindfilos, en las
Tablas 18, 19y 20 y en las Figuras 12, 13 y 14 se puede ver que estas células
sufieron variaciones durante todo el periodo que durd el experimento, pero
siempre se mantuvieron dentro de los parametros considerados fisioldgicos para
la especie ovina (Neutréfilos segmentados: 700 a 6000 cel/ul, monocitos: 0 a 750
cel/ul, y eosindfilos: 0 a 1000 cel/ul) segun Byers y Kramer (2010). Es importante
mencionar que en ninnguno de los animales evaluados se encontraron basofilos

o neutrofilos en banda durante toda la fase de experimentacion.
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Tabla 18. Variaciéon del nimero total de neutréfilos segmentados (cel/ul) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) y el grupo control, durante el
periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TvMT1 TvLIEM
Promedio Promedio Promedio
PPI 3360,0 2685,6 24297
3 2736,5 3066,7 3078,5
6 3273,7 1483,5 2937,5
9 3495,3 847,0 2775,3
12 3312,0 1349,3 28278
15 3552,0 1290,7 3042,0
18 34425 2213,3 2860,0
21 3185,0 2119,3 2796,5
24 3648,0 1956,5 2923,8
27 3399,7 2126,7 2677,5
30 2835,8 2040,0 24990
33 29470 1890,0 2525,0
36 3075,0 1957,5 2592,5
39 3321,3 1738,0 24320
42 2996,0 1928,7 2148,7
45 2743,0 1813,2 2326,5
48 2849,5 2008,0 2235,0
51 2538,0 1789,3 2092,7
54 2904,2 1554,0 1837,7
57 3017,2 1612,0 1831,5
60 2975,0 1626,7 1750,0
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Figura 12. Valores promedios del nimero total de neutrofilos segmentados
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(cel/ul) en ovinos infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y

TvLIEM1

76) y el grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion
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Tabla 19. Variacion del numero total de monocitos (cel/pl) en ovinos infectados experimentalmente
con T. vivax (aislados TvMT1 y TVLIEM176) vy el grupo control, durante el periodo de pre y post-
infeccion

Grupo
Dias Control TvMT1 TvLIEM
Promedio Promedio Promedio

PPI 490,0 435,5 591,0
3 4210 533,3 655,0
6 427,0 451,5 687,5
9 428,0 2420 784,3
12 288,0 613,3 722,0
15 2220 704,0 585,0
18 153,0 553,3 660,0
21 151,7 385,3 658,0
24 304,0 318,5 496,5
27 72,3 193,3 682,5
30 207,5 181,3 612,0
33 350,8 180,0 454 .5
36 3417 261,0 355,8
39 2827 79,0 456,0
42 142,7 175,3 537,2
45 70,3 168,7 495,0
48 208,5 83,7 447,0
51 282,0 162,7 486,7
54 212,5 210,0 496,7
57 280,7 206,7 4455
60 354,2 162,7 450,0
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Figura 13. Valores promedios del numero total de monocitos (cel/pl) en ovinos
infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) y el

grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion
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Tabla 20. Variacion del numero total de eosindfilos (cel/pl) en ovinos infectados
experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) y el grupo control, durante el
periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dia Control TvMT1 TvLIEM
Promedio Promedio Promedio

PPI 210,0 72,6 65,7
3 0,0 200,0 196,5
6 0,0 64,5 125,0
9 71,3 0,0 362,0
12 0,0 61,3 5415
15 0,0 58,7 409,5
18 0,0 110,7 330,0
21 0,0 96,3 329,0
24 152,0 91,0 4413
27 72,3 48,3 367,5
30 0,0 45,3 408,0
33 0,0 90,0 303,0
36 0,0 43,5 152,5
39 70,7 79,0 152,0
42 0,0 87,7 97,7
45 140,7 84,3 99,0
48 69,5 418 149,0
91 141,0 81,3 48,7
54 1417 84,0 497
57 70,2 41,3 148,5
60 70,8 40,7 150,0
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Figura 14. Valores promedios del nimero total de eosindfilos (cel/ul) en ovinos
infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) vy el

grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion

4.1.2.6- Proteinas Totales (PT)

Los valores de PT previos a la infeccion en todos los animales estuvieron dentro
del rango de 6,0 a 7,5 gr/dl, el cual se considera como fisiolégico para los ovinos
(Byers y Kramer, 2010). En este caso, el grupo control presenté un promedio de
6,5 gr/dl; mientras que el valor mostrado por grupo TvMT1 fue de 6,4 gr/dl; y de
6,6 gr/dl para el grupo TVLIEM176, sin observarse diferencias estadisticamente

significativas entre los tres grupos.
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Posterior a la infeccidén, las PT mostraron una serie de variaciones que se
muestran en la Tabla 21y en la Figura 15. En los ovinos inoculados con el aislado
TvLIEM176 se observo una ligera disminucion en la concentracion de las PT
detectandose su valor minimo los dias 27 a 33 PI, cuando se determin6 un
promedio de 5,1 gr/dl, estando por debajo del rango sefialado como normal para
esta especie (6,0-7,5 gr/dl). A partir de este momento los valores de PT
mostraron una ligera remontada hasta el final de la infeccion, logrando casi

alcanzar los valores normales nuevamente (5,9 gr/dl).

Tabla 21. Variacién de las proteinas totales (gr/dl) en ovinos infectados experimentalmente con T.
vivax (aislados TvMT1y TVLIEM176) vy el grupo control, durante el periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TVvMT1 TvLIEM
Promedio = DS Promedio * DS Promedio * DS
PPI 6,5+0,3a 6,4 +0,2a 6,2+0,2
3 6,2+0,2a 6,3 +0,5a 6,2+0,2a
6 6,3+0,2a 57+0,3b 6,1 +0,2ab
9 6,4 +04a 59+0,1b 6,1+0,1ab
12 6,3+0,1a 57+0,4b 57+0,3b
15 6,1 +0,5a 53+0,1b 57+0,2b
18 57+0,3a 54 +0,3a 57+0/4a
21 55+04a 53+0,4a 54 +0,5a
24 57+0,2a 52+0,3b 55+0,3a
27 59+0,3a 51+0,1b 51+0,2b
30 6,4 +0,3a 55+0,3b 52+0,5b
33 6,5+0,3a 55+0,3b 51+0,1b
36 6,3 +0,5a 54+0,2b 52+0,2b
39 6,4 +0,3a 53+0,2b 52+0,2b
42 6,2 +0,0a 51+0,8b 53+0,3b
45 6,2 +0,0a 48+0,3b 54+0,2c
48 6,4 +0,2a 49+0,5b 55+0,3c
51 6,5+0,3a 5,4+0,0b 55+0,4b
54 6,3 +0,5a 4,7+0,3b 57+0,3c
57 6,4 +0,3a 46+0,4b 58+0,4c
60 6,2 +0,0a 4,7+0,3b 59+0,2c

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)
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15. Valores promedios de las proteinas totales (gr/dl) en ovinos infectados

experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TVvLIEM176) y el grupo control,

durante el periodo pre y post-infeccion

Por otra parte, en los animales infectados con el aislado TvMT1 se observo una

disminucién mas rapida en la concentracion de las PT, siendo el promedio para

el dia 6 Pl de 5,7 gr/dl, lo cual esta por debajo del rango normal, considerandose

como una hipoproteinemia. En este grupo experimental, los valores de PT

continuaron bajando progresivamente durante la infeccion observandose

diferencias significativas a partir del dia 45 Pl con el grupo inoculado con el

aislado TvLIEM176, finalizando la fase experimental con un promedio de PT de

4,7 gr/dl.
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También es importante mencionar que durante el experimento, los animales del
grupo control evidenciaron un corto periodo de hipoproteinemia, detectandose

valores promedios los dias 18, 21y 24 Pl de 5,7, 5,5y 5,7 gr/dl, respectivamente.

El analisis de varianza demostré que las proteinas totales sufrieron una
disminucién en los ovinos infectados con ambos aislados de T. vivax,
principalmente a partir del dia 12 PI, cuando se comparé con el grupo control,
resultando ser significativas estas diferencias (P<0,05). EI comportamiento de
esta variable durante el experimento revelé que los valores promedio de las
proteinas totales sufrieron unas diferencias considerablemente significativas
(P<0,0001) a medida que avanzaba la enfermedad, obteniéndose los menores

valores a partir de la 5ta semana PI.

La prueba de comparacion de medias revelo diferencias significativas (P<0,05)
para los promedios de proteinas totales entre los animales infectados y los del
grupo control; sin embargo, no se observaron diferencias entre los promedios de

ambos grupos inoculaados, Tabla 22.

Tabla 22. Prueba de comparacién mdltiple de medias en la variable proteinas totales (gr/dl)

Grupo Promedio
Control 6,23 £0,1a
TvMT1 546 +0,1b
TvLIEM176 5,67 +0,1b

a, b: Valores con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

4.1.3 Estudio histopatolégico

Circunstancias ajenas a la voluntad del investigador no permitieron que se

realizara el estudio histopatoldgico de los animales experimentales. Luego de
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tres meses de enviadas las muestras para el Laboratorio de Anatomia Patoldgica
de la Policlinica Veterinaria de la Universidad del Zulia, de alli informaron que las
mismas se habian perdido y solamente se habian encontrado los 6rganos

correspondientes a dos animales del grupo control.

4.1.4.- Evaluacion serolégica

4.1.4.1.- Anticuerpos anti T. vivax

Al realizar la estandarizacion de la técnica de ELISA para detectar los niveles de
anticuerpos anti 7. vivax en los animales estudiados, se obtuvo un punto de corte
correspondiente a una densidad o6ptica (DOa4es) de 0,217, lo que indica que
cualquier DOyg5 superior a este valor corresponde a un animal positivo. En la
Tabla 23 y Figura 16 se puede observar que previo a la inoculacion todos los
animales presentaron valores de DO4gs por debajo del punto de corte, es decir,
no presentaban anticuerpos contra T. vivax. De la misma manera los ovinos del
grupo control permanecieron por debajo del punto de corte durante los 60 dias

del ensayo.
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Tabla 23. Variacion de la densidad 6ptica (DO405) a través de la técnica de ELISA en ovinos
infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 y TvLIEM176) vy el grupo control,
durante el periodo de pre y post-infeccion

Grupo
Dias Control TVvMT1 TvLIEM
Promedio * DS Promedio DS Promedio * DS

PPI 0.066 + 0,02a 0,081 +0,01a 0,072 +0,02a
3 0,071 +£0,02a 0,112 £ 0,04b 0,150 £ 0,01b
6 0,080 + 0,04a 0,163 +0,02b 0,187 £ 0,08b
9 0,093 + 0,05a 0,164 +0,01b 0,173 £ 0,06b
12 0,092 + 0,03a 0,168 + 0,03b 0,198 + 0,05b
15 0,086 + 0,01a 0,234 +0,02b 0,189 + 0,02¢c
18 0,080 + 0,04a 0,257 + 0,06b 0,220 + 0,03c
21 0,079 +0,01a 0,251 + 0,05b 0,194 + 0,03c
24 0,070 £ 0,01a 0,299 +0,01b 0,232 +0,01c
27 0,066 + 0,01a 0,263 + 0,00b 0,221 +0,03c
30 0,092 +0,01a 0,293 + 0,05b 0,189 +0,01c
33 0,074 £ 0,01a 0,304 + 0,02b 0,239 +0,01c
36 0,121 +0,01a 0,255+ 0,01b 0,282 + 0,02b
39 0,101 £ 0,01a 0,293 + 0,02b 0,262 + 0,02¢c
42 0,096 + 0,01a 0,293 + 0,03b 0,213 +0,01c
45 0,098 + 0,03a 0,256 + 0,00b 0,231 +£0,01b
48 0,096 + 0,01a 0,312 +0,03b 0,258 + 0,01c
51 0,083 +0,02a 0,269 + 0,03b 0,262 +0,01b
54 0,101 +0,01a 0,292 +0,01b 0,250 + 0,01c
57 0,086 + 0,02a 0,288 +0,01b 0,241 +0,01c
60 0,103 £ 0,02a 0,305+ 0,01b 0,277 £ 0,03b

PPI: Periodo preinfeccion
DS: Desviacion estandar
a, b, c: Valores de la misma fila con letras diferentes, difieren significativamente (P<0,05)

En cuanto a los animales infectados con el aislado TvMT1, los valores de DO4gs
comenzaron a aumentar de manera progresiva luego de la infeccidn, cruzandose
el punto de corte a partir del dia 15 Pl (DO4ps promedio de 0,234).
Posteriormente, la DO4os en este grupo experimental se mantuvo siempre por
encima del punto de corte, ademas de presentarse valores superiores a los

niveles de DO4os5 del grupo inoculado con el aislado TvLIEM176.
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Por su parte, una vez realizada la infeccidon experimental con el aislado

TvLIEM176, se pudo detectar que el punto de corte se cruzd el dia 18 PI,

obteniéndose un valor promedio de DO4os de 0,220. Durante el resto del ensayo

los valores promedios de DOg4os para el aislado TvLIEM176 estuvieron por

encima del punto de corte excepto los dias 21, 30 y 42, Figura 16, pero en

general, los valores de DOos) fueron significativamente menores (P<0,001)

durante el resto del periodo de infecciéon, comparados con los animales del grupo

TvMT1.
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Figura 16. Variacion de la densidad optica (DO405) a través de la técnica de

ELISA en ovinos infectados experimentalmente con T. vivax (aislados TvMT1 vy

TvLIEM1786) y el grupo control, durante el periodo pre y post-infeccion
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En las Figuras 17 y 18 se expone de manera grafica la relacién entre los niveles
de parasitemia y niveles de DO4s correspondientes a ambos grupos
experimentales (TVLIEM176 y TVMT1). Alli se puede ver que tal como se mostrd
en la seccién 4.1.2.1.-, los animales inoculados con el aislado TvLIEM176
tuvieron mayores niveles de parasitemia con respecto al grupo infectado con
TvMT1; sin embargo, los mayores valores de DO4os correspondieron al aislado
TvTMA1. Es decir, que este aislado (TvMT1) a pesar de producir menores niveles
de parasitos, produjo mayores niveles de anticuerpos cuando se comparo con el

grupo TvLIEM176.
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Figura 17. Comparacion de los valores promedio de parasitemia x 10°
(tripanosomas/ml) y niveles de anticuerpos (DO4s) medidos a través de la técnica
de ELISA en los ovinos infectados experimentalmente con el aislado TvLIEM1786,

durante el periodo pre y post-infeccion
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Figura 18. Comparacion de los valores promedio de parasitemia x 10°
(tripanosomas/ml) y niveles de anticuempos (DOss) medidos a través de la
técnica de ELISA en los ovinos infectados experimentalmente con el aislado

TvMT1, durante el periodo pre y post-infeccion

4.2.- Estudio protedmico de los aislados de T. vivax

Una vez realizada la inoculacién experimental de los 4 ovinos para realizar la
obtencidn del proteoma (Seccidn 3.1.2.-), se logré la purificacidn de los parasitos
y extraccion del proteoma de los dos ovinos infectados con el aislado
TvLIEM176, pero solamente de uno de los animales inoculados con el aislado
TvMT1. Esto resultd en la obtencion de tres proteomas, identificados como Liem

1, Liem 2 (provenientes de los dos animales inoculados con TvLIEM176) y
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Monagas (proveniente del animal infectado con el aislado TvMT1). La
concentracion de proteinas obtenida de cada uno de estos proteomas se

muestra en la Tabla 24.

Tabla 24. Concentracion de proteinas obtenida de los purificados de T. vivax (aislados TvMT1 y
TVLIEM176)

Proteoma Concentracion de proteinas
(mg/ml)
Liem 1 14
Liem 2 17
Monagas 17

4.2.1.- Analisis de los geles 2D DIGE

El analisis de los geles 2D DIGE a través del programa Progenesis SameSpots™
permitié la identificacion de un aproximado de 2000 spots. Sin embargo, se hizo
una revisibn manual de cada spot y se fueron seleccionando de acuerdo al
volumen normalizado y al valor del ANOVA, para seleccionar los spots que
tuvieran expresion diferencial entre los 3 purificados de T. vivax (Liem 1, Liem 2,
Monagas) y el purificado de T. evansi (El Frio). El nivel de intensidad de los spots
fue normalizado por el programa Progeneis SameSpots™ usando el control
estandar interno marcado con el colorante Cy2. En este paso se obtuvo una
selecciéon de 109 spots, tal como se muestra en la Figura 19 (La tabla con el valor

normalizado y el ANOVA se muestra en el Anexo 1).
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3 pH > 10
100

kDa

Figura 19. Mapa bidimensional del contenido proteico del proteoma de los 3 purificados
de T. vivax (Liem 1, Liem 2, Monagas) y del purificado de T. evansi (El Frio) a través de
la técnica de 2D DIGE, mostrando los 109 spots resultantes en el primer analisis
computarizado. La imagen es la superposidon automatica de los 4 geles mostrando las

coincidencias entre proteinas comunes con diferencias en su expresion

Una segunda revision permitié seleccionar a partir de estos 109 spots, aquellos
que fueran especificos para T. vivax (que solo se expresaran en T. vivax pero no
en T. evansi) pero que ademas tuvieran una expresion diferencial entre los
purificados de T. vivax. En esta ultima revisiébn, también basada en los
volumenes normalizados y en los patrones de intensidad de expresion de las

proteinas, se seleccionaron finalmente 17 spots que corresponden a las
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proteinas comunes pero con expresion diferencial entre los purificados proteicos
de T. vivax. Solamente se seleccionaron aquellos spots con valor estadistico

significante (p<0,05; power > 0,8), Figura 20.

3 pH > 10
100

kDa

Figura 20. Mapa bidimensional del contenido proteico del proteoma de los 3
purificados de T. vivax (Liem 1, Liem 2, Monagas) y del purificado de T. evansi (El
Frio) a través de la técnica de 2D DIGE, mostrando los 17 spots que corresponden a
proteinas comunes pero con expresion diferencial entre los purificados de T. vivax.
La imagen es la superposicion automatica de los 4 geles mostrando las

coincidencias entre proteinas comunes con diferencias en su expresion

La Tabla 25 y la Figura 21 muestran la media de los volumenes normalizados de

los 17 spots seleccionados. Como puede observarse, tomando en cuenta los
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volumenes normalizados, los spots puedes clasificarse en 3 categorias:
Especificos para T. vivax (comunes a los 2 aislados): 7 spots; especificos para
el aislado TvLIEM176 (Liem): 4 spots; y especificos para el aislado TvMT1
(Monagas): 6 spots.

Tabla 25. Media de valores normalizados de los 17 spots seleccionados mostrando su nivel de
intensidad diferencial entre los aislados

Media del Volumen Normalizado

Spot

Liem 1 Liem 2 Monagas El Frio
1552 1,315 1,132 1,083 0,236
758 0,660 0,543 3,701 0,109
1099 1,063 1,098 1,160 0,233
793 0,563 0,320 2,831 0,416
985 1,111 1,110 1,034 0,170
1912 0,419 0,393 3,643 0,172
1909 0,977 0,584 4,523 0,181
602 1,166 1,034 1,146 0,209
845 1,221 1,088 1,176 0,134
1928 1,142 1,019 1,194 0,130
1903 0,371 0,351 4,226 0,172
1969 1,045 0,946 0,950 0,235
1919 1,215 1,443 0,472 0,124
1979 1,405 1,295 0,601 0,138
1906 1,190 1,012 5,634 0,334
1986 1,332 1,489 0,552 0,147
559 1,249 1,137 0,683 0,363
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Figura 21. Volumen normalizado de la intensidad de expresion de los spots

seleccionados

Adicionalmente, cada spot fue revisado de manera individual, revisandose el
nivel de expresién en cada aislado del estudio y observandose cuidadosamente
los patrones de intensidad, lo cual se muestra en las Figuras 22 a 38. Cada figura
muestra un spot en el mapa superpuesto de los 4 geles y el logaritmo del

volumen normalizado, indicando en cual aislado la expresion es mayor.

4.2.1.1.- Spots especificos para T. vivax

Se corresponden con aquellos spots que presentan una intensidad de expresion

similar en los dos aislados.
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Spot 1552:
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Figura 22. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1552. (b) Logaritmo del
volumen normalizado del spot 1552

Spot 1099:
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@

Figura 23. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1099. (b) Logaritmo del

(b)

volumen normalizado del spot 1099

Spot 985:
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Figura 24. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 985. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot985
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Spot 602:
w ST .-

A e

(a) (b)
Figura 25. Figura 25. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 602. (b) Logartmo

del volumen normalizado del spot602

Spot 845:

(b)
Figura 26. (a) Intensidad de expresion diferendal del spot 845. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot845

Spot 1928:

any .
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~

Figura 27. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1928. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 1928
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Spot 1969:
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(a) (b)

Figura 28. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1969. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 1969

4.2.1.2.- Spots especificos para aislado TvMT1

Son aquellos spots que se expresan particularmente en el aislado TvMT1. Se

indica la intensidad de expresion diferencial vs el aislado TvLIEM176.
Spot 758:

Ll
Rl -
(a)

I

(b)

Figura 29. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 758. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 758
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Spot 793:

(a)

Figura 30. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 793. (b) Logaritmo del

(b)

volumen normalizado del spot 793

Spot 1912:

(b)
Figura 31. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1912. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot1912

Spot 1909:

(a) (b)
Figura 32. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1909. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 1909
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Spot 1903:

(b)

Figura 33. (a) Intensidad de expresion diferendal del spot 1903. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 1903

Spot 1906:

R
s
‘.:_ = - pe— oy

(@) (b)

Figura 34. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1906. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 1906
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4.2.1.3.- Spots especificos para aislado TVLIEM176

Son aquellos spots que se expresan particularmente en el aislado TvLIEM176.

Se indica la intensidad de expresién diferencial vs el aislado TvMT1.

0y | S
oy

(a) (b)

Spot 1919:

Figura 35. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1919. (b) Logartmo del

volumen normalizado del spot1919

Spot 1979:

- | -"' |
“E | ' l
e el S
(a) (b)
Figura 36. (a) Intensidad de expresion diferendal del spot 1979. (b) Logaritmo del

volumen normalizado del spot 1979
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Spot 1986'
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(b)
Figura 37. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 1986. (b) Logaritmo del

1y et ame
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]
)
1

volumen normalizado del spot 1986

Spot 559:
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o p e — = — — — —
- » LR .-

(a) (b)
Figura 38. (a) Intensidad de expresion diferencial del spot 559. (b) Logartmo del

volumen normalizado del spot559

4.2.2.- Espectrofotometria de masas

Una vez seleccionados los 17 spots de interés, se procedié a su extraccién en
los 4 geles para ser procesados a través de espectrometria de masas. La Tabla
26 muestra las proteinas identificadas de cada spot a través de la base de datos
SwissProt/TrEMBL. Ahi puede observarse que en total se identificaron 26
proteinas, existiendo en algunos casos diferentes isoformas (con diferentes peso

molecular o diferente punto isoeléctrico). El 23% de ellas (6 proteinas tuvieron
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una caracterizacion putativa en TrEMBL, las cuales corresponden a transcriptos

ya identificados. El 7,6% son proteinas putativas en TrEMBL pero no han sido

caracterizadas, cuyas secuencias de ADN, tedricamente podrian conducir a

identificar su secuencia proteica.

Tabla 26. Proteinas identificadas por espectrometria de masa en los proteomas de los dos
aislados de Trypanosoma vivax

NSa Proteina® Accesoc Esp.d P plfcalc  Péptidose
[kDa]
1552  Tryparedoxin peroxidasa C9ZUX7 Thg 25,6 7,40 3
1552  Tryparedoxin peroxidasa, putativa E7LM19 Tc 12,2 8,76 2
1099  Piruvato deshidrogenasa E1, subunidad C9ZK62 Thg 37,5 5,62 3
beta, putativa
985  Fructosa-bisfosfato aldolasa D0A2V3 Thg 41,0 8,78 2
602  Proteina mayor rod paraflagelar B5U6T6 Tc 69,5 6,18 6
602  Proteina Rod Paraflagelar 2 (PFR 2) C7FLQ3 Te 69,5 6,02 8
602  Proteina Paraflagelar 3 (PAR3) 018658 Tc 68,7 6,18 8
845  Alfa tubulina P04106 Tbr 49,8 5,06 24
845  Beta tubulina A1XXJ2 Te 49,6 4,87 12
845  ATP sintetasa, subunidad beta QIGPE9 Thb 55,6 549 6
845  Factor de elongacion 1 alfa Q26913 Tc 43,5 7,66 4
1928 Beta Tubulina P04107 Tbr 49,7 4,83 25
1928  Beta tubulina 1.9 Q8STF3 Tc 49,7 4,84 22
1928  Alfa Tubulina P04106 Tbr 49,8 5,06 17
1969  CGliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 097107 Tv 371 8,37 14
(GAPDH) glicosomal
1969 CMRP (Componente Flagelar) C9ZRE1 Thg 40,7 5,52 6
1969  Nucleosido hidrolasa, putativa E7KX02 Tc 39,7 4,92 2
1969 Proteina no caracterizada putativa CozIG7 Thg 38,4 5,52 2
1919  Beta tubulina A1XXJ2 Te 49,6 4,87 15
1919  Beta tubulina 1.9 Q8STF3 Tc 49,7 4,84 14
1919  Proteina de Choque Térmico 60 D0A349 Thg 59,5 5,44 6
(Chaperonina HSP60), mitocondrial
1919  Proteina de Choque Térmico 70 (HSP70), A4GVTT Tr 71,0 5,81 3
fragmento
1919  Arginina quinasa, putativa E7LM38 Tc 40,2 6,74 4
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NSa Proteina® Accesoc Esp.d P plfcalc  Péptidose
[kDa]

1979  Beta tubulina A1XXJ2 Te 49,6 4,87 14

1979  Beta tubulina 1.9 Q8STF3 Tc 49,7 4,84 14

1979  Proteina de Choque Térmico 60 D0A349 Thg 59,5 5,44 7
(Chaperonina HSP60), mitocondrial

1979  Alfa Tubulina P04106 Tbr 49,8 5,06 7

1979  ADN-Helicasa semejante a RuvB (ADN- C9ZM62 Thg 52,6 5,54 2
Helicasa dependiente de ATP)

1986  Proteina de Choque Térmico 60 D0A349 Thg 59,5 5,44 9
(Chaperonina HSP60), mitocondrial

1986 Beta tubulina A1XXJ2 Te 49,6 4,87 14

1986 Beta tubulina 1.9 Q8STF3 Tc 49,7 4,84 13

1986  Alfa Tubulina P04106 Tbr 49,8 5,06 10

1986 Proteina de Choque Térmico 70-4 (HSP70- P11145 Tbb 71,4 5,39 5
4)

1986  Proteina 78 regulada por glucosa, putativa DOA7U5 Thg 65,2 5,52 2
(Proteina de uni6n luminal 1 (Bip), putativa)

1986  Proteina del Complejo T, subunidad theta, DOA3R6 Thg 58,1 5,53 2
putativa (CCT-theta, putativa)

1986  Proteina no caracterizada, putativa C9ZMU1 Thg 66,8 5,08 2

559  Proteina Paraflagelar 3 (PAR3) 018658 Tc 68,7 6,18 6

758  Proteina de Choque Térmico 60 D0A349 Thg 59,5 5,44 6
(Chaperonina HSP60), mitocondrial

758  Proteina del Complejo-T 1, subunidad alfa DOAARS Thg 59,4 5,92 2

758  Proteina del Complejo-T 1, subunidad alfa E7LBH6 Tc 59,3 6,16 3

758  Piruvato quinasa E7LIX9 Tc 54,6 7,39 3

793  Glicerol quinasa B0I1530 Tv 56,4 8,37 6

793  Inosin-5'-monofosfato deshidrogenasa E7LIA8 Tc 55,6 8,50 2
(IMPDH)

1912  Proteina de Choque Térmico 60 D0A349 Thg 59,5 5,44 2
(Chaperonina HSP60), mitocondrial

1909 Ninguna

1903 Proteina Rod Paraflagelar 1 de 73 kDa C9zZLC2 Thg 59,6 6,11 4
(PFR1)

1906 ATP sintetasa vacuolar, subunidad b, D0A941 Thg 55,6 5,60 10

putativa
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PMe
NSa Proteina® Accesoc Esp.d plfcalc  Péptidose
[kDa]
1906 Proteina Rod Paraflagelar 1 de 73 kDa C9zLC2 Thg 59,6 6,11 4
(PFR1)

aNUmero del spot marcado en el gel

bPNombre de la proteina

°Numero de acceso de acuerdo a las bases de datos (UniprotkB y Swiss-Prot/TrEMBL)

dEspecie: Thb, Trypanosoma brucei brucei; Tbg, Trypanosoma brucei gambiense; Thr, Trypanosoma brucei
rhodesiense; Tc, Trypanosoma cruzi; Te, Trypanosoma evansi; Tr, Trypanosoma rangeli; Tv, Trypanosoma vivax
ePeso Molecular tedrico (No determinado por los fragmentos de proteina)

fPunto Isoeléctrico tedrico (No determinado por los fragmentos de proteina)

9NUmero de péptidos identificados en el spot para la identificacién de la(s) proteina(s)

Como se puede observar en la Tabla 26, existen proteinas con la misma
identificacion en diferentes spots (diferente localizacion en el gel), lo cual

evidencia la presencia de diferentes isoformas de las proteinas.

4.2.3.- Funcionalidad protéica y correlacion entre aislados

Luego de recibir los resultados de la espectrometria de masas, los péptidos
obtenidos fueron introducidos en la base de datos donde se encuentra el
transcriptoma de T. vivax (http://www.bioinformatica.fcien.edu.uy/Tvivax/) con la
finalidad de obtener la secuencia aminoacidica completa de cada una de las
proteinas. Posteriormente, se hizo un Blast de cada proteina para conocer el
porcentaje (%) de homologia con otros tripanosomas. Por otra parte, se hizo una
correlacién de las proteinas identificadas y su nivel de expresiéon en los dos
aislados en estudio, asi como una busqueda en las bases de datos UniprotKB
(www.uniprot.org) y CombFunc (www.sbg.bio.ic.ac.uk) para encontrar sus
funciones biolégicas y moleculares. Un resumen de todos estos hallazgos se

muestra en la Tabla 27.
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Tabla 27. Resumen de las proteinas identificadas en los proteomas de los dos aislados de Trypanosoma vivax, indicando el
nivel de expresion en cada uno de los aislados

Identificador en el

Proteina? transcriptoma de T. Localizacion® Besm'u 08 d Ho_mologla con otroes Funcion P I:'un'cl.o n o Proph Referencial TVLIEM176i TVMT1i
vivax® aminoacidicos tripanosomatideos Molecular’ Bioldgica
CMRP T. vivax Y486: 97% Actividad R
. ~0n0 espuesta al
(Componente TvMiraNov_c11299 Flagelo 164 T. b. brucei: 92% aldolasa, estrés oxidativo ? ++ ++
Flagelar) T. b. gambiense: 92% actividad liasa
Factor de Citoplasma / T. vivax Y486: 100% Actividad Sintesis de
elongacion 1 TvMiraNov_c33 P 449 T. brucei: 98% GTPasa, unién de , VyP Kaur y Ruben, 1994 ++ ++
alfa Nicleo T. congolense: 98% &cidos nucleicos Proteinas
Fructosa- T. vivax Y486: 100%
bisfosfato TvMiraNov_c92 Glicosoma 372 T. cruzi: 87% Actividad liasa Glicolisis Ccv Kumari y col., 2008 ++ ++
aldolasa T. brucei: 87%
. . Tanaka y col., 2004
G"%"gﬁ:g“ T. vivax Y486: 100% CD  Callensy Hannaert,
. 0, F Avido. : . .
deshidrogena TvMiraNov_c216 Glicosoma 359 T. congolepse. 96 % Actividad 6xido Metabolismo de BT 1995; Caceres y " "
T. b. gambiense: 95% reductasa glucosa Ccv col., 2010
sa (GADPH) V. Balabany col., 1995
licosomal a'aban y col,
g Grébaut y col., 2009
Actividad
Ngcleomdo No aparece Citoplasma ” 2 hldr'ollasa, Slnte§|s de ” o o
hidrolasa actividad purinas
glicosidasa
Piruvato T. congolense: 83% Actividad oxido-
deshidrogena GCI4HUN02JS2IX Mitocondria 175 T. cruzi: 81% Defensa celular ? ++ ++
sa T. brucei: 81% reductasa
Proteina Citoesaueleto T. vivax Y486: 100% Unién de Organizacion
mayor rod TvMiraNov_c30 g y 599 T. brucei: 92% . celulary del Ccv Morell y col., 2006 ++ ++
paraflagelar flagelo T. evansi 92% proteinas citoesqueleto
Proteina Rod . T. vivax Y486: 100% . Organizacién .
Paraflagelar2  TvMiraNov_c818 C”°'“;|Zq‘;?('ft° y 362 T. brucei: 93% Ur’;'t‘;’l‘n‘;i celular y del oV é\(?gg;e ;’OCS’E'SB + ++
(PFR2) 9 T. evansi 93% P citoesqueleto '
Tryparedoxin Mitocondria T vivax Y486 99% pércgzlilc?::a Respuesta al v Diaz y col., 2011
; TvMiraNov_c207 . ' 226 T. congolense 83% o ORI Ccv Stober y col., 2007 ++ ++
peroxidasa citoplasma . 0 actividad estrés oxidativo .
T. b. gambiense82% - BT Flohé, 2012
oOxidorreductasa

165



Identificador en el

Residuos

Homologia con otros

Funcion

Funcion

Proteina? transcn;:[in‘::)l(?)a deT. Localizacion® aminoacidicos¢ tripanosomatideos Molecular' Biolégicas Prop Referencia’ TvLIEM176i TvMT1i
ADN-Helicasa
semejante a Unién de Li i
i ! . L, imy col., 2000;
RuvBl (ADN No aparece Niicleo ? ? prot.elnas, funqpn Replicacion del v Ahmad y Tuteja. i N
Helicasa helicasa, funcion ADN 2012
dependiente hidrolasa
de ATP)
Proteina 78
regulada por
glucosa, . . T. vivax Y486: 99% . .
putativa TVMEEQ;%? 5 en(ijetllgg:r?ico 668 T. congolense: 93% Chapef_{j;, union Plegfor?;?gz de Ccv Jensen y col., 2001 +++ +
(Proteina de P T. cruzi: 92% P
union luminal
1 (Bip)
Proteina Citoesqueleto T. vivax Y486: 99% Union de Organizacion
Paraflagelar 3 TvMiraNov_c274 ﬂaq elo y 595 T. b. gambiense: 94% roteinas celulary del Ccv Morell y col., 2006 +++ +
(PAR3) 9 T. evansi: 94% P citoesqueleto
. Metabolismo de
. 0,
Arginina Localizacion T. v;_vac);u\;:}886é$ 9% Actividad quinasa, aminoacidos, VyP Grébaut y col., 2009
g TvMiraNov_c1046 387 ) L ,° o actividad Transduccion +++ +
quinasa subcelular T. b. gambiense: 85% N .
transferasa de sefiales, BT Pereira y col., 2002
fosforilacion
BT Yakovich y col.,
Citoesqueleto T. vivax Y486: 100% Organizacion 2006
Alfa tubulina TvMiraNov_c43 ﬂaq elo y 455 T. congolense: 99% Actividad GTPasa celulary del Ccv Plouffe y Belosevic, +++ +
9 T. brucei: 99% citoesqueleto 2006
\Y Grébaut y col., 2009
. o BT Yakovich y col.
. . T. vivax Y486: 100% Organizacion '
Beta tubulina TvMiraNov_rep_c526 Citoesqueleto y 442 T. b. gambiense: 99% Actividad GTPasa celulary del . 2006 +++ +
3 flagelo T. b. brucei: 99% citoesqueleto cv Liy col, 2007,
T ' \Y Grébaut y col., 2009
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Proteina? transcriptoma de T. Localizacion® Besm'u 08 d Ho_mologla con otroes Funcion P I:'un'cl.o n o Proph Referencial TVLIEM176i TVMT1i
vivax® aminoacidicos tripanosomatideos Molecular’ Bioldgica
. . CD
Prg:]ec;niede Mitocondria T. vivax Y486: 99% Chaperona, union Plegrirtzar:g de Bosard y col., 2010
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vacuolar, TvMiraNov_c15113 acmggz?c?gggﬁwa 240 T. rangeli: 99% substratos l\/ﬁ::)oglt?go VyP Greb;(;gg col, + +H+
subunidad B T. b. brucei: 99 especificos, 9 '
actividad
hidrolasa
Proteina del . Chaperona, Unién
. T. vivax Y486: 100% ' . .
Complejo-T 1, 5 4HUNO2JWIRF Citoplasma 160 T. congolense: 82% ATP, Plegamientode g Liang y MacRae, + .
subunidad T b. brucei: 82% metabolismo de proteinas 1997
alfa o ks proteinas
Proteina Rod . T vivax Y486: 100% - Organizacién
Paraflagelar 1 3 \iaNoy cgsg  Cltoesqueletoy 221 T. b. gambiense: 92% Union de celulary del CV  Abdiley col., 2008a + .
de 73 kDa flagelo T cruzi: 92% proteinas citoesqueleto
(PFR1) QR eenm
. T. vivax Y486: 100% Actividad quinasa, . - .
Glicerol TuMiraNov_c7270 Glicosoma 240 T. b. brucei: 80% actividad Metabolismo de gy Ohashi-Suzukiy + ot
quinasa . ) carbohidratos col., 2011
T. b. gambiense: 79% transferasa

167



Identificador en el . . - -
Residuos Homologia con otros Funcién Funcién

Proteina2 transcn:?::;:a deT. Localizacion® aminoacidicos® tripanosomatideose Molecular’ Biolgicas Prop Referencial TvLIEM176i TvMT1i

Inosin-5'- Actividad oxido- Sintesis de
monofosfato T. vivax Y486: 95% reductasa, union urinas
deshidrogena TvMiraNov_c8463 Glicosoma 374 T. b. brucei: 80% de nucledtidos, sFi)ntesis dye BT Wilson y col., 1994 + +H+
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aNombre de la proteina

bldentificador de la proteina en la base de datos del transcriptoma de T. vivax TVLIEM176 (http://www.bioinformatica.fcien.edu.uy/Tvivax/)
cLocalizacion de la proteina dentro del parasito

dNUmero de aminoacidos que forma la proteina de acuerdo al transcriptoma de T. vivax TVLIEM176 (http://www.bioinformatica.fcien.edu.uy/Tvivax/)
eHomologia de la proteina con la misma proteina de otros tripanomatidedos, de acuerdo a la base de datos UniprotKB (www.uniprot.org)

fFuncién molecular de acuerdo a las bases de datos UniprotKB (www.uniprot.org) y CombFunc (www.sbg.bio.ic.ac.uk)

9Funcion biolégica de acuerdo a las bases de datos UniprotkB (www.uniprot.org) y CombFunc (www.sbg.bio.ic.ac.uk)

hPropiedades moleculares seleccionada de acuerdo a la literatura: V, virulencia; P, patogenicidad, CV, candidato a vacuna; BT, blanco terapéutico; CD, candidato a diagnéstico
(antigenicidad e inmunogenicidad)

iLiteratura principal que refiere las propiedades de la proteina

INivel de expresion de las proteinas en cada aislado de Trypanosoma vivax: +, poco expresada; ++, medianamente expresada; +++, muy expresada
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5.- DISCUSION

5.1.- Determinacion de los patrones de virulencia y patogenicidad de los

aislados de T. vivax

La tripanosomosis causada por T. vivax es una enfermedad con caracteristicas
clinicas-patolégicas muy variables, debido en parte a factores tales como:
virulencia de la cepa, susceptibilidad de las especies hospedadoras, inmunidad
del animal infectado, entre otros (Masake, 1980; Ventura y col., 2001). Se
describe que diferentes aislados son capaces de producir desde un cuadro
agudo, pasando a crénico, hasta el estado de portador o animales asintomaticos
(Gardiner, 1989). Cepas de T. vivax del este de Africa provocan un cuadro clinico
diferente a cepas del oeste Africano. En América del Sur la tripanosomosis
causada por T. vivax varia en severidad, desde un sindrome agudo a una

enfermedad crénica (Dirie y col., 1993).

En el presente estudio, el curso de las infecciones experimentales con dos
aislados venezolanos de T. vivax permitio la identificacion de tres fases de la
enfermedad, tal como se ha reportado previamente (Gomez, 2010; Valera y col.,
2005; Suarez, 2000). La primera fase o de prepatencia correspondié al periodo
desde la infeccion experimental hasta que se detectaron por primera vez los

parasitos en sangre.

Posteriormente, durante la infeccién se pudo observar una fase aguda en la cual
los animales infectados presentaron altos niveles de parasitemia, ademas de
fiebre de tipo recurrente, descensos significativos en los valores del hematocrito,

inapetencia y palidez de mucosas, coincidiendo con lo reportado por Anosa e
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Isoun, 1980; Maikaje y col., 1991; Sandoval y col., 1995a; 1995b; Suarez y col.,
2003; Valera y col., 2005; cuando realizaron evaluaciones de los parametros

hematoldgicos en ovinos infectados experimentalmente con este protozoario.

Por ultimo, los animales desarrollaron una fase sub-aguda de la enfermedad,
durante la cual la parasitemia se volvié de tipo ondulante, con niveles inferiores
a los encontrados durante la fase aguda, algunos episodios febriles, mucosas
palidas con ligero tinte ictérico, deterioro progresivo de la condiciéon corporal,
ademas de la persistencia de bajos valores en el porcentaje de hematocrito con
ligera tendencia a su recuperacién. Estas observaciones son similares a las
descritas por Murray y Dexter, 1988; Maikaje y col., 1991 y Katunguka-
Rwakishaya y col., 1992; concordantes con la fisiopatologia de la tripanosomosis

en bovinos y ovinos.

La presentacion de la enfermedad fue similar en ambos grupos infectados,
referidos a las tres fases mencionadas anteriormente; sin embargo, las
principales diferencias entre ambos aislados fueron observadas en cuanto a los
niveles de parasitemia, temperatura y valores hematoldgicos, los cuales se van

a ir discutiendo a continuacion.

En los animales infectados experimentalmente con los dos aislados de T. vivax
en la presente investigacion, se determin6 un aumento de la temperatura
corporal coincidiendo con la aparicion de los parasitos en sangre
circulante a partir del tercer dia PI. Estos resultados son concordantes con otro
estudio realizado en Venezuela por Valera y col. (2005) quienes reportaron los

efectos de la infeccion experimental de ovinos con un aislado zuliano de T. vivax
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durante 90 dias. Estos autores sefalaron que todos los animales presentaron
tripanosomas en sangre a partir del dia 2 PI, desarrollando una parasitemia de
tipo ondulante y un cuadro de anemia severa persistente hasta el final del
experimento. Por otra parte, Suarez y col. (2003), evaluando el comportamiento
parasitoléogico de un aislado proveniente del estado Falcén, reportaron un

periodo de incubacién que oscilé entre 4 y 5 dias.

Otras investigaciones en Venezuela, como las de Sandoval y col. (1995a);
Espinoza y Tortolero (1990) y Gonzalez y col. (1996), trabajaron con un mismo
aislado de T. vivax procedente del estado Guarico, detectandose un periodo de
incubacion promedio de 4 (5 y 7) dias en ovinos y bovinos infectados,
respectivamente. De igual manera, Batista y col. (2006), en Brasil, reportaron 4
a 15 dias como los intervalos de duracion para esta fase de la enfermedad en

ovinos infectados experimentalmente.

En este sentido, Osério y col. (2008) senalan que el periodo de incubaciéon en
infecciones por T. vivax es variable, dependiendo del hospedador o especie
animal afectada y el aislado parasitario. En las ovejas y cabras, este periodo de

tiempo puede tardar entre 4 a 12 dias, respectivamente.

En el presente estudio, con ambos aislados de T. vivax, una vez detectados los
parasitos en sangre, se observd la aparicién de varias ondas de parasitemia
durante el tiempo de evaluacién, lo cual reflejo6 el comportamiento tipico
reportado para estos tripanosomatideos y coincidiendo con los resultados
reportados por Suarez y col. (2003) y Valera y col. (2005) en Venezuela, cuando

realizaron infecciones experimentales de ovinos con T. vivax.
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Por otra parte, con respecto a la evolucidon de la parasitemia, diferentes
trabajos realizados en Venezuela han evidenciado un comportamiento ondulante
durante el periodo experimental, ademas de considerables variaciones
individuales entre los animales, en los registros de parasitemia y en los periodos
aparasitémicos (Sandoval y col. 1995a). Por su parte, Batista y col. (2006)
confirmaron la patogenicidad de un aislado en Brasil, realizando infecciones
experimentales en ovinos a partir de 1,85 x 10° tripanosomas/ml en sangre.
Ademas reportaron que el curso de la infeccion puede ser dividido en dos fases:
la fase aguda la cual persiste aproximadamente por dos semanas caracterizada
por alta parasitemia y fiebre. Mientras que la fase crénica se caracterizd por
temperatura corporal normal y parasitemia baja o ausente. También reportaron

anemia, leucopenia con linfocitosis y ausencia de ganancia de peso.

En este sentido, la parasitemia ha sido un complemento importante para detectar
los tripanosomas en sangre, permitiendo ademas el estudio de la patogénesis
de la enfermedad. Es decir, como regla general, las altas parasitemias estan
asociadas a la fase aguda de la enfermedad, mientras que los bajos niveles son
observados en la fase crénica. En este punto es importante destacar que la
virulencia de un aislado esta determinada segun el nivel de parasitemia
desarrollada (Holzmdiller y col., 2008). Los tripanosomas circulantes representan
la principal poblaciéon causante de la infeccion, aunque en algunas ocasiones
pudieran ser simplemente una fracciéon del total (una sub poblacién), la cual
puede ser o no representativa del numero y el comportamiento de toda la

poblacién (Losos, 1986).
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Observando los resultados del presente estudio, se puede determinar que los
ovinos infectados con el aislado TvLIEM176 desarrollaron las mayores ondas de
parasitemia, las cuales estuvieron por el orden de 10’ trip/ml, mientras que los
infectados con TvMT1 desarrollaron menores elevaciones de este parametro
durante todo el periodo experimental (cercanas a 10° trip/ml), incluso con

algunos animales mostrando parasitemias muy bajas.

Por otra parte se ha demostrado que T. vivax, igual que otros tripanosomas
pertenecientes a la seccion salivaria, manifiestan el mecanismo de variacion
antigénica, el cual representa la capacidad de las poblaciones de estos parasitos
de expresar el repertorio de glicoproteinas variantes de superficie (VSG) durante
la infeccion. Esto hace que estos patdgenos evadan la respuesta inmunitaria en
los animales infectados, por lo tanto, la variacion antigénica permite subsistir al
parasito en la sangre de su hospedador, conduciendo a la cronicidad de la
infeccion y aumentando la probabilidad de transmisién de los flagelados a

nuevos hospedadores (Gardiner y col. 1996).

En la mayoria de los animales infectados, las ondas de parasitemia estuvieron
asociadas con alzas de la temperatura corporal en la fase aguda de la
enfermedad, lo cual evidencio el fuerte grado de asociacion entre estas variables,
coincidiendo con las descripciones de otros estudios efectuados sobre
tripanosomosis experimental en ovejas (Katunguka-Rwakishaya y col., 1992;

Losos, 1986; Sandoval y col., 1995a; Suarez y col., 2003; Valera y col., 2005).

Con respecto a la temperatura corporal, durante el tiempo de las evaluaciones,

los ovinos infectados con ambos aislados de T. vivax presentaron fuertes
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variaciones de temperatura superiores al grupo control, con largos periodos
febriles alternados con periodos afebriles, lo cual demostré un caracter

recurrente, y en algunos casos remitente.

En este sentido, Sandoval y col. (1995a), estudiando la parasitemia y el
comportamiento  clinico durante 120 dias, en ovejas infectadas
experimentalmente con T. vivax, reportaron alteraciones considerables en la
temperatura corporal, las cuales alcanzaron valores tan altos como 42 °C,

coincidiendo la primera elevacion con la deteccién de parasitos en sangre.

En cuanto a los signos clinicos, los animales infectados en el presente estudio
presentaron durante todo el periodo de experimentacion: fiebre de tipo remitente,
parasitemia ondulante, inapetencia, palidez de las mucosas, ligero tinte ictérico
de las mucosas, pelo hirsuto, agrandamiento de los nddulos linfaticos, secrecion
ocular serosa, edemas en miembros posteriores y pabellén auricular, inflamacion
testicular, disnea, pérdida de peso y enflaguecimiento progresivo. Estas
manifestaciones clinicas se relacionan con las citadas por otros autores, que han
estudiado el comportamiento de aislados africanos o americanos de T. vivax
(Mwongela y col., 1981; Luckins, 1992; Maikaje y col., 1991; Sandoval y col.,
1995b; Silva y col., 1998a., 1999; Holmes y col., 2000; Suarez, 2000). Aunque
no hubo un parametro claro para medir la intensidad de estos signos clinicos, la
severidad de los mismos fue mayor en los animales del grupo inoculado con el
aislado TvMT1, considerandose que el grado de enfermedad fue mayor en estos

animales cuando se comparé con el grupo inoculado con el aislado TvLIEM176.
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Los animales infectados con los aislados de T. vivax empleados de este trabajo,
desarrollaron rapidamente un cuadro de anemia, el cual se mantuvo hasta el
final de la investigacion. Los valores del hematocrito y de la hemoglobina
descendieron drasticamente en las dos a tres primeras semanas PI, en el curso
de la fase aguda de la enfermedad. En los ovinos infectados con el aislado
TvMT1 se manifestdé una importante disminucién del hematocrito y de la
hemoglobina a partir el dia 9 PI, luego de lo cual se observaron variaciones de
estos parametros, evidenciandose la instauracion de cuadros anémicos de
diferente intensidad para cada uno de los aislados en estudio, los cuales
persistieron durante todo el periodo experimental. Estos resultados coinciden
con los descritos por Anosa e Isoun (1980); Igbokwe y Anosa (1989); Katunguka-

Rwakishaya y col. (1992).

El porcentaje de disminucion del hematocrito para los ovinos infectados con
TvLIEM176 fue de aproximadamente 13,0%, sefialandolo como el que causo el
menor efecto anemizante durante la infeccién, lo cual fue similar al reportado por
Sandoval y col. (1995b), quienes sefalaron una disminucion de 20% en ovejas
infectadas experimentalmente con T. vivax. Contrariamente, utilizando un
aislado del suroeste de la region del Pantanal, en el estado de Mato Grosso del
Sur, Brasil, Paiva y col. (2000) reportaron que el hematocrito de los bovinos se
mantuvo dentro de los parametros para la categoria animal, aunque mostré una

adecuada disminucién entre los dias 1 a 18 Pl elevandose posteriormente.

La hemoglobina disminuyé concomitantemente con el hematocrito en todos los

ovinos infectados y estas disminuciones drasticas de ambas variables
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hematolégicas coinciden con las reportadas en infecciones naturales y
experimentales de ovinos y bovinos con T. vivax (Anosa e Isoun, 1980; Igbokwe
y Anosa, 1989; Maikaje y col., 1991; Schenk y col., 2001; Suarez y col., 2003;
Valeray col., 2005; Batista y col., 2006; 2008). Los cambios hematolégicos como
la disminucién del hematocrito se evidenciaron desde la aparicion de los
parasitos, coincidiendo con los resultados de Sandoval y col. (1995b), en ovinos
infectados experimentales con T. vivax, y Espinoza y col. (2000), en ovejas y
cabras infectadas, quienes reportaron disminuciones significativas del

hematocrito.

Con respecto a estudios similares empleando otras especies de tripanosomas,
Bengaly y col. (2002), estudiaron los cambios clinicos y hematoldgicos en
bovinos infectados experimentalmente con tres tipos distintos de Trypanosoma
congolense (Savannah, Forest y Kilifi). En el caso del tipo Savannah, mostré
altos niveles de parasitemia y bajos porcentajes de hematocrito, ademas de
detectarse un sindrome hemorragico severo, mientras que los animales
infectados con los tipos Forest y Kilifi se recuperaron mas rapidamente. Estos
resultados indicaron claras diferencias en la patogenicidad entre estos tres tipos
de T. congolense, senalando al tipo Savannah como el mas virulento, mientras
el tipo Forest presentd baja patogenicidad y el Kilifi tuvo un comportamiento no

patdgeno.

En este sentido, muchas hipdétesis han sido emitidas para explicar por qué ocurre
la anemia en la tripanosomosis en rumiantes y otras especies animales; entre

ellas se senalan: hemodilucion, mecanismos inmunoldgicos, enzimas generadas
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por los tripanosomas (proteasas, fosfolipasas y neuraminidasas), activacién del
complemento, dafios microangiopaticos, fiebre, asi como también la activacién y
expansion del sistema fagocitico mononuclear (Murray y Dexter, 1988; Igbokwe

y Anosa, 1989).

Es decir, la etio-patogenia de la anemia es muy compleja. En este sentido, uno
de los mecanismos basicos es la hemdlisis, basada en la reduccion de la masa
eritrocitica, reduccién de la vida media de los eritrocitos, la cual ocurre de manera
intravascular en la fase aguda y también extravascular en las fases subaguda y
cronica de la enfermedad. Asi como también de la eritrofagocitosis y otros
mecanismos importantes que involucran la inhibicion de la eritropoyesis (Facer
y col., 1982; Losos, 1986; Murray y Dexter, 1988; Igbokwe y Anosa, 1989; Witola

y Lovelace, 2001; Biryomumaisho y Katunguka-Rwakishaya, 2007).

La anemia ha sido considerada como el principal y el mas importante hallazgo
clinico en animales con tripanosomosis, siendo catalogada como de origen
multifactorial, sin que exista hasta la actualidad una certeza cientifica del
mecanismo exacto de su origen (Osério y col., 2008, Antoine-Moussiaux y col.,
2009). Aunque el mecanismo de desarrollo de anemia no fue investigado en este
estudio, se pueden plantear algunas hipoétesis al respecto. Esta demostrado que
las inmunoglobulinas especificas contra el parasito participan formando
complejos con el antigeno y con el complemento en la superficie de los eritrocitos
conllevando a su secuestro y destruccién por el sistema fagocitico mononuclear
(Kobayashi y Tizard, 1976, Murray y Dexter, 1988; Stijlemans y col., 2007). Esto

coincide con las observaciones hechas por Anosa e Isoun (1980) y Murray y
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Dexter (1988) quienes han demostrado eritrofagocitosis en ovejas infectadas con
T. vivax, concluyendo que la hemdlisis es inmunomediada. De igual forma, una
eritrofagocitosis inespecifica debido a hiperactividad del sistema fagocitico o
fagocitosis especifica de células deterioradas pudera contribuir a la anemia

(Taylor, 1998).

Sin embargo, es de destacar la ausencia en este estudio de formas regenerativas
como respuesta a una anemia hemolitica (reticulocitos), lo cual pudiera sugerir
que también hay una inhibicién de la eritropoyesis, tal como se ha reportado

previamente (Anosa e Isoun, 1980; Facer y col., 1982; Igbokwe y Anosa, 1989).

Estos mecanismos de produccién de anemia tienen una mayor o0 menor
importancia dependiendo de la especie de tripanosoma involucrada. A este
respecto, en infecciones por T. congolense, T. vivaxy T. evansi es de esperarse
una directa alteracién de los eritrocitos como un importante mecanismo en la
produccion de anemia, ya que estos tripanosomas secretan unas enzimas, las
sialidasas, que juegan un rol principal en esta patologia. Estas sialidasas alteran
la superficie de los glébulos rojos, favoreciendo aun mas su fagocitosis (Esievo
y col., 1982; Engstler y Schauer, 1993; Buratai y col., 2006; Antoine-Moussiaux

y col., 2009).

Las diferencias en el grado de anemia encontrado entre los grupos
exoerimentales de este estudio tienen gran importancia en la evaluacion de la
patogenicidad de cada aislado, lo cual conlleva a la mayor o menor posibilidad
de supervivencia y/o capacidad productiva y reproductiva de los animales. Estas

diferencias, ademas de poder ser explicadas debido a posibles divergencias
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genotipicas y fenotipicas de cada uno de los aisaldos evaluados, también
podrian ser analizadas desde el punto de vista de la respuesta inmunitaria del
hospedador, tal como ha sido referido en algunas investigaciones (Naessens,

2006; Stijlemans y col., 2007; Morrison y col., 2010).

Con respecto al numero total de leucocitos, los valores promedios variaron a
lo largo de las infecciones experimentales con los dos aislados de T. vivax,
reflejandose temporalmente disminuciones en el numero de estas células.
Particularmente, los ovinos infectados con el aislado TvMT1 manifestaron
disminucion de sus valores promedios principalmente durante las dos primeras
semanas PI, tiempo en el cual se desarrollaron las primeras ondas de
parasitemia en este aislado. Para el caso de TvLIEM176, se observo la
particularidad en desarrollar variaciones hacia el aumento y disminucién en el
numero leucocitos. Hallazgos similares han sido descritos por Sandoval y col.
(1996) y Valera y col. (2005), quienes reportaron no detectar una verdadera
leucopenia durante la fase aguda y subaguda de la enfermedad, por el hecho de
que los ovinos infectados mostraron valores que siempre oscilaron dentro de los

intervalos considerados como normales para la especie.

Similarmente, en bovinos infectados con T. vivax se ha observado leucopenia, la
cual tiende a coincidir con el desarrollo del cuadro anémico caracteristico de la
enfermedad. Adicionalmente, se ha reportado que la leucopenia va seguida de
leucocitosis. En este sentido, se ha sugerido que la leucopenia en las infecciones
con tripanosomas patdégenos, podria deberse a una masiva leucofagocitosis a

nivel hepatico, como consecuencia del revestimiento de estas células con
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antigenos de los parasitos y pérdidas de precursores a nivel de médula 6sea.
Todo esto podria ser causado por la liberaciéon de factores téxicos por parte de
los tripanosomas, en especial neuraminidasas como las sialidasas las cuales
marcan el acido sialico de los leucocitos y posteriormente son destruidos a nivel

de bazo e higado (Esievo, 1979; Esievo ySaror, 1983).

En este sentido, varios autores han senalado que el criterio de leucopenia se
presenta en concordancia con la primera onda de parasitemia y luego los
leucocitos tienden a retornar a niveles de pre infeccidn o cercanos a ellos. Sin
embargo, es posible que la leucopenia desarrollada contribuya con la
inmunosupresion, con la cual usualmente coexiste la enfermedad (Anosa e

Isoun, 1980; Igbokwe y Anosa, 1989).

Por otra parte, el desarrollo de la pancitopenia se ha sefalado en vacunos
infectados con T. congolense y T. vivax, disminuyendo entre el 30 a 50 % el total
de leucocitos. Ademas de la anemia, puede presentarse también
trombocitopenia. En la mayoria de los casos, la leucopenia se presenta
principalmente debido a disminuciones en los linfocitos y neutroéfilos, la cual es

seguida por una leucocitosis (Murray y Dexter, 1988).

En general, durante toda la fase aguda en las infecciones ovinas con los dos
aislados parasitarios (TvMT1 y TVvLIEM176), la cuenta leucocitaria estuvo por
debajo del grupo control, detectandose incluso una ligera leucopenia en los
animales del grupo inoculado con el aislado TvMT1 el dia 39 PI. Estas
variaciones en el numero total de leucocitos estuvieron acompanadas de

modificaciones también en el nimero de linfocitos. En el caso de los animales
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infectados con el aislado TvMT1, aunque sufrieron leucopenia durante la fase
aguda de la enfermedad, la subpoblacién infocitaria no se vio alterada. Por el
contrario, el aislado TVLIEM176 aunque no afectd el numero total de leucocitos,
produjo una disminucién del numero de linfocitos (linfopenia) entre la semana 2

y 5 Pl.

En infecciones experimentales de ovinos con T. vivax en Brasil, Batista y col.
(2006), sefialaron leucopenia con linfocitosis a partir del dia 30 PI, siendo estos
hallazgos la principal caracteristica del leucograma en esa investigacion. Sin
embargo, otras investigaciones han reportado un marcado aumento en el NTL,
empleando ovejas infectadas experimentalmente con T. congolense,
atribuyéndose estos efectos principalmente a una linfocitosis (Katunguka-

Rwakishaya y col. 1992).

En otros estudios, utilizando bovinos infectados experimentalmente con T. vivax,
los leucogramas reportaron leucocitosis con predominancia de linfocitos,
sugieriendo la capacidad de reaccidén organica del sistema inmunoldgico de
forma eficiente contra el agente invasor (Paiva y col. 2000). Mientras, los
cambios hematoldgicos en las infecciones experimentales en ovejas, empleando
T. evansi, indicaron leucocitosis como resultado de una marcada linfocitosis,
probablemente por la incapacidad de los animales para eliminar los parasitos de
su sistema (Onah y col. 1996). En infecciones de equinos con T. evansi, se ha
reportado leucocitosis debido a la linfocitosis (Rorigues y col. 2005).

Contrariamente, otros estudios han revelado disminucién en el conteo total de
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leucocitos en bovinos infectados experimentalmente con diferentes tipos de T.

congolense (Bengaly y col., 2002).

La disminucion de linfocitos en el presente estudio es concordante con los
hallazgos reportados en varias investigaciones (Anosa e Isoun, 1980; Bengaly y
col.,, 1992; Chamond y col., 2010). La linfopenia podria ser debida a una
despoblaciéon de los nédulos linfoides y la transformacién de los linfocitos en
células plasmaticas. También es posible que la linfopenia que se desarrolla
durante la enfermedad pueda contribuir a la inmunosupresién que usualmente
coexiste con la tripanosomosis (Anosa e Isoun, 1980; Taylor, 1998; Blom-Potar
y col., 2010; Chamond y col., 2010). Sin embargo, es conveniente aclarar que en
lineas generales no existe un patron definido en las variaciones de los glébulos

blancos y sus poblaciones en animales infectados con T. vivax.

No obstante, es importante mencionar que las diferencias descritas en los
valores de parasitemia estan directamente correlacionadas con los niveles de
linfocitos. Aunque en ambos grupos infectados hubo una baja del NTL, no hubo
leucopenia significativa en ninguno de los dos grupos. No obstante, se pudo
demostrar que el aislado TvLIEM176 produjo linfopenia, hallazgo que no pudo
ser detectado en el grupo infectado con el aislado TvMT1. Los bajos niveles de
linfocitos pudieran estar relacionados con la inmunosupresion descrita en la
tripanosomosis (Gardiner, 1989; Taylor, 1998; Taylor y Mertens, 1999). Es
evidente la significancia de un sistema inmunitario funcional en la eliminacién de
los parasitos de la sangre. El rol de los linfocitos y anticuerpos en la disminucién

de la parasitemia ha sido establecida con anterioridad en infecciones de ratones
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con T. brucei rhodesiense (Dempsey y Mansfield, 1983). Estos autores
reportaron que, a medida que aumentaban los titulos seroldgicos de anticuerpos
contra los tripanosomas, los ratones lograban controlar mejor la parasitemia. Sin
embargo, la cinética de aparicidén de anticuerpos relacionada con el primer pico
de parasitemia sugiere que la IgM pudiera ser la responsable de la eliminacion
de los parasitos. También ha sido reportado que una activacion del sistema
fagocitico mononuclear por los tripanosomas no tiene un efecto directo en la

velocidad de eliminacion de los parasitos (Taylor y Mertens, 1999).

En referencia a las proteinas totales, la mayoria de los ovinos infectados con
los dos aislados mostraron disminucién en los valores dentro de los intervalos
normales para la especie. Los animales infectados con el aislado TvMT1
arrojaron resultados de disminucion de PT en la primera semana PI, mientras
que en los ovinos inoculados con TVLIEM176 el descenso comenzo a observarse
en la segunda semana Pl. Consecuentemente, se evidencio una disminucién de
los valores de PT hasta el final de la experimentacién en los animales inoculados
con ambos aislados, sin mostrar valores de recuperacion con respecto a esta

variable.

Las disminuciones significativas en la concentracién de proteinas totales también
son sefaladas por Audu y col. (1999) en infecciones ovinas con T. evansi;
sugiriendo que los mecanismos involucrados en el descenso de las PT serian: el
incremento de la destruccidén de proteinas o pérdida de urea, hemodilucion y
extravasacion de plasma, lo cual pudiera causar edema en los animales

infectados. Por otra parte, se ha reportado hiperproteinemia de variable
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intensidad en equinos infectados naturalmente con T. evansi, probablemente
debido a incrementos en los niveles de inmunoglobulinas (Rodrigues y col.,

2005).

Aunque a través del tiempo se ha considerado que virulencia y patogenicidad
son sinénimos, es importante hacer una distincion entre estos términos. Al
estudiar las interacciones hospedador-patégeno, Casadevall y Pirofski (1999)
han realizado una revision exhaustiva de los conceptos de virulencia y
patogenicidad, ademas de otros conceptos relacionados con las interacciones
hospedador-patégeno (Casadevall y Pirofski, 2000). Estos autores han
propuesto la redefinicion de varios términos en base al dafio producido por un
microorganismo en un hospedador y en funcién de la respuesta inmunitaria del
hospedador, llegando luego a proponer la teoria de la respuesta-dafio dentro del

contexto de la patogénesis de una enfermedad (Casadevall y Pirofski, 2003).

Siguiendo con los conceptos de virulencia y patogenicidad, es comunmente
aceptado que un microorganismo patdgeno es aquel que tiene la capacidad de
causar enfermedad en un individuo. Sin embargo, esta definicion excluye
aquellos microorganismos que no causan una enfermedad clinicamente evidente
en todos los hospedadores. Un problema significante con los conceptos
histéricos es que han sido usualmente dependientes del tipo de agente
patdgeno. Por ejemplo, los conceptos de viruelcnia y patogenicidad derivados
del estudio de enfermedades virales no son necesariamente aplicables a las
enfermedades bacterianas ni a las parasitarias, y viceversa (Casadevall y

Pirofski, 1999, 2000, 2003; Soriano y col., 2006).
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Por esta razén se ha propuesto que un microorganismo patdégeno es aquel que
tiene la capacidad de producir dafio en un hospedador. Esta capacidad viene a
representar a la patogenicidad. En otras palabras, la patogenicidad es la
capacidad de un microorganismo para causar dafio en un hospedador. Bajo este
precepto, un microorganismo patégeno causa enfermedad solamente cuando el
dafo incurrido en el hospedador es suficiente para afectar la homeostasis. El
dafo en el hospedador puede ocurrir como resultado de la acciéon directa del
microorganismo en los tejidos, como resultado de la respuesta inmunitaria del

hospedador o ambos.

Por otro lado, la virulencia ha sido dificil de definir desde el inicio de la teoria de
la enfermedad. De hecho, desde hace mas de medio siglo Watson y Brandly
(1949) concluyeron que no habia un acuerdo entre los investigadores de las
enfermedades infecciosas acerca del significado de la palabra virulencia. Estos
problemas siguen persitiendo hoy en dia debido a que aun existe una importante
confusién acerca de la definicion de este término. El problema radica en que la
virulencia es una propiedad del microorganismo que solamente se puede
expresar en un hospedador susceptible. De esta manera, la virulencia no es una
propiedad independiente, debido a que no puede ser definida
independientemente del hospedador; es decir, mas que wuna variable
independiente, la virulencia es una variable dependiente de la disponibilidad de
un hospedador susceptible y del contexto y naturaleza de la interaccidn

hospedador-patégeno.
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Tomando en cuenta los conceptos anteriores, se puede concluir que la virulencia
no es una caracteristica separada del microorganismo, sino mas bien un
fendmeno complejo y dinamico que incluye aspectos tanto del hospedador como
del patégeno. En conclusion, hoy en dia se considera un término muy relativo, y
frecuentemente esta asociado a “cantidad”, definiéndose de esta manera como
la habilidad de un patdégeno para multiplicarse dentro de su hospedador
(Casadevall, 2007; Casadevall y Pirofski, 1999; 2000; 2001; 2009; Casadevall y

col., 2011; Holzmuller y col., 2008).

Una vez definidos los términos virulencia y patogenicidad, se pudo establecer
que el aislado TvLIEM176 fue el mas virulento, debido a que los niveles de
parasitemia (capacidad para reproducirse dentro de su hospedador) alcanzados
en los animales infectados con este aislado fueron considerablemente mayores
que los niveles alcanzados en los animales infectados con el aislado TvMT1. Por
otra parte el aislado TvMT1 resultd ser el mas patdégeno, cuando se asociaron
los efectos de la infeccidon correlacionados con los principales indicadores
clinicos y hematolégicos, provocando los cuadros clinicos mas severos y las
disminuciones mas significativas en el hematocrito y en la hemoglobina. Se ha
sugerido que la virulencia de los tripanosomas pudiera estar relacionada con el
tipo de variable antigénica (VAT), lo cual se ha demostrado en infecciones
empleando, por ejemplo, T. brucei a través de pasajes sucesivos en animales de
laboratorio, manifestando cambios en los aislados, los cuales van de moderados
a extremadamente virulentos. Mientras, otros aspectos de la virulencia se han
asociado con la capacidad que tiene la membrana subcelular para inducir

inmunosupresion (Anosa y Isoun, 1980; Murray y Dexter, 1988).
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Al realizar el anadlisis de los anticuerpos anti T. vivax, a través de la técnica de
ELISA, se evidencié que los animales comenzaron a ser seroldgicamente
positivos para los aislados TvMT1 y TvLIEM176, a partir del dia 15 y 18 PI,
respectivamente, lo cual coincide con Tizard (2013), quien menciona que los
anticuerpos antiparasitarios son detectados por la técnica de ELISA
aproximadamente cuando termina la segunda semana PIl. Adicionalmente, es
importante destacar que a pesar de que el aislado TvLIEM176 produjo
parasitemias significativamente superiores a las producidas por el aislado
TvMT1, los niveles de anticuerpos expresados a través de los valores de la DO4ps
se comportaron de manera inversa. Es decir, los niveles de anticuerpos fueron
mayores en los animales inoculados con el aislado TvMT1, lo cual pudiera ser

explicado por varias razones.

Por una parte es bien documentada la diferencia en la intensidad de la respuesta
inmunitaria de distintos aislados de tripanosomas tal cual lo reportan Bengaly y
col. (2002), quienes consiguieron diversas respuestas patogénicas en ganado
vacuno infectado con tres tipos diferentes de Trypanosoma congolense. Ademas
de lo anterior se ha demostrado que T. vivax, al igual que otros tripanosomas
pertenecientes a la seccion salivaria presentan variacion antigénica, la cual es la
capacidad que tienen las poblaciones de estos parasitos de variar el repertorio
de VSG durante la infeccion, evadiendo de esta manera la respuesta inmunitaria
de los animales infectados. En tal sentido, la variacién antigénica permite al
parasito subsistir en la sangre de su hospedador conduciendo de esta manera a
la cronicidad de la infeccion y aumentando la probabilidad de transmision de los

hemogflagelados a nuevos hospedadores (Gardiner y col. 1996). Sin embargo,
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también es importante tomar en cuenta que durante la tripanosomosis es comun
una inmunosupresion del hospedador (Nantulya y col., 1992, Taylor, 1998; De
Baetselier y col., 2001). En algunas ocasiones la inmunosupresion es especifica,
involucrando solamente la respuesta al parasito; en otras, la inmunosupresion es
generalizada en los animales infectados, caracterizada por una disminucion en
la proliferacion de células T y produccion de citocinas (Taylor, 1998; Taylor y

Mertens, 1999).

Es de hacer notar que el aislado TvLIEM176 aunque produjo mayores
parasitemias que el aislado TvMT1, también fue el produjo un mayor efecto en
la disminucién de la poblacién de linfocitos y asi mismo menores niveles de
anticuerpos medidos a través de la técnica de ELISA. Aunque su causa no fue
investigada de manera precisa en el presente estudio, se podria especular que
este aislado (TvLIEM176) pudo haber tenido un efecto inmunosupresor mayor
que el otro aislado. Por su parte, el aislado TvMT1 podria ser considerado mas
antigénico que el aislado TvLIEM176, ademas de tener un menos efecto

inmunosupresor sobre los animales infectados.

En inmunologia se estima que a mayor desafio inmunogénico, en este caso seria
gran cantidad de parasitos en sangre, deberia existir una mayor estimulacién del
sistema inmunoldégico (Tizard, 2013) por lo que a mayor cantidad de
tripanosomas circulantes, deberia haber mayor respuesta humoral; sin embargo,
en el caso de la presente investigacion, el aislado TvLIEM176 resulté ser menos
inmunogénico que el aislado TvMT1. La inmunobiologia de la infeccién con

tripanosomas africanos representa un panorama muy complejo e interesante,

189



Discusion

rompiendo el paradigma descrito anteriormente. En este caso, la respuesta
inmunoldgica depende de muchos factores y no solamente de la cantidad de
antigeno (parasitemia), especialmente cuando se evaluan parasitos que son
organismos vivos multiantigénicos. Algunos de estos factores pueden ser la
presentacion de los antigenos, el tipo de células que entran en el juego para el
reconocimiento de estos antigenos y el patrén de liberacién de citoquinas, lo cual
trae como resultado la respuesta inmunoldgica responsable de la eliminacion de

los parasitos (Mansfield y col., 2014).

De hecho, los resultados presentados aca son coincidentes con algunos
hallazgos en la respuesta de niveles de anticuerpos de diferentes aislados de T.
evansi (Queiroz y col., 2001), donde se ha reportado que no existe una
correlaciéon entre los titulos serolégicos (medidos a través de
inmunofluorescencia indirecta) y la dosis de desafio utilizada para infectar ratas
con esta especie. Sin embargo, en estudios hecho sobre infecciones
experimentales de ratones con T. brucei gambiense (Holzmuller y col., 2008), los
niveles de parasitemia han demostrado ser mucho mas afectados por los
diferentes patrones de virulencia de los aislados, lo cual podria explicar las
diferencias vistas en el presente estudio. Al igual que T. evansi, T. vivax es
considerado como una especie homogénea (Duffy y col., 2009; Tait y col., 2011;
Garcia y col., 2014) considerandose incluso que la diversidad genética existente
en T. vivax es limitada, lo cual es compatible con una reproduccion de tipo clonal
en el continente americano (Garcia y col., 2014). A pesar de su homogeneidad,
en la presente investigacion se observaron diferencias importantes en los

patrones de virulencia y patogenicidad de los dos aislados de T. vivax utilizados.
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Esto pudiera relacionarse con una investigacion sobre la morfologia comparativa
de cinco aislados venezolanos de T. vivax (entre ellos, los dos usados en esta
investigacion), donde se demostré que existia variabilidad y heterogeneidad en
el tamano de los aislados (Gomez-Piferes y col., 2014). Por esta razén, no debe
descartarse la posibilidad que la variabilidad entre estos aislados afecte los
patrones de virulencia y/o patogenicidad y por consiguiente los niveles de

anticuerpos producidos por el hospedador.

Ademas, se ha demostrado que existe poca evidencia de activacion linfocitaria
en infecciones experimentales de bovinos con T. vivax y T. congolense,
existiendo una disminucién en los niveles de anticuerpos, lo cual podria ser un
reflejo del agotamiento de la respuesta inmune policlonal o del estado de
inmunosupresion que mantienen los animales infectados (Tabel y col., 1981).
Por su parte, en infecciones de dos cepas diferentes de ratones con T. brucei
rhodesiense, se ha encontrado que en la cepa de ratones donde se presentaron
mayores parasitemias hubo menores titulos de anticuerpos, mientras que en la
cepa de ratones donde las parasitemias fueron mas bajas, la cantidad de

anticuerpos fueron altos durante todo el estudio (Finerty y col., 1984).

Estas diferencias en los niveles de anticuerpos en los animales infectados por
ambos aislados, pudieran estar directamente vinculadas con la capacidad de
reproducciéon del parasito (virulencia) y su capacidad de producir
inmunosupresion (una expresion de su patogenicidad). Empero, el control de la
poblacion de los tripanosomas no debe ser analizado solamente desde el punto

de vista del hospedador, sino que también las diferencias genémicas y post-
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gendmicas que pudieran existir entre los diferentes aislados deben ser

consideradas (Morrison y col., 2010; Gémez-Piferes y col., 2014).

Por otra parte, histéricamente siempre se ha pensado que el control de las
parasitemias es completamente mediado por los anticuerpos anti-VSG
(glicoproteinas variables de superficie). Sin embargo, este paradigma ha ido
cambiando en vista de nuevos trabajos que demuestran por una parte, que
ratones knockout (KO) del gen IFN-y, son idénticamente susceptibles a aquellos
con delecion del sistema de inmunidad adaptativa y por otra parte, estos ratones
KO IFN-y, presentaron igualmente anticuerpos anti-VSG que ratones
genéticamente enteros (Hertz y col., 1998; Mansfield y col., 2014). Esto ha
permitido postular que la activacion de los macréfagos por el IFN-y permite la
secrecion de factores parasiticidas tales como el nitrégeno reactivo intermedio
(RNI por sus siglas en inglés), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), que estan
directamente asociados a la resistencia de ratones a T. brucei rhodesiense y este
fendmeno es independiente a la cantidad de anticuerpos anti-VSG (Mansfield y

col., 2014).

Aunque estos estudios no han sido realizados en T. vivax, se puede inferir que
la observacion esperada de mayor parasitemia, mayor titulos de anticuerpos, es
realmente al revés, debido a que quizas el aislado que logre modular mejor la
respuesta inmunoldgica del hospedador a su favor (en la presente investigacion

fue TVLIEM176), inhibiendo la produccién de los factores tripanoliticos como RNI,
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TNF-a y ROS, podra colonizar mejor la sangre del ovino infectado, lo que se

pudiera traducir en mayor virulencia.

5.2.- Estudio proteémico de los dos aislados de T. vivax con diferente

virulencia y patogenicidad

Con la intencion de controlar la tripanosomosis bovina, se han desarrollado
varios métodos de control, aunque el uso de drogas tripanocidas sigue siendo el
principal método utilizado. Debido a la permanente aparicion de cepas de
tripanosomas resistentes a drogas, se han intensificado las investigaciones para
métodos alternativos de control. Entre estas medidas, el desarrollo de una
vacuna ha sido impedido por la existencia de las VSG, lo cual probablemente
seguira frustrando este proyecto por muchos afos (Pays, 2006). Por otro lado,
la uitlizacion de razas tripanotolerantes representa una real esperanza para el
desarrollo de ganado con produccién mas eficiente en zonas endémicas a la

tripanosomosis.

Debido a que la completa eliminacion del parasito del organismo es imposible
por la presencia de las VSG, estos animales que muestran cierta habilidad para
limitar las consecuencias de la infeccion (tripanotolerancia) son entonces
favorecidos a través de un proceso de seleccion natural. Por esta razoén, el
novedoso concepto de una vacuna antienfermedad ha ganado popularidad
desde su introduccion décadas atras por Playfar y col. (1990) en la lucha contra
la malaria. En el contexto de la tripanosomosis, el objetivo de tal vacuna ya no
seria una rapida eliminacion del parasito sino mas bien neutralizar los efectos

patolégicos de los tripanosomas.
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Ademas, cuando la quimioterapia clasica falla o es poco sostenible, tratamientos
de soporte pudieran estar contemplados, los cuales irian encaminados a
contrarrestar parte de la patogénesis. Para estas llamadas "estrategias anti-
enfermedad," se necesita un conocimiento preciso de las interacciones
hospedador-parasito y de los factores parasitarios implicados en la patogénesis.
Antoine-Moussiaux y col. (2009) realizaron una revision profunda sobre algunos
productos biolégicamente activos de los tripanosomas que estan implicados en
la patogénesis de la enfermedad. El estudio de estos factores comienza por el
conocimiento del “dialogo” que ocurre en la interaccion hospedador-patégeno,

para lo cual las técnicas protedmicas representan la mejor alternativa hoy en dia.

La utilizacién de la electroforesis diferencial en doble dimension (2D-DIGE) para
el estudio de los aislados TvMT1 y TvLIEM176 permitié la identificacion de
algunas proteinas que son comunes en los dos aislados de T. vivax, pero que
tienen expresion diferencial entre los mismos. Ademas, es muy importante
recalcar que en el DIGE se utilizé también un aislado de T. evansi para
seleccionar aquellas proteinas que tuvieran una minima expresion en esta ultima

especie.

Al analizar la Figura 20 y la Tabla 26, se puede observar que algunas proteinas
fueron detectadas en mas de un spot, lo cual indica que se estan consiguiendo
diferentes isoformas de la misma proteina debido a modificaciones
postraduccionales. Es decir, las mismas secuencias polipeptidicas pero con
algunas modificaciones postranscipcionales que alteran el pl o el PM de la

proteina, cambiando la proteina per se. Las principales modificaciones
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postraduccionales que se pueden conseguir en estos casos son la fosforilacion,
modificando el pl de la proteina y la glicosilacion, modificando el PM de la misma

(Rabilloud y col., 2010; Rabilloud y Lelong, 2011).

Cuando se analizaron las proteinas y su nivel de expresidn para cada aislado se
obtuvo informacién muy importante, ya que esto permitio clasificarlas de acuerdo
a sus propiedades, estableciendo 4 grupos de proteinas: candidatas a vacunas
0 asociadas con inmunoproteccion, asociadas a virulencia y/o patogenicidad,
posibles blancos terapéuticos y candidatas para diagnéstico o con gran
antigenicidad e inmunogenicidad. Esta clasificacion fue realizada de acuerdo a
la revision en la literatura (Wang y Hewick, 1999; De Groot, 2006; Latterich y col.,
2008; Silberring y Ciborowsky, 2009; Bumann, 2010; Cuervo y col., 2010), pero
debido al conocimiento que se tiene de la fisiologia de estos parasitos y de sus
requerimientos para defenderse de los mecanismos de ataque del hospedador,
estos grupos no son restrictivos. Por esta razoén, al profundizar un poco sobre
estas propiedades y algunas de las funciones mencionadas anteriormente, se
encontrara que una misma proteina puede tener mas de una propiedad,

evidenciandose la multifuncionalidad de la mayoria de ellas.

La clasificaciéon se realizé de la siguiente manera:

Proteinas candidatas a vacunas (Proteinas  asociadas a

inmunoproteccion):

a) Con mayor expresioén en el aislado TvLIEM176:
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Proteina de choque térmico 70 o HSP70 (Spots 1979, 1986), Proteina 78
regulada por glucosa (spot 1986), Proteina paraflagelar 3 o PAR3 (Spot 559),

Alfa tubulina (Spots 1919, 1979), Beta tubulina (Spots 1919, 1979, 1986).

b) Con mayor expresion en el aislado TvMT1:

Proteina rod paraflagelar 1 de 73 kDa o PFR1 (Spots 1903, 1906), Piruvato

quinasa (Spot 758).

c) Con igual expresién para ambos aislados:

Tryparedoxin peroxidasa (Spot 1552), Proteina rod paraflagelar 2 o PFR2 (Spot
602), Proteina mayor rod paraflagelar (Spot 602), GADPH (Spot 1969), Fructosa-

bifosfato aldolasa (Spot 985).

Proteinas asociadas a virulencia y/o patogenicidad:

a) Con mayor expresioén en el aislado TvLIEM176:

ADN helicasa semejante a RuvB (Spot 1979), Arginina quinasa (Spot 1919),
Proteina del complejo T, subunidad Theta (Spot 1986), Alfa tubulina (Spots 1919,

1979), Beta tubulina (Spots 1919, 1979, 1986).

b) Con mayor expresion en el aislado TvMT1:

ATP sintetasa vacuolar (Spot 1906).

c) Con igual expresién para ambos aislados:

Tryparedoxin peroxidasa (Spot 1552), GADPH (Spot 1969), Factor de elongacion

1 alfa (Spot 845).
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Proteinas posibles blancos terapéuticos:

a) Con mayor expresioén en el aislado TvLIEM176:

Arginina quinasa (Spot 1919), Alfa tubulina (Spots 1919, 1979), Beta tubulina
(Spots 1919, 1979, 1986), Proteina de choque térmico 70 o HSP70 (Spots 1979,

1986).

b) Con mayor expresion en el aislado TvMT1:

Proteina del complejo-T 1, subunidad alfa (Spot 758), Glicerol quinasa (Spot 793)

Inosin-5’-monofosfato deshidrogenasa o IMPDH (Spot 793).

c) Con igual expresién para ambos aislados:

Tryparedoxin peroxidasa (Spot 1552), GADPH (Spot 1969).

Proteinas Candidatas para diagndstico (antigenicidad e inmunogenicidad):

a) Con mayor expresioén en el aislado TvLIEM176:

Proteina de choque térmico 70 o HSP70 (Spots 1979, 1986).

b) Con mayor expresion en el aislado TvMT1:

Piruvato quinasa (Spot 758).

c) Con igual expresién para ambos aislados:

GADPH (Spot 1969).
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Por esta razén, se ird haciendo una revision de las proteinas mas importantes y

de las que existe mayor informacién acerca de su multifuncionalidad.

5.2.1.- Proteinas de choque térmico

Las proteinas pertenecientes a la familia HSP70 (Heat shock protein 70) son
componentes centrales de muchos procesos celulares fundamentales,
incluyendo empaquetamiento y ensamblaje de proteinas posterior a su sintesis,
traslocacién a través de membranas de proteinas secretorias, degradacion
proteolitica, entre otras, y para realizar funciones especificas requieren de la
accién coordinada de chaperonas, como por ejemplo HSP90. A través de estas
interacciones, estas chaperonas estan involucradas en sefales de transduccion,
regulacion del ciclo celular, diferenciaciéon y muerte celular programada. Este
grupo de proteinas constituye uno de los mas conservados en todos los
organismos y se encuentra localizado en una variedad de compartimientos
celulares como el citoplasma, reticulo endoplasmatico, mitocondria y
cloroplastos (Folgueira y Requena, 2007). Particularmente en los
tripanosomatideos, los miembros de esta familia estan localizados en el
citoplasma (cy-hsp70), en mitocondria (mt-hsp70) y en reticulo endoplasmatico

(grp78) (Krautz y col., 1998).

Las HSP70 son bien conocidas por su inmunogenicidad en muchas infecciones
parasitarias, tales como leishmaniasis, malaria, shistosomiasis y oncocercosis.
Son proteinas altamente abundantes y aun cuando son bastante similares a sus
homodlogas humanas debido a su alta conservacidn, poseen muchos

determinantes extrafios que inducen una fuerte respuesta inmune humoral y
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celular durante la infeccion. En estudios realizados en T. cruzi se han detectado
anticuerpos anti HSP70 en sueros de pacientes con infeccidén cronica (Krautz y

col., 1998; Flechas y col., 2009).

A pesar de su alto grado de conservacion en eucariotas y procariotas, las
proteinas de choque térmico 70 son altamente antigénicas y al menos dos
miembros de esta familia han sido propuestos como candidatos para diagndstico
de la tripanosomosis en animales. Una HSP70 mitocondrial de T. congolense
podria tener un potencial diagnéstico ya que se ha demostrado que provoca la
produccion de anticuerpos en ratones infectados (Bannai y col., 2003). Ademas,
el principal antigeno invariante reconocido por bovinos infectados con T.
congolense es una proteina de la familia de las HSP70, la proteina 78 regulada
por glucosa (GPR78), también llamada proteina de unién luminal (BiP) (Authié y
col., 1993; Boulangé y Authié, 1994). La BiP de T. congolense esta
estrechamente relacionada con otros miembros de la subfamilia de las BiP y
tiene poca homologia con la HSP70 mitocondrial descrita por Bannai y col.
(2003). La antigenicidad de la HSP70/Bip de los tripanosomas en el hospedador
mamifero parece resultar de un tramo C-terminal de 40 amonoacidos el cual es
especifico para el género Trypanosoma. Homdélogos de BiP han sido reportados
en T. brucei y T. vivax (Boulangé y col., 2002; Bangs y col., 1993; Boulangé y

Authié, 1994).

En kinetoplastidos, el primer homaologo de BiP fue caracterizado en T. brucei por
Bangs y col. (1993), quienes demostraron que esta proteina estaba localizada

especificamente en el reticulo endoplasmatico de este tripanosoma. Poco tiempo
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después, la homdloga en T. cruzi, llamada GRP78, fue también caracterizada
(Tibbetts y col., 1994); y posteriormente la caracterizacién de un homélogo en L.
donovani, igualmente llamada GRP78, también ha sido reportada (Jenseny col.,

2001).

En los proteomas evaluados en esta investigacion, la expresion de la HSP70 y
la proteina 78 regulada por glucosa (GRP78) fue observada en el aislado
TVvLIEM176, el cual se considera el aislado mas virulento de los dos estudiados,
debido a los altos niveles de parasitemia presentados, lo cual hace suponer que
estas proteinas pudieran actuar como agentes inmunomoduladores en el
hospedador, y/o igualmente fungir como factor de virulencia para T. vivax. Las
proteinas de choque térmico han sido descritas como antigenos
inmunodominantes en muchos procesos autoinmunes, infecciosos y tumorales.
Probablemente, la abundancia y conservacion de estas proteinas contribuye a
que sean unos blancos tan atractivos para el sistema inmunitario. lgualmente su
actividad inmunomoduladora las convierten en candidatas a ser utilizadas como
adyuvantes de vacunas (Rico y col., 1999; Planelles y col., 2001). Igualmente,
siendo la HSP70 y la GRP78 antigénicas e inmunogénicas, son consideradas
hoy en dia como unas proteinas potenciales para el diagnéstico (Cooley y col.,
2008; Bossard y col., 2010). En el caso especifico de la GRP78, Jensen y col.
(2001) lograron proteccion de ratones ante el desafio con L. major, por lo que es
razonable considerar que esta proteina tiene el potencial para ser utilizado como

vacuna.
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En los parasitos, la respuesta de choque térmico juega un papel fundamental
durante la invasion al hospedador, donde el aumento en la producciéon de HSP
por parte del parasito se correlaciona con un incremento en su infectividad y
patogenicidad. En infecciones producidas por parasitos como Leishmania,
Trypanosoma, Plasmodium, Giardia, Schistosoma y por algunos hongos
patdbgenos como Candida o Histoplasma, se han encontrado HSP de los
parasitos. Durante la invasion, los parasitos experimentan un cambio de
temperatura que va desde los 22-28 °C en el vector transmisor hasta los 37 °C o
mas del hospedador mamifero. Es de suponer que no solo deben adaptarse al
aumento de temperatura sino también a las diferentes condiciones del medio,
como son el potencial redox (potencial 6xidorreduccidén) y la presencia o
ausencia de nutrientes y hormonas (Van der Ploeg y col., 1985; Maresca y

Carratu, 1992).

Por otro lado, el parasito también se enfrenta a mecanismos de resistencia
natural del hospedador como la fagocitosis, y dentro del fagocito a los productos
oxidativos y las enzimas lisosomales. Puesto que los parasitos sufren un
repentino y drastico cambio de la temperatura ambiental tras la infeccion, donde
no hay tiempo de desarrollar la termotolerancia, la expresién constitutiva de las
HSP, preadapta al parasito a las condiciones del hospedador mamifero, pero
durante la respuesta de choque térmico, el parasito induce rapidamente los
genes HSP, incrementando su sintesis e inhibiendo la de la mayoria de las

proteinas (Folgueira y Requena, 2007).
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En tripanosomatideos como Leishmania, estos genes estan implicados en la
diferenciacion de promastigotes a amastigotes (Van der Ploeg y col., 1985). La
HSP70 es una de las HSP que participa en la proteccion de los eventos de
splicing de los precursores policistronicos de ARNm, asi como en la prevencién

de la desnaturalizacién protéica debida a las altas temperaturas.

Recientemente, Evans y col. (2010) han propuesto que debido a la complejidad
de las funciones realizadas por las HSP70 en las enfermedades, podria ser una
buena estrategia inhibir o re-dirigir las funciones moleculares de estas
chaperonas con agentes quimicos, sugiriendo como via prioritaria la modulacién
de su actividad ATPasa. En parte, este entusiasmo por las HSP70 como blancos
terapéuticos se debe al éxito que se ha tenido con otras chaperonas, tales como
la HSP90 (Powers y col., 2009). Sin embargo, hay muchas cuestiones aun sin
resolver antes que las HSP70 sean consideradas completamente como blancos
terapéuticos validos. Por ejemplo, existen investigaciones acerca de las
funciones in vitro de las HSP70 (actividad ATPasa, sefiales anti-apoptéticas,
plegamiento proteico, entre otras), pero las relaciones entre cualquiera de estas
funciones y el rol de las chaperonas HSP70 in vivo no estan claras aun. Ademas,
en cuanto a los compuestos utilizados hasta la fecha, hay mucha falta de
informacion sobre su selectividad, por lo que parece probable que alguno de
estos compuestos produzca su efecto por mas de una via lo cual podria excluir

a las HSP70 como el blanco terapéutico especifico.

Por otra parte, la familia de las HSP60, también llamadas chaperoninas, se

encuentran en la mitocondria. La principal funcion de las chaperoninas es

202



Discusion

secuestrar polipéptidos desplegados, ayudar en su plegamiento y prevenir su
agregacion molecular (Hartl y Hayer-Hartl, 2002; Folgueira y Requena, 2007). Su
primera caracterizacion en kinetoplastidos fue hecha en T. cruzi por De Marval y
col. (1993), y se determiné que su localizacion es en la matriz mitocondrial
(Sullivan y col., 1994). Posteriormente, la HSP60 de T. brucei fue caracterizada
y se preparé un anticuerpo monoclonal, a través del cual se demostr6é que esta
proteina es de dos a cuatro veces mas abundante en las formas prociclicas (en
los insectos) que en los tripomastigotes sanguineos (en los hospedadores
mamiferos). La mayor expresién de la HSP60 en las formas prociclicas (las
cuales contienen mitocondrias completamente activas) sugiere que la expresion
de estas proteinas esta adaptada a la funciéon mitocondrial del parasito (Bringaud
y col., 1995). Una HSP60 de L. major fue clonada y mostré ser un prominente

antigeno en pacientes con leishmaniasis (Rey-Ladino y col., 1997).

En los proteomas de T. vivax analizados en este estudio, la HSP60 fue
expresada por ambos aislados con una leve diferencia (mayor en TVvLIEM176)
en el aislado mas virulento. Sin embargo, debido a la falta de informacion acerca
de las propiedades de esta proteina, seria casi imposible especular el significado

de esta expresion.

Dentro de la familia de las HSP60 o chaperoninas también se encuentran las
proteinas del complejo T 1 o TCP1 (por su nombre en inglés, T-complex protein
1), las cuales tienen en su estructura cuaternaria una distintiva forma de anillo
(Ellis y van der Vies, 1991). La principal funciéon de estas chaperoninas consiste

en el modelamiento y plegamiento de las tubulinas a y B, siendo necesarias para
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el normal funcionamiento de estas ultimas (Liang y MacRae, 1997). Sin embargo
se ha propuesto que las tubulinas no son los unicos substratos importantes de la
TCP1 y se conoce poco de las funciones de sus diferentes formas (TCP-1a, TCP-

1B, TCP-1¢, TCP-10 y TCP-1y).

En los proteomas de ambos aislados de T. vivax fueron detectadas las proteinas
del complejo T 1; encontrandose en el aislado TVLIEM176 mayor expresion de
la subunidad theta (8); y en el aislado TvMT1 mas expresada la subunidad alfa
(a). Este hallazgo contrasta con los resultados reportados por Grébaut y col.
(2009), quienes compararon la expresion de proteinas de secrecidén entre dos
aislados de T. congolense que tenian diferencias en su virulencia y
patogenicidad, encontrando que la subunidad theta estaba asociada con baja
virulencia. En el caso de la presente investigacion, la subunidad theta fue
mayormente expresada en el aislado considerado mas virulento (TVvLIEM176),
por lo que se puede suponer que en T. vivax, a diferencia de T. congolense, esta
proteina podria ser un marcador de virulencia. Por otra parte, la subunidad alfa
ha sido también reportada en T. evansi por Parra (2011) y en T. brucei
gambiense por Geiger y col. (2010), quienes tampoco encontraron relacién de
esta proteina con virulencia ni con patogenicidad. Es conveniente destacar que
en la presente investigacién la subunidad alfa se expres6 mayormente en el
aislado considerado mas patdégeno (TvMT1), por lo que se consideraria un

marcador de patogenicidad en T. vivax.

Algunas de estas moléculas, bajo condiciones de estrés, son capaces de

prevenir la desnaturalizacion de las proteinas mientras que otras pueden disociar
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agregados proteicos, reensamblar monémeros o dirigir la destruccion proetolitica
(Liang y MacRae, 1997). Dada esta funcion, las TCP-1 se convierten en un
atractivo blanco para el disefio de drogas tripanocidas. El disefio de drogas
efectivas dirigidas hacia componentes del citoesqueleto del parasito o hacia
moléculas cooperadoras en su ensamblaje, conllevaria a la disminucién tanto de

la vitalidad como de la proliferacion de las formas circulantes en el hospedador.

5.2.2.- Proteinas de la barra paraflagelar (Rod paraflagelar)

El los tripanosomas, el flagelo es una estructura vital no solo para la motilidad
del parasito y por ende para su supervivencia, sino también para la morfogénesis
celular, division celular, evasion de la respuesta inmune, infeccion y patogénesis
(Ralston y col., 2009; Cuervo y col., 2010; Koyfman y col., 2011) y hoy por hoy
es considerado un importante factor de virulencia y blanco terapéutico (Ginger y
col.,, 2008). A todo lo largo del flagelo, corre una estructura estrechamente
relacionada, llamada la barra paraflagelar, la cual es uno de los pocos
componentes Unicos que caracterizan a los kinetoplastidos y ha sido motivo de
muchas especulaciones desde su descubrimiento en 1962 (Vickerman, 1962).
La barra paraflagelar de los tripanosomatideos es una estructura compleja,
trilaminar, semejante a un enrejado con unos dominios proximal, medio y distal
bastante definidos, la cual se encuentra fijada a través de proteinas al cuerpo del

protozoario.

A través de estudios con anticuerpos monoclonales y estudios protedmicos se
han identificado mas de 40 proteinas de la barra paraflagelar (Bastin y col., 1998;

Broadhead y col., 2006; Portman y col.,, 2009). Entre ellas, la proteina rod
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paraflagelar 1 o PFR1 (73 kDa) y la proteina rod paraflagelar 2 o PFR2 (69 kDa)
son los principales componentes estructurales de la barra paraflagelar (Deflorin

y col., 1994; Gadelha y col., 2004).

La proteina PFR1 es uno de los principales componentes estructurales del
flagelo de los tripanosomas y ha sido identificado como un complejo formado por
filamentos que se expresa en todos los estadios de este protozoario donde se
encuentra presente el flagelo (Michailowsky y col., 2003). Esta proteina ha sido
identificada como un blanco atractivo capaz de generar una respuesta inmune
protectiva contra algunas especies de tripanosomas. También se ha descrito que
la PFR2 tiene potencial como vacuna contra infecciones causadas por
Leishmania mexicana (Saravia y col., 2005), dado que la vacunacién con PFR2-
DNA retarda la aparicion o reduce significativamente las lesiones en hamsteres.
Ademas, las proteinas paraflagelares no tienen homologia en secuencia de
aminoacidos, similaridad ultraestructural ni reactividad cruzada con la tubulina,
actina o ninguna otra proteina presente en las células de los mamiferos

(Michailowsky y col., 2003).

Estos hallazgos de que las proteinas paraflagelares pudieran servir como
potenciales candidatos a vacunas fueron confirmados también en T. cruzi, donde
la inmunizacién de ratones produjo una respuesta protectiva contra la infeccién
experimental con este protozoario, aumentando la expresion de IL-2 e IFN-y
(Morell y col., 2006) y disminuyendo la parasitemia considerablemente (Luhrs y

col., 2003). Asi mismo, en T. evansi se ha demostrado que la PFR1 y la PFR2
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son esencialmente antigénicas e inmunogénicas, existiendo una gran homologia

entre ambas (Abdille y col., 2008a; 2008b).

Se ha determinado que la inmunizacion con PFR purificada a partir de
epimastigotes de T. cruzi genera una proteccion completa en ratones (Portman
y Gull, 2010). Particularmente en esta especie de tripanosoma, la PFR ha sido
descrita como un antigeno intracelular que esta asociado a una estructura
(flagelo) que solo esta presente en las formas extracelulares y no en los
amastigotes intracelulares. Sin embargo, se ha encontrado que sueros de
humanos y animales infectados con el parasito son capaces de reconocer a la

PFR.

En L. mexicana se ha sugerido que esto podria ocurrir tras la degradacion del
flagelo durante la transicion de promastigote a amastigote (Saravia y col., 2005).
Sin embargo, es importante recordar que en T. vivax no existe ninguna forma
evolutiva intracelular ni carente de flagelo, por lo que es légico suponer que no
se pueden seguir las mismas reglas en esta especie que en otros
tripanosomatideos. Ademas de lo anterior y considerando el hallazgo de las
proteinas paraflagelares en los aislados estudiados en esta investigacién, seria
interesante evaluar el papel real que ellas juegan en la virulencia y patogenicidad

de T. vivax, ademas de su posible utilizacion en la inmunizacion.

Ademas de potenciales candidatos a vacunas, recientemente las proteinas
paraflagelares han cobrado interés especial como posibles blancos terapéuticos

(Ralston y Hill, 2008; Portman y Gull, 2010; Hughes y col., 2012).
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5.2.3.- Tubulina

Los microtubulos son proteinas del citoesqueleto que estan presentes en todas
las células eucariotas y son especialmente abundantes en los tripanosomatideos
(Rasooly y Balaban, 2004; Liy col., 2007). Estan compuestos de tubulina y otras
proteinas asociadas a los microtubulos. La tubulina es un constituyente
fundamental del citoesqueleto de los kinetoplastidos, de la maquinaria de division
celular y de los organelos maéviles (Gull, 2001). Hay una gran familia de proteinas
de tubulina pero el heterodimero a/p es el material esencial para la construccién
del citoesqueleto de microtubulos (McKean y col., 2001; Jackson y col., 2006).
Los parasitos tripanosomatideos poseen una amplia gama de microtubulos
citoplasmaticos, mitéticos y flagelares y reciente evidencia sugiere que la
expresion de la tubulina varia ampliamente durante el ciclo de vida de
Trypanosoma spp. y Leishmania spp., posiblemente debido a la variacion de la
demanda relativa de estas estructuras (Coulson y col., 1996; Gonzalez-Pino y
col., 1999). De hecho, en algunas especies, diferentes isoformas de tubulina
pueden tener perfiles de expresion especificos relacionados con el ciclo de vida
parasitaria, por ejemplo, L. mexicana tiene una isoforma de -tubulina Unica para
la fase de amastigote encontrado dentro de los macréfagos humanos (Bellatin y

col., 2002).

Se ha demostrado en T. brucei que a y B tubulina comparten regiones
antigénicas homodlogas, presumiblemente correspondientes a una regién de
aproximadamente 40% de sus aminoacidos que son homodlgos entre ellas

(Woods y col., 1989).
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En el presente estudio se encontraron diferentes isoformas de ambas tubulinas,
hecho demostrado por la identificacién de estas proteinas en diferentes spots
(variaciones en su peso molecular y/o punto isoeléctrico). Es bien sabido que
cada una de las dos tubulinas pueden estar codificadas por uno o por varios
genes (familias de genes), produciendo tubulinas idénticas o no idénticas.
Incluso la deteccidn de diferentes isoformas mediante métodos electroforéticos
pudiera significar diferentes isoformas debido a diferentes secuencias de
aminoacidos o debido a modificaciones postranscripcionales (Schneider y col.,

1987).

En general se conoce muy poco de la real significancia que pudieran tener estas
modificaciones. Se ha postulado que la generacion de distintas isoformas esta
intimamente ligada a la cinética de los microtubulos de ensamblaje; sin embargo
su verdadera importancia pudiera estar en el pool de la tubulina no polimerizada.
Segun esta hipotesis, las isoformas proporcionarian un medio por el cual el
parasito podria dividir la tubulina en subgrupos de diferente importancia con
respecto a algunas propiedades tales como ensamblaje, regulacion o
degradacion. Aunque existe poca evidencia para apoyar dicha afirmacion debe

seguir siendo una posibilidad (Sasse y Gull, 1988).

Debido a su imprescindible rol en la organizacién celular y del citoesqueleto, en
los ultimos afios se han realizado algunas investigaciones procurando utilizar a
las tubulinas de los kinetoplastidos como importantes blancos terapéuticos,

bloqueando su funcién tal y como se ha venido haciendo en el tratamiento de
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algunas formas de cancer y en las helmintosis (Werbovets y col., 2003; Yakovich

y col., 2006; Morgan y Werbovets, 2008).

Por otra parte, debido a su gran antigenicidad, su uso como potenciales vacunas
ha resultado en algunos éxitos relativos que deben ser considerados al estudiar
estas proteinas. Lubega y col. (2002) demostraron que ratones vacunados con
tubulina nativa purificada de T. brucei tuvieron proteccion contra infecciones de
T. brucei, T. congolense y T. rhodesiense. Igualmente, Li y col. (2007)
inmunizaron ratones con una beta tubulina recombinante de T. evansi lo cual
produjo proteccion contra desafios experimentales de T. evansi, T. equiperdum
y T. b. brucei. Aunque estos estudios confirman que la tubulina por si sola es
suficiente para inducir una respuesta inmune protectiva, en ninguno de los
ensayos se determiné con certeza cual componente exacto de la proteina es la
que tiene dicha propiedad ni quedo claro el mecanismo por el cual es inducida

esta proteccion.

Hay que recordar que la tubulina es un antigeno interno (subcelular) por lo que
cuesta comprender como induce una inmunidad protectiva. Sin embargo, hay
suficiente evidencia que algunos de estos antigenos subcelulares, en su forma
pura, inducen una respuesta inmune fuerte y protectiva. Aunque las células del
sistema inmunitario pudieran no tener acceso a ellos, los anticuerpos que
inducen pudieran ser internados a la célula por mecanismos aun no

comprendidos (Balaban y col., 1995).

En la presenta investigacién, tanto la alfa como la beta tubulina tuvieron una

mayor expresion en el aislado TvLIEM176, considerado el mas virulento de los
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dos estudiados, por lo que es comprensible la sospecha de que estas proteinas
pudieran ser sefaladas como marcadores de virulencia para T. vivax. Estos
resultados coinciden con los reportados por Grébaut y col. (2009), quienes al
estudiar proteinas secretadas de dos aislados de T. congolense con diferencias
en su virulencia y patogenicidad, encontraron que ambas tubulinas tuvieron una
alta correlacion con la virulencia, teniendo una expresion significativamente

mayor en el aislado mas virulento.

5.2.4.- Arginina Quinasa

Los sistemas ATP basados en fosfagenos (fosfocreatina y fosfoarginina)
mantienen la homeostasis del ATP durante los periodos de alta demanda
energética celular. La fosfoarginina es la principal reserva de energia en
invertebrados, siendo catalizada por la arginina quinasa (AK), una enzima que
no se consigue en células de mamiferos. La AK es una enzima que cataliza la
transferencia reversible de un grupo fosforilo (PO4.) de la fosforilarginina a una
adenosina difosfato (ADP), generando adenosina trifosfato (ATP) y arginina. La
AK pertenece a la familia de fosfagenos (guanidinio) quinasas, enzimas
altamente conservadas, que presentan dos dominios ATP-guanido
fosfotransferasa: uno en la region N-terminal y otro en la region C-terminal. Se
halla involucrada en procesos biolégicos que requieren de gran demanda
energética, como el movimiento flagelar y transporte de iones, resultando

imprescindible para la supervivencia del parasito (Ellington, 2001).

La arginina quinasa ha sido demostrada en T. cruzi y T. brucei previamente

(Pereira y col., 1999, 2000, 2002), localizandose de manera subcelular en
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estructuras aun no definidas con forma y cantidad similar a los glicosomas
(Miranda y col., 2009). La arginina quinasa ha sido vinculada como factor de
virulencia en T. congolense y en T. cruzi ya que se ha visto que la sobreexpresion
de esta proteina mejora la capacidad infectante del parasito, permitiéndole
crecer y sobrevivir bajo condiciones de estrés nutricional y de pH (Grébaut y col.,
2009; Pereira y col., 2003). Ademas, el tratamiento de epimastigotes de T. cruzi
con peroéxido de hidrégeno ha mostrado un incremento tiempo-dependiente en
la expresion de arginina quinasa, sugiriendo la participacién de este sistema de

fosfageno en la respuesta al estrés oxidativo (Miranda y col., 2006).

En la presente investigaciéon, la arginina quinasa tuvo una expresion mucho
mayor en el aislado TvLIEM176, considerado como de mayor virulencia, por lo
que es probable que esta enzima represente un factor de virulencia para T. vivax

tal como lo hace para otras especies de tripanosomas.

Por otra parte, el hecho de conseguir en estos protozoarios un sistema fosfageno
y su via biosintética, el cual es totalmente diferente a los encontrados en células
de mamiferos, pone a la arginina quinasa en la mira como un posible blanco

terapéutico (Pereira y col., 2002).

5.2.5.- Proteinas asociadas al metabolismo energético

El metabolismo energético de los tripanosomatideos ocurre principalmente en
unos organelos intracelulares llamados glicosomas (Michels y col., 2006). Los
glicosomas fueron descubiertos incialmente en T. brucei (Opperdoes y Borst,
1977). Estos organelos contienen la mayoria de las enzimas glicoliticas y de ahi

proviene su designacion como glicosomas. Esta compartamentalizacién de la
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glicdlisis dentro de organelos es Unica, ya que en otros organismos este proceso
metabdlico es esencialmente citosdlico. Posteriormente al hallazgo de
Opperdoes y Borst (1977), los glicosomas fueron encontrados en otros
protozoarios, todos pertenecientes al orden Kinetoplastida (Moyersoen y col.,
2004). Estos organelos pertenecen a la familia de los peroxisomas y el 90 % de
las proteinas que contienen son enzimas glicoliticas. Dentro de estas enzimas
estan la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), glicerol quinasa y la

inosin-5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH).

Las enzimas que se encuentran dentro de los glicosomas han recibido gran
atencion ultimamente debido a lo especializado de este compartimento y
tomando en cuenta también que son la principal fuente de energia de los
tripanosomas cuando se encuentran dentro del hospedador mamifero (Michels

y col., 2006).

La GADPH es considerada como un prometedor blanco terapeutico (Callens y
Hannaert, 1995; Caceres y col., 2010), asi como un excelente candidato para
diagndstico en T. brucei, debido a su gran antigenicidad e inmunogenicidad
(Tanakay col., 2004). En el presente estudio esta enzima presento igual nivel de
expresion en ambos aislados (TvMT1 y TVvLIEM176) por lo que pudiera pensarse

que en T. vivax también pudiera tener ambas propiedades.

Por otra parte, la glicerol quinasa ha sido objeto de estudio principalmente en T.
congolense como un blanco terapéutico. Sin embargo, un estudio realizado por
Ohashi-Suzuki y col. (2011) demostré que las propiedades y los niveles de

expresion de la glicerol quinasa fueron diferentes entre T. congolense y T. vivax.
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De hecho, el efecto in vitro del ascofuranone, un potente inhibidor de esta
enzima, fue mucho mayor en T. congolense, indicando que la actividad de esta
enzima fue mucho menor en T. vivax que en T. congolense. Sin embargo, es
importante aclarar que en la presente investigacion, la glicerol quinasa tuvo un
nivel de expresién mayor en el aislado TvMT1, considerado mas patégeno que
TvLIEM176, por lo que probablemente su expresién esté relacionada con niveles

de patogenicidad en T. vivax.

Igualmente, la IMPDH es una enzima imprescindible para la supervivencia de los
tripanosomas por lo que ha sido estudiada como un posible blanco terapéutico,
procurando su inhibiciéon (Wilson y col., 1994; Bessho y col., 2013). En los
aislados estudiados en esta investigacion la IMPDH tuvo mayor expresion en el
aislado TvMT1 por lo que podria ser, al igual que la glicerol quinasa, un marcador

de patogenicidad.

Como puede inferirse a partir de los resultados presentados aca, son muchos los
desafios y retos que quedan en cuanto a la investigacion relacionada con la
protedmica de T. vivax. Es de extraordinaria importancia la distancia genética y
por lo tanto fenotipica observada entre diferentes aislados de T. vivax (Dirie y
col., 1993; Cortez y col., 2006; Hamilton, 2012). Esta divergencia podria ser la
principal causa de las grandes diferencias en niveles de expresion de proteinas
tales como las observadas en la presente investigacion por lo que resulta
imperativo el analisis muy cuidadoso de diferentes aislados de T. vivax en aras
de obtener conclusiones definitivas que puedan conllevar a establecer con

certeza patrones de virulencia y patogenicidad especificos.
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En lineas generales, durante la presente investigacion se demostraron
diferencias en la presentacién y severidad de la enfermedad en ovinos
inoculados con dos aislados de T. vivax. Estas diferencias bien podrian deberse
a diferencias genéticas entre ambos aislados, asi como a diferencias en las
respuestas inmunitarias de los hospedadores. Sin embargo, a niel protedmico
también se demostraron diferencias en la expresion de proteinas que pudieran
estar asociadas a la virulencia o la patogenicidad demostradas por cada aislado

de T. vivax.
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6.- CONCLUSIONES

1.- La infeccion experimental de ovinos con dos aislados de T. vivax produjo

diferencias entre ambos grupos experimentales.

2.- Los niveles de parasitemia fueron mas elevados en los animales inoculados
con el aislado TvLIEM176, observandose diferencias significativas tanto con el

grupo control como el el grupo infectado con el aislado TvMT1.

3.- Los signos clinicos presentados en los animales infectados con el aislado
TvMT1 fueron mas severos que los presentados por los animales inoculados con
el aislado TvLIEM176, apreciandose diferencias significativas en los valores
clinicos (temperatura corporal, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria)

entre los grupos estudiados.

4.- Los animales infectados con TvMT1 sufrieron una importante disminucion del
hematocrito y la hemoglobina, con presentacion de anemia mucho mas severa
que los animales del grupo TVvLIEM176. Se demostraron diferencias
significativas entre los tres grupos de la investigacién en estas dos variables

hematoldgicas.

5.- En ambos grupos infectados hubo una disminucion en la concentraciéon de
las proteinas totales y en el numero de leucocitos circulantes, sin que se
encontrasen diferencias significativas entre los grupos experimentales, pero si

entre éstos y el grupo control.

6.- En ambos grupos también se produjo una clara produccion de anticuerpos

especificos anti-T. vivax. Los niveles de anticuerpos fueron mayores en el aislado
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TvMTA1, por lo que se considera que este aislado fue el mas antigénico de los

dos aislados evaluados.

7.- Como consecuencia de lo anterior, puede considerarse que el aislado
TvLIEM176 fue mas virulento que el aislado TvMT1, en tanto que el aislado

TvMT1 fue mas patégeno que el aislado TVvLIEM176.

8.- El analisis protedmico de ambos aislados de T. vivax permitié la identificaciéon
de proteinas de gran importancia para la biologia del parasito, particularmente
para el establecimiento de la infeccion, encontrandose diferencias importantes

en la expresion de proteinas entre los dos aislados.

9.- Las proteinas con mayor expresion en el aislado TvLIEM76 (factores
asociados a virulencia) fueron: GRP78, PAR3, alfa tubulina, beta tubulina,

HSP70, arginina quinasa, TCP16.

10.- Las proteinas con mayor expresién en el aislado TvMT1 (factores asociados
a patogenicidad) fueron: PFR1, piruvato quinasa, ATA sintetasa vacuolar,

TCP1aq, glicerol quinasa, IMPDH.

11.- Las proteinas con expresion similar entre ambos aislados de T. vivax fueron:

Tryparedoxin peroxidasa, PFR2, GADPH, Factor de elongacion 1a.

12.- Se ha podido constatar por primera vez una expresion proteica diferencial
entre aislados venezolanos de T. vivax con diferencias en su virulencia y

patogenicidad.
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7.- RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue realizar una evaluacion clinica, patolégica y

protedmica de dos aislados venezolanos de Trypanosoma vivax.

Para el estudio se utilizaron dos aislados venezolanos de T. vivax identificados
como TVvLIEM176 y TVMT1. Los criopreservados fueron expandidos inicialmente
en cuatro ovinos de dos afos de edad (dos animales para cada aislado). De
estos animales se obtuvo sangre para la inoculacibn de los animales
experimentales y ademas se realizd la purificacion de cada aislado para su

analisis protedmico.

Los grupos experimentales estuvieron conformados por 9 ovejos mestizos de 18
meses de edad los cuales se dividieron en tres grupos de 3 animales cada uno:
inoculados con el aislado TVLIEM176 (grupo 1), inoculados con el aislado TVMT1
(grupo 2) y animales controles (grupo 3). Las inoculaciones se realizaron con 10°

tripanosomas/animal por via intravenosa para cada animal respectivamente.

Se realizaron evaluaciones clinicas (determinacién de la temperatura corporal,
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, ademas de cualquier otro signo
clinico que pudiera presentarse), hematologicas (determinacion de la
parasitemia, hematocrito, hemoglobina, proteinas totales, contaje de glébulos
blancos y contaje diferencial de los mismos) y serolégicas mediante la técnica
de ELISA. El analisis protedmico se realizd a través de electroforesis

bidimensional diferencial (2D-DIGE) acoplado a espectrometria de masas.
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Se observé mayor aumento de la temperatura (hasta 40 °C) en los animales
infectados con el aislado TvMT1, aunque la parasitemia fue mayor (1,2 x 10’
tripanosomas/ml) en los animales infectados con TVvLIEM176. Los signos clinicos
observados en los animales experimentales incluyeron letargia, anorexia,
debilidad, palidez de mucosas con tinte ictérico, linfoadenomegalia, secreciones
oculares, edemas, orquitis y enflaquecimiento progresivo, siendo mas graves en
los animales infectados con el aislado TvMT1. Igualmente, las alteraciones en
los demas signos vitales (frecuencia cardiaca y respiratoria) fueron mas severas

en los animales inoculados con el aislado TvMT1.

Se obtuvieron 17 spots que correspondieron a proteinas comunes pero con
expresion diferencial entre ambos aislados. Las proteinas identificadas fueron
clasificadas de acuerdo a sus propiedades como: candidatas a vacunas
(asociadas a inmunoproteccién), asociadas a virulencia y/o patogenicidad,
posibles blancos terapéuticos y candidatas para diagnostico (con alta
antigenicidad e inmunogenicidad). Las proteinas con mayor expresion en el
aislado TvLIEM176 (factores asociados a virulencia) fueron: proteina 78
regulada por glucoss (GRP78), proteina paraflagelar 3 (Par3), alfa tubulina, beta
tubulina, proteina de choque térmico 70 (HSP70), arginina quinasa, proteina del
Complejo T 1, subunidad theta (TCP10); las de mayor expresion en el aislado
TvMT1 (factores asociados a patogenicidad) fueron: proteina rod paraflagelar 1
(PFR1), piruvato quinasa, ATP sintetasa vacuolar, proteina del Complejo T 1,
subunidad alfa (TCP1a), glicerol quinasa, Inosin-5'-monofosfato deshidrogenasa
(IMPDH); y las que presentaron expresion similar entre ambos aislados de T.

vivax fueron: Tryparedoxin peroxidasa, proteina rod paraflagelar 2 (PFR2),
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Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), Factor de elongacién 1a.

Se concluye que el aislado TvMT1 es mas patdgeno, mientras que el aislado

TVvLIEM176 es mas virulento.
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8.- SUMMARY

The aim of this study was to perform a clinical, pathological and proteomic

evaluation of two Venezuelan isolates of Trypanosoma vivax.

For this, two Venezuelan isolates of T. vivax from different geographical areas
were used, identified as TVLIEM176 and TvMT1. These isolates were expanded
in four sheep (two animals for each isolate). Blood from these animals was
obtained for experimental inoculation and for parasite purification and proteomic

analysis.

Experimental groups were conformed for nine (9) mixed-breed sheep about
eighteen (18) months old, divided into three groups: TvLIEM176 (group 1),
TvMT1 (group 2) and control (group 3). Each animal was inoculated with 10°

trypanosomes by intravenous injection.

Clinical (body temperature, heart rate, respiratory rate and any other clinical sign)
blood (parasitemia, hematocrit, hemoglobin, serum total protein, white blood cell
count and leukogram) and serological (ELISA) evaluations were performed.
Proteomes were analyzed by two-dimensional differential in-gel electrophoresis

(2D-DIGE) coupled to mass spectrometry.

Higher increase in temperature (up to 40 ° C) was observed in the TvMT1-
infected animals but parasitaemia was higher (1.2 x 10’ trypanosomes/ml) in
TvLIEM176-infected animals. The clinical signs observed in experimental
animals included lethargy, anorexia, weakness, pale mucous membranes

jaundiced, lymphadenopathy, ocular secretions, edema, orchitis and progressive
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emaciation, being more severe in infected animals with TvMT1 isolate. Similarly,
alterations in other vital signs (heart and respiratory rate) were more severe in

animals infected with TvMT1 isolate.

We obtained 17 spots corresponding to common proteins but differential
expression between both isolates. The proteins were classified according their
properties as: vaccine candidates (associated to immunoprotection), associated
to virulence and/or pathogenicity, chemotherapeutic targets and diagnostic
candidates (antigenicity and immunogenicity). The proteins with higher
expression in TvLIEM176 isolate (virulence factors) were: glucose-regulated
protein 78 (GRP78), paraflagelar 3 protein (Par3), tubulin alpha, beta tubulin, heat
shock protein 70 (HSP70), arginine kinase, T-complex protein 1 theta subunit
(TCP10). The proteins with higher expression in TvMT1 isolate (pathogenicity
factors) were: 73 kDa paraflagellar rod protein (PFR1), pyruvate kinase, vacuolar
ATP synthase, T-complex protein 1 subunit alpha (TCP1a), glicerol kinase,
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase (IMPDH). The proteins with similar
expression level in both isolates were: Tryparedoxin peroxidase, paraflagellar rod
protein 2 (PFR2), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH),

elongation factor 1-alpha.

We conclude that TvMT1 is the most pathogen isolated, while the TVLIEM176

was the most virulent isolate.
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10.- ANEXOS

Volumen normalizado de los 109 spots seleccionados inicialmente con el
ANOVA incluido. Al final se muestra la leyenda de las etiquetas utilizadas para

cada spot

Spot | Anova (p) | Fold | Etiqueta Volumen Normalizado

Liem 1 | Liem 2 | Monagas | El Frio
1077 | 1.245e-004 | 4.7 g 0.743 | 0.574 0.642 2.695
1552 |1.847e-004| 5.6 (= 1.315 | 1.132 1.083 0.236
1603 | 2.210e-004 | 12.1 Q 0.504 | 1.549 0.858 0.128
1656 | 3.548e-004 | 11.2 g 0.414 | 0.336 0.276 3.094
1120 | 4.014e-004 | 4.8 Q 0.345 | 1.092 0.637 1.654
758 | 4.309e-004 | 33.8 g 0.660 | 0.543 3.701 0.109
1889 | 7.788e-004 | 20.4 Q 0.549 | 1.561 0.834 0.076
1926 | 8.710e-004 | 9.7 g 0.287 | 0.593 0.279 2.705
1099 0.001| 5.0 (= 1.063 | 1.098 1.160 0.233
793 0.001| 8.8 g 0.563 | 0.320 2.831 0.416
1091 0.001| 4.9 1.082 | 1.067 0.899 0.220
1916 0.001| 17.8 0.741 | 1.321 0.925 0.074
1128 0.001| 5.9 g 0.475 | 0.646 0.441 2.620
1766 0.002| 8.6 g 0.491 | 0.547 0.447 3.824
895 0.002| 11.7 Q 0.543 | 1.682 0.694 0.143
985 0.002| 6.5 (= 1.111 | 1.110 1.034 0.170
1912 0.002| 21.2 g 0.419 | 0.393 3.643 0.172
1508 0.002| 9.8 g 0.432 | 0.369 0.265 2.592
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Spot | Anova (p) | Fold | Etiqueta Volumen Normalizado
Liem 1 | Liem 2 | Monagas | El Frio
902 0.002| 15.3 Q 0.609 | 1.538 0.995 0.101
605 0.002| 7.7 1.056 | 1.353 1.001 0.176
1943 0.002| 71 - 0.745 | 1.680 0.636 0.238
1472 0.002| 11.8 ; 0.452 | 0.403 0.265 3.127
1116 0.003| 4.3 0.990 | 1.081 0.898 0.251
1611 0.003| 3.4 - 0.452 | 1.532 0.713 0.569
762 0.003| 7.6 0.779 | 1.218 1.040 0.159
1081 0.003| 19.0 G 0.208 | 0.323 0.178 3.385
1535 0.003| 3.1 Q 0.587 | 1.257 1.005 0.402
1896 0.003| 8.9 0.879 | 1.150 1.119 0.129
697 0.003| 11.2 - 0.616 | 2.170 0.236 0.194
987 0.003| 11.0 Q 0.676 | 1.704 0.801 0.155
890 0.003| 8.9 0.764 | 1.146 0.866 0.128
1353 0.003| 7.5 ; 0.547 | 0.416 0.409 3.075
660 0.003| 10.0 0.897 | 1.286 1.044 0.129
1090 0.003| 5.0 G 0.606 | 0.492 0.636 2.476
1938 0.003| 9.2 Q 0.720 | 1.362 1.053 0.148
850 0.003| 6.3 1.035 | 1.178 1.009 0.187
1898 0.004| 6.2 1.059 | 0.785 0.928 0.171
553 0.004| 5.7 1.031 | 0.977 1.142 0.199
557 0.004| 7.7 1.008 | 1.193 1.135 0.154
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Spot | Anova (p) | Fold | Etiqueta Volumen Normalizado
Liem 1 | Liem 2 | Monagas | El Frio
1101 0.004| 5.8 Q 0.844 | 1.750 0.870 0.300
556 0.004| 6.7 1.034 | 1.020 1.186 0.177
1978 0.004| 7.8 Q 0.562 | 1.439 1.006 0.185
865 0.004| 6.7 Q 0.614 | 1.251 1.465 0.218
548 0.004| 3.4 Q 0.831 | 1.462 1.113 0.436
1553 0.004| 3.6 0.888 | 1.250 0.969 0.344
1241 0.004| 3.9 G 0.890 | 0.669 0.730 2.641
1819 0.004| 8.0 G 0.463 | 0.547 0.505 3.716
1485 0.004| 5.5 ; 0.425 | 0.481 0.408 2.245
727 0.005| 8.5 ™ 1.205 | 0.723 1.306 0.153
1391 0.005| 5.9 1.069 | 1.265 1.155 0.213
685 0.005| 5.3 G 0.407 | 0.496 0.426 2173
1901 0.005| 24.0 g 0.893 | 0.437 2.718 0.113
1909 0.005| 25.0 ; 0.977 | 0.584 4.523 0.181
563 0.005| 6.5 0.828 | 1.169 1.081 0.179
602 0.006| 5.6 el 1.166 | 1.034 1.146 0.209
1713 0.006| 5.1 Q 0.486 | 1.433 0.820 0.281
1538 0.006| 2.4 1.143 | 0.976 0.959 0.473
984 0.006| 4.7 Q 0.742 | 1.601 0.789 0.344
845 0.006| 9.1 (= 1.221 | 1.088 1.176 0.134
2012 0.006| 3.5 Q 0.482 | 1.670 0.770 0.483
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Spot | Anova (p) | Fold | Etiqueta Volumen Normalizado
Liem 1 | Liem 2 | Monagas | El Frio
1560 0.006| 3.8 1.091 | 1.327 1.017 0.350
950 0.007| 6.2 0.988 | 1.196 1.118 0.193
788 0.007| 9.0 i 1.212 | 1.291 0.700 0.143
760 0.008| 5.6 Q 0.452 | 1.345 0.641 0.241
1295 0.008| 5.5 G 0.486 | 0.573 0.513 2.666
753 0.008| 8.8 = 1.258 | 0.816 1.368 0.155
611 0.008| 7.2 1.201 | 0.817 1.113 0.168
1928 0.008| 9.1 el 1.142 | 1.019 1.194 0.130
662 0.008| 5.3 0.976 | 1.164 1.179 0.223
678 0.009| 6.3 Q 0.672 | 1.712 0.622 0.273
1398 0.009| 3.4 1.173 | 1.028 1.151 0.349
1903 0.010| 24.5 G 0.371 | 0.351 4.226 0.172
1290 0.010| 4.3 1.052 | 1.208 1.091 0.284
1913 0.010| 17.7 G 1.300 | 0.739 2.616 0.148
732 0.010| 14.9 0.990 | 0.919 1.547 0.104
932 0.011| 5.5 Q 0.693 | 1.729 0.749 0.316
891 0.011| 6.6 0.731 | 0.899 0.980 0.148
729 0.011| 9.6 1.054 | 0.954 1.285 0.134
1990 0.011| 8.7 1.425 | 1.044 1.255 0.164
1917 0.012| 11.0 ™ 1.328 | 0.843 1.206 0.121
1930 0.012| 8.9 1.345 | 0.986 0.933 0.152
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Spot | Anova (p) | Fold | Etiqueta Volumen Normalizado
Liem 1 | Liem 2 | Monagas | El Frio
1948 0.012| 6.6 1.183 | 1.333 1.123 0.201
1959 0.013| 4.0 0.805 | 1.072 0.927 0.269
626 0.013| 3.6 - 0.681 | 1.684 0.823 0.466
1969 0.013| 4.4 (= 1.045 | 0.946 0.950 0.235
1919 0.013| 11.7 = 1.215 | 1.443 0.472 0.124
1052 0.013| 6.0 1.245 | 1.051 1.038 0.209
1979 0.014| 10.2 F] 1.405 | 1.295 0.601 0.138
1906 0.015| 16.9 G 1.190 | 1.012 5.634 0.334
2010 0.017| 4.2 1.061 | 0.953 0.938 0.252
938 0.017| 5.6 0.942 | 1.140 0.944 0.205
1053 0.019| 5.6 Q 0.611 | 1.509 0.765 0.268
1368 0.019| 2.6 Q 0.599 | 1.539 0.973 1.267
1986 0.020 | 10.1 F] 1.332 | 1.489 0.552 0.147
1999 0.020| 5.7 1.013 | 1.114 0.984 0.194
1266 0.021| 4.5 Q 0.671 | 1.431 0.955 0.318
898 0.021| 3.9 Q 0.776 | 1.545 0.872 0.395
2004 0.023| 21 G 1.618 | 1.549 1.700 3.198
728 0.023| 11.5 G 0.769 | 0.706 1.669 0.146
785 0.024| 5.2 i 1.336 | 1.033 0.692 0.258
900 0.024| 4.8 G 0.701 | 0.887 2.034 0.423
559 0.024| 3.4 1.249 | 1.137 0.683 0.363
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Anexos

Spot | Anova (p) | Fold | Etiqueta Volumen Normalizado
Liem 1| Liem 2 | Monagas | El Frio
2024 0.026| 6.3 Q 0.503 | 1.591 0.868 0.254
613 0.026| 9.8 1.101 | 1.096 1.130 0.115
1401 0.029| 2.8 1.228 | 1.088 1.085 0.434
2023 0.033| 5.8 G 0.850 | 0.707 2.528 0.434
527 0.035| 2.7 Q 0.612 | 1.655 0.841 0.655
540 0.037| 4.4 1.108 | 1.034 1.268 0.291
931 0.059| 21 - 0.759 | 1.500 0.738 0.705
Etiquetas
; Especifico T. evansi (vs T. vivax)
G T. vivax Monagas
i T. vivax Liem
Especifico T. vivax (vs T. evansi)
. || Superespecifico T. vivax
| || Superespecifico T. vivax Liem 2
i Superespecifico T. vivax Monagas
L’ J Superespecifico T. vivax Liem
u Variabilidad Liem1>Liem2
Q Variabilidad Liem2<Liem1
Q Variabilidad Liem2>Liem1
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