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INTRODUCCION. 

Trypano1oma cruzi es un parásito flagelado perteneciente a 

la familia de los Tripanosomatideos,incluida en el orden de los 

kinetoplástidos de la clase Zoomastigina. Esta familia comprende 

parasitos de vida libre(ProleotomonasJ,parásitos monogénicos de 

invertebrados(Crithidia.Leotomonac,Blastgcrithidia,Herpetomona y 

Rhyncoidomona),parásitos digénicos de invertebrados y plantas 

(Phytomona),y parásitos d1gén1cos da invertebrados y vertebrados 

como los géneros !-eishmania y Tt·yoanosome> .. La fami 1 ia 

Tr1panosomatidae se caracteri=a cor la oresencia de un organelo 

conocido como cinetoplasto ( ) . 

T. cruzi es un oarásito unicelular con un ciclo de vida 

complejo que involucra 4 estadios básicos de desarrollo 

comprendidos en 2 fases, una en el vector invertebrado y otra en 

el hospedero mamífero. Entre los cuatro estadios principales 

existen otros llamados intermedios que aumentan la complejidad 

del ciclo (~ig. 1). Los estadios se de~inen po~ s~ ~orms, la 

posición del cinetoplasto can r·elación al núcleo~ y a la región 

por donde sale el flagelo ( 2 ). 

La transmisión del parásito se produce por insectos de los 

géneros Panstrongylus,Bhodnius y Triatoma,en donde T.cruzi crece 

extracelularmente y se diferencia en la porción distal del 
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intestino hacia trioomastigote metaciclico, el cual constituye la 

forma infectiva. Los parásitos son deoositados por medio de las 

heces fecales en el mamifero al cual entran a través de mucosas 

o heridas en la oiel, penetrando posteriormente al esoacio 

intracelular en donde se diferencia hacia amastigote completando 

su ciclo de vida con su diferenciacion a tripomastigote sanguíneo 

y su liberacion oara invadir otra célula o infectar a un vector. 

La enfermedad causada cor éste parásito es 1a 

Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas,que se compone 

de .3 -fases: 

1.- Fase Aguda: estct ·Fase se detecta principalmente _en'.niños, en 

los cuales puede ser causa de muerte. 

2.- Fase Indeterminada: es una ~ase silente que puede abarcar 

hasta 30 años durante los cuales se pueden presentar de~unciones 

cor causas no determinadas. 

3.- Fase Crónica: existen alteraciones en miocardio y músculos' 

lisos (princioalmente esófago y colon). 

La Enfermedad de Chagas constituye un problema de salud en casi 

todo Centro y Sudamérica en donde existen más de 24 millones de 

pe1·sonas enfermas v 65 mi 1 lones ·de -pet·sonas en- riesgo de 

contraerla ( 3,4 ). 

En México se desconoce su magnitud y trascendencia a nivel 

nacional, siendo únicamente estimada en algunas localidades 

aisladas , sin embargo, existen las condiciones para la 
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transmisión de la enf'et·medad y se considera como .Pt·o.b.able área 

endémica a todo territorio que se encuentra entre O y 1800 mts. 

sobre el nivel del mar ( 5-7 ). 

Existe una gran variación en el tiempo de evolución de la 

enf'ermedad y en las -formas clínicas que presenta, e~ta 

variabilidad se puede deber en gran parte al natural pleomorf'ismo 

demostrado en el parásito, el cual presenta dif'erencias 

biológicas, bioquímicas y moleculares entre dif'erentes aislados 

18-11). Estas variaciones en el comportamiento del parásito han 

hecho de su caracterización una condición necesaria para su 

estudio y control, sin embargo,aunque los intentos hast~ el 

momento para establecer parámetros con-fiables que permitan -formar 

grupos con características similares han sido muchos, los. 

resultados obtenidos han sido limitados 112-16). En nuestro país 

los escasos estudios realizados para conocer las características 

de los aislados presentan resultados que van en desacuerdo con 

la heterogeneidad demostrada en el parlsito ( 17 ). 

Este trabajo tiene como objetivo conocer la heterogeneidad 

a nivel molecular oue presentan aislados mexicanos de dif'erentes 

zonas geográf'icas a través de los espaciadores no transcritos del 

DNA ribosomal y de los maxicirculos del DNA de cinetoplasto, así 

como, explorar la posibilidad de utilizarlos como una herramienta 

de clasi-ficación en el estudio del pa1·ásito. 
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GENES PARA RNA RIBOSOMAL Y ESPACIADORES. 

Los genes de RNA .ribosomal (RNArJ son de los más estudiados 

en eucariotes, en la mayoria se encuent~an ot·ganizados en tandem 

constituyendo una ~amilia de genes medianamente repetidos con 50 

a 250 elementos. Las regiones codi~icadoras (para las mol~culas 

188, 5.88 y 288), son transcritas por la polimerasa I como parte 

de un RNA precursor, que al ser procesado oor cortes 

endonucleotfdicos genera las moléculas maduras de RNAr, y elimina 

las regiones internas de RNA (espaciadores transcritos internos). 

Las unidades de transcripción alternan con regiones no 

tt·anscritas oue varían en tamaño aún en un mís_mo o·t·ganísmo 

llamadas espaciadores no transcritos (18), 

En los tripáno~omatideos la organización del RNA 

ribosomal es di~erente a la del resto de los eucariotes; la 

unidad de transc~ipción cuenta con 8 moléculas que surgen del 

procesamiento no usual del componente mayor de su ribosoma, RNA 

245, que genera 2 ~ragmentos grandes (24S a y 245 Bl y 4 RNas 

pequeños (Sl,82,84 y 86) (19,20, ~ig 2). 

Los espaciadores no transcritos vat·ían en secuencia y en 

longitud entre esoecies relacionadas, y aún dentro de una misma 

especie, por lo que son una herramienta útil para establecer 

relaciones de ~ilogenia y/o taxonomia aún entre especies muy 

cercanas evolutivamente ( 21 ). 
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DNA DE CINETOPLASTO. 

La familia de los tripanosomatideos se caracteri:a por la 

presencia de un organelo situado en una porcion especiali:ada de 

su única mitocondria llamado cinetoolasto,que consiste en una red 

formada por 2 tipos de DNA circular llamados oor su tamaAo 

minicirculos y maxicirculos.Estos reoresentan,en conjunto, del 10 

al 20% del DNA total de la célula ( 22 ). 

Los maxicirculos se encuentran concatenados con los 

minicirculos, y son considerados como el DNA mitocondrial de los 

tripanosomatideos, debido a que en ellos se han encontrado genes 

que codifican para enzimas de la cadena respi~atoria 

mitocondrial. Se encuentran en un número reducido de copias 

(aprox. 20-50) y varian en tamaAo entre las diferentes especies 

(26 kb en T. cruzi) ( 23 1 24 ). El DNA de los maxicirculos consta 

de dos regiones: una llamada región constante,oue contiene los 

genes de las enzimas mitocondriales, algunos tRNas,y marcos 

abiertos de lectura con funciones desconocidas hasta el momento, 

y otra llamada r~gión variable que al parecer no codifica y no se 

trancribe. La variación en tamaAo de los maxicirculos entre 

esgecies est~dada-por la región variable, la cual presenta_no 

solo diferencias en la longitud sino también en la secuencia, 

siendo el origen de replicación la única región conservada entre 

ellos. 
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La ~unción de los minicirculos es casi desconocida hasta el 

momento,aparentemente codi~ican para una molécula de RNA oue 

sirve como guia en el proceso de edicion de los genes codi~icados 

en los maxicirculos (25,26). Existen di~erencias en el tama~o y 

secuencia intet· e intra especie, contienen su propio origen de 

t·eplicacion·c 4 en el caso de T.rru=1 ) siendo la única región 

conservada entre las di~erentes especies ( 27 ).El DNAk, 

espec(~icamente de los minicirculos. ha sido utilizado para la 

caracteri:acion y clasi~icación de los tripanosomatideos ( 28 ). 
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OBJETIVO GENEr.:AL: Caracterizar molecularmente aislados mern1canos 

de .I_,_~.i· 

OBJETIVOS ESPECIFlCOS: 1.- Bósqueda de polimor~ismos 

asociados al locus nuclear 

de RNA ribosomal. 

2.- Bósqueda de heterogeneidad 

en el DNA de cínetoplasto. 
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METODOLOGIA 

:i' AISLADOS DE l_,__!'.;J'.:J,!.,"U,.: .. Se estudian:in 22 ai.slé\dos Cll"ovenientes 

de 5 Estados de la República Mexicana y 2 paises de Sudamérica, y 

que abar·caban los 3 or1genes posibles del p~rásito: reser·vorio 

mami~ero, transmisor y humano ( tabla 1 ).Los cultivos ~ueron 

mantenidos a 28"C en medio de LIT (infusion de higado/triptosa) 

y suplementado con 10% de suero fetal bovino. 

Para la extracción del DNA total y de cinetoplasto, los 

cultivos fueron expandidos en frascos cara cultivo celular 

(costar) de 75 cm• con 100 ml del medio y las condiciones 

descritas anteriormente. 

~ EXTRACCION DE DNA TOTAL.- Los CLtltivos en e:.:pansión, con Lma 

densidad celular de 60-70 millones de células por mililitro, 

fueron cosechados por centrifugación a 8krpm por 10 min.a una 

temoeratura de 4"C.La pastilla fué lavada 2 veces con SSC IX 

manteniendo las condiciones de temperatura. La última pastilla se 

resuspendio en 2 ml de SE frío. 

Se agregó Sarkosyl para una concentración final de 0.5% y 

Pronasa (500 µg/ml concentración final,preincubada a 37 grados 

pot· 1 hr), incLtbando 1h a 50"C. F·oster iot·mente se agrego 

Ribonucleasa A para una concentración final de 100 µg/ml y se 

incubó 1h a 50"C, se agrego nuevamente Pronasa a la misma 

concentración, y se incubó 30 minutos a 50ºC. 
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TABLA 1 

AISLADOS DE T.cru::i 

NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN 

• C4 JALISCO Tr· í at orna 

•• EA MORELOS Humano 

•• Zacatecas ZAGA TECAS Humano 

... CID OAXACA Humano 

,.. FRV OAXACA Humano 

•• Nínoa OAXACA Humano .... Hl YUCA TAN Humano 

••• H3 YUCA TAN Humano 

*** H4 YUCA TAN Humano 

*** H5 YUCA TAN Humano 

••• H9 YUCA TAN Humano 

••• HlO YUCA TAN Humano 

••• HG YUCA TAN Humano 

••• T YUCATAN Tria toma 

••• ZlO YUCA TAN Reservorio 

••• Zl7 YUCA TAN Reser·vorío 

••• Z21 YUCA TAN Reservorio 

*•** CL BRASIL Tríatoma 

1: * •• y BRASIL Humano 

*. J: i: Sil vio XlO Cll BRASIL Humano 

•• :«:e Esmer·aldo CL3 BRASIL Humano 

***=« Per·ú PERU Humano1. 

• Dr. J. Tay. Depto Ecologla Humana. Facultad de Medicina UNAM. 
•• Dr. Velasco Castrejón. Instituto Nacional de Diagnóstico y 
Re fer-ene ia. 
••• Dr. Jorge Zavala V. Centro de Investigaciones Regionales. 
Universidad de Yucatán. 
•••• Ora. Magdalen So. Clínica Scrípps Sn Diego, California. 
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Los ácidos:·n1.1cleicos se e}(trajeron 3 veces: con 1 volumen 

~enol (eq~ilib~ado en tris 6.lM pH 8),1 volumen ~enol/cloro~ormo 

(1:1), y 1 volumen de cloro~ormo. Se dializó 2 veces contra SSC 

Q.1X y 2 veces contra TE. La ~ase acuosa ootenida se precipitó 

con LiCl O.BM ~inal y 2 volumenes de Etanol absoluto a -20"C por 

2h,posteriormente se centri~ugó a 8 krpm por 10 minutos a 4"C y 

l~ pastilla se reSL\Spende en 6~6~1).2~ 

1 EXTRACCION DEL DNA DE CINETOPLASTO.- Los cultivos en eHoansión 

con una densidad celular de 60 - 70 millones de cél/ml, ~ueron 

cosechados por centri~ugacion a 8 krpm por 10 minutos a 4"C 

lavados 2 veces con SET ~río y resuspe~didos con la misma 

solución a una concentración de 100 millones de cel/ml. Se agregó 

Sarkosyl para una concentración ~inal de 0.3%, Pronas• 500µg/ml 

concentración ~inal y se incubó 3h a 60"C; al tet·minar la 

incubación se pasó el material oor una jeringa con aguja # 18 a 

una presión de 25 psi. 

El material obtenido se centri~ugó 1 1/2 h a 22 krpm en un 

rotor SW40,la pastilla se resuspendió con TE pH 7.2 y se pasó a 

través de un gradiente de CsCl por 15 minutos a 20 krpm (CsCl 

superior n 1.3705. CsCl in~erior con IOOµg/ml de EtBr 

~~1.~0401~ Se visuali~aron 2 bandas con lu~ UV, se obtuvo el DNA 

por punción de la banda in~erior, y se diluyó con 1 volumen de 

agua y se precipitó con 2.5 volumenes de Etanol absoluto a 
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temperatura ambiente por 24 h~ Posteriormente se centrifuoó a 10 _- .. - -~:- . -_ ''·. . .-· -_' - - - - .· -
krpm por 20 minutos a una te~peratur' .de 1o•c, resuspendiendo la 

pastilla final en ~,6,0~2. 

Cuando el material se encont.;~ó'clisüeito en ·sLt tótalidad,se 

agregó 0.15 ml de Sarkosyl al 10X.y Oi4 ~l de LiCl 8M. Se extrajo 

una vez con fenal/cloroformo 1:1 ( ~enol equilibrado en tris pH 

9.2 ),se mezcla la fase acuosa co~ 11.3 ml de Etanol absoluto, y 

se precipita a -20ºC por 2 h. Se centrifugó a 8 krpm por 20 

minutos y se t·esuspende en 6~6~0.2. 

* SONDAS MOLECULARES.- L2.s sondas utilizadas fueron- los insertos 

de lo>.s clono>s pfi:TC 81 y pf;:TC 42 obtenidas p-o.- tt·ilbajb p-revio del 

Dt-. Roberto Hernández ( 20 ). 

INSERTO pRTC 81 : Clonado en el si.tia SstT de· PLiC::-1s;--pt'esenta Ltn 

tamaAo de 1.6 Kb y contiene parte de la ~olécula 24S B, las 

moléculas S2 y 56, y los espaciadores internos. qLte .las separan 

(-Fig. 2). 

INSERTO pRTC 42 : Clonado en el sitio E:__stl de Puc: 18, presenta Ltn 

tamaAo de 3.5 kb y contjene las moléculas 245 m, 53 y Sl¡ y los 

espaciadores internos que las separan (fig. 2). 

# CUANTIFICACION DEL DNA Y DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE 

SU PUREZA.- La concentración del DNA se estimó con la lectura en 

un espectofotómetro a 260 nm (1 D.0.260 nm = 50 µg/ml). La pureza 

se determiné con el cociente 26 1)/280. 
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* DIGESTIONES CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.- Las digestiones 

de DNA se t·eali=ar·on con un e:(ceso de enzima de 3.5 a 7 veces,can 

las condiciones r·ecomendadas pct· la casa comercial (29)~y con un 

tiempo de incubac1on de 5 h. 

La caracterización por patrones electro~oréticos de enzimas 

de 1·estt·icción se llevo a cabo con las enzimas Hin~I y EcoRI 

utilizando 3 µg de DNA total y µg de DNA de cinetoplasto en un 

volumen ~inal de digestión de 30 a 50 µl. 

En la caracterizacion por sondas moleculares, se utilizaron 

las enzimas HindIII, SstI y PstI con 3 µg de DNA total + 0.5µg 

de DNA del ~ago lambda como control interno de digestión, y en un 

volumen ~inal de 30 a 50 ul. 

ELECTROFORESIS.- Se utilizaron geles verticales de Agarosa al 

0.8%, con un soporte de Acrilamida-Bis acrilamida (30% - 0.8% 

concentración ~ina!J, y TBE como bu~~er de corrida.Los geles se 

cort·1er·on a 70 ven un tiempo de 7-8 h. 

* AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS INSERTOS.- Se obhtvieron los 

inser·tos de las clonas genómicas con las endonucleasas 

cor·t·espondientes~ se realizó una electro~ot·esis en un gel 

hori=ontal de Agarosa al 0.8% y se localizó la banda de intet·és 

con una lámpara manual de luz UV de longitud de onda larga. 

El ~ragmento del gel aue contenía la banda ~ué cortado y colocado 

en una bolsa de diálisis con TBE 1X, y sometido a electro~orésis 
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en una cámara horizontal por 2h. Al término de la corrida se 

invirtieron lo~ polos 2 minttt~s y pcsterir·mente 15 segundos. El 

material obtenido ~ue precioitado con LiCl 0.8M ~inal y Etanol 

absoluto 2'. -20t>C por 2h ~ p·::ister.icwmente se centt·i-fugó y la 

pastilla ~ué resuscend1da en 6~6,0.2. 

* MARCAJE RADIOACTIVO DE LAS SONDAS.- Se emoleó el método de 

11 Nic:k Tt·ansl~.tion 11 ~ que .::ansiste en la -fot·mación de ttna cadena de 

DNA con dATP~-P32 inccrpor•cio.utilizando las sondas como templado 

y una columna de cr·omatogt·a~ía de exclusión para separar los 

nucleótidos radioactivos libres de las sondas marcadas ( 30 ). 

* EXPERIMENTOS SOUTHERN.- El DNA total ~ué digerido con 

las endonucleasas de restricción y las condiciones descritas 

ot·eviamente~ y ~raccionado por electro~oresis en un gel vertical 

de Agarosa al 0.8%, con TBE 1X como bu~~er de corrida. Los geles 

~ueron corridos a 70 v de 7-8 hr utilizando como marcador de peso 

molecLtlar DNA del ~ago lambda diget·ido con HindIII. 

El DNA ~Llé trans~erido a ~iltras de nitrocelulosa por el 

método de Southern (31). Los ~iltros se secaron a temperatLtra 

ambiente y ~ueron horneados a BO"C con vacío por 2h, 

posteriormente ~ueron Prehibridados con 20 ml de sol0ci6n de 

hibridación (Formamida 50%, Denharts 4X, SDS 0.2%, EDTA pH 7.4 

2 mM, BLl~~er de Fos~atos 120 mM, y SSC 2X) por 3 h como mínimo. 
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A continuación, los ~iltros se hibridaron de 18 a 20 h con 5 

millones cpm del inserto marcado con Adenina m-P32 

desnaturalizado por calor,en 10 ml de la solución de hibridación. 

Al término del tiempo de hibridación los ~iltros se lavaron en 3 

ciclos de enjuague (SSC 0.2X) y lavado (SSC 0.2 X SOS 0.1 %)con 

agitación a 37"C. 

Las autorradiogra~ías se obtuvieron colocando el ~iltro 

sobre una placa de rayos X IX amatt RP Kadak) can una pantalla 

intensi~icadora y a - 70"C can un tiempo variable de exposición. 

* EXTRACCION DE DNA A BAJA ESCALA.- En Ltn tLtba de cultivo de 16 

x 100 mm, se cultivan las parásitos en 3ml de medio de LIT hasta 

alcanzar una densidad de 60 millones de células por mililitro.Los 

parásitas se cosechan por centri~ugación a 5 krpm por 10 minutas 

a una temperatura de 4"C, y posteriormente se lavaran con SSC 1X 

resuspendiendo la última pastilla en 1 ml de SE ~ría. 

Se agregó Sarkasyl para una concentración ~inal de a.5% 

~inal y Pronasa (500µg/ml,previamente incubada lh a 37"CI, y se 

incubó a 50ºC par lh. Al término se agregó RNasa 1~) µg/ml, 

incubando 1 h a 50ºC,y posteriormente nuevamente Pronasa (500 

_µg/ml~ incubando ~o minutas a 50'C. 

Se e::trajo: vez can ~enol equilibrado en Tris pH 9.5 

vez con ~enol/cloro~ormo 1:1 

vez con cloro~ormo 

16 

2 ml 

2 ml 

2 ml 



Se centri~ugó entre las extracciones a 5 ~crpm cor 10 minutos a 

4"C en tubos para cultivo 16 :: 100 mm. 

El último sobrenadante se trans~irid a tubos eppendor~ 

(300µ1/tuboJ, y se precioitd con LiCl (0.8 M ~inal) y Etanol 

Absoluto a -20ºC por 2 h.Se centri~ugó a 14 krpm por 10 minutos 

y la pastilla se resuspendió en 125 µl de 6~6,0.2. 

ANALISIS FILOGENETICO.- El anctlisis ~ilogenético se realizó 

con un método de matriz de distancia (UPGMA), a partir de las 

divergencias nucleotidicas obtenidas de los ~ragmentos de 

restricción resultantes de la hibridación de la sonda pRTC81 con 

el DNA total digerido con HindIII, utilizando el método de Nei 

( 32 ) . 
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RESULTADOS 

CARACTERIZACION DE PATRONES ELECTROFORETICOS DE DIGESTION CON 
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.-

Observaciones Previas reali=adas en el laboratorio revelaron la 

presencia de bandas rácilmente distinguibles de alto peso 

molecular, que aparecen en electrororesis de un digerido del DNA 

total de T. rru=i con la endonucleasc>. de t•estricción HinrI 

(comunicación personal). 

Con las bandas obtenidas con HinrI, encontramos 11- tipos de 

patrones electro~oréticos_entre los 22 aislados anali=ados. 3 de 

esos patrones son compartidos por más de un aislado, y entre los 

3 contienen al 63.6% de la muestra estudiada. Los 8 restantes 

eran patrones individuales que abarcan el porcentaje restante 

(rig 3,41. 

Para establecer los patrones~ se tomaron en cuenta las 

bandas que aparecen por arriba de una banda común a todos los 

aislados de 3.7 Kb acroximadamente. la cual se tomó 

arbitrariamsnte como re~erenc1a. 

Los patrones electro~oréticos rueron nombrados con una letra 

de acuerdo al orden cronológico de su aparici~n (tabla 2). 
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Clasificacidn µar Patrones de Kinet~plasta 

ca 
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OAXACA 
ZACi'TECAS 

OAXACA 

OAXACA 

YUCA TAN 

T YUCATAN 

Hl 
H3 
H5 
HE 
z 1 (! 

217 
221 

H9 

HlO 
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Silvia X1(1 
CL1 

YUCATAN 
YUCATAN 
YUCATAN 
YUCA TAN 
YUCA TAN 
YUCA TA!'! 
YUCATA!'I 

YUCA TAN 

YUCATAl'i 

BRASIL 
BF:ASIL 
PEF:U 

Bf':ASIL 

K Esmeralda BG':ASIL 
CL3 
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Para conocer el origen de las bandas observadas, 

primeramente se extrajo DNA de cinetoplasto de varias cepas, y se 

corroboró su pureza hibridandolo contra la sonda pRTC81 (~ig 51. 

Posteriormente se realizó una comparación entre los patrones de 

restricción del DNA total y el DNA de cinetoplasto del parásito. 

Encontramos oue las bandas observadas pertenecen al DNAk, y por 

su tama~o a los maxicirculos (~ig 6). 
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CARACTERIZACION POR SONDAS DE DNA RIBOSOMAL.-

Al mismo ti.ernpo, .los ESPACIADORES TRANSCRITOS INTERNOS 

~ueron analizados mediante la digestión del DNA total con las 

endonLtcleasas de restricc1°:Jn HindlII y Sstl~ y la hibridación 

posterior con las sendas cRTC 81 y pRTC 4=, abarcando de esta 

maner·a todos los espaciadot·es tr-ansct·itos internos (~ig 2). 

El resultado obten1ao revelo una banda unica de hibridación 

en todos los aislados, exeoto en la cepa Esmeralda (~ig 7). Lo 

anterior descarta la oosibilidad de utili=ar a los espaciadores 

inter·nos como herramienta ta::an6mica en T .cr·Lt::::i. 

El 2.náli"is do, los ESPACIADORES NO TRANSCRITOS en !os 

aislados de T.cruzi~se llevó a cabo ccn la digest10n del DNA 

total del parásito con la endonucleasa de restricción HindIII,y 

la hibridacion oostet·iar con la sonda pRTC 81 aue contiene el 

extremos~ de la unidad de transcripcion (fig 21. Para descartat· 

digestiones parciales se utilizo DNA del ~ago lambda como control 

interno de digestion (~ig 8). 

Se observaron 14 bandas de hibridacion en promedio 

entre los 22 aislados con valores mínimo y má:~imo de 12 y 17 

bandas reaoectivamente. Este r·esultado t·evela diferencias entre 

los ENT de un mismo organismo. que no son e}:tremas tomando en 

cuenta que T.cru=i presenta 110 copias ce los genes de RNA 

ribosomal cor genoma haolaide (33), sin embargo, cresentan una 

distribución desigual entt·e los espaciadot·es in~erida por las 
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di~erencias en la intensidad de hibt·idación~ lo que puede ser· 

indicador· de variaciones en el número de copias que reot·esenta 

cada una de ellas (~ig 9). 

Las digestiones presentan patrones singulares de hibridación 

con la sonda oRTC81 para cada ~islado~ caracteristica que podrí~ 

ser de utilidad para la identificación de las cepas (fig. 10). 
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ANALISIS FILGENETICO.-

Para la construcción de un árbol ~ilogenético, se estimaron 

las divergencias nuclectidicas entre los aislados a oartir· de los 

~ragmentos de restricción obtenidos con la sonda pRTC81 y el DNA 

total digerido con Hind!II, comprendidos entre los limites 

preestablecidos, utilizando el metodo de Nei (32). 

El metodo consiste en comparar los patrones de hibridación 

entre si para obtener la prooorción de ~ragmentos compartidos con 

la ·Fór·mL1la: 

F= 2mxy/(mx + myl 

donde mx y my son el total de fragmentos de restricció~ de los 

aislados X y Y respectivamente, y mxy es el nQmero de fragmentos 

comoartidos entre los dos aislados. 

A partir del valor de F, podamos inferir la probabilidad de 

que un sitio de restricción ancestral permánezca siri cambios 

entre dos aislados con la fórmula: 

~ 

~ 
G [F(3-2G1)] 

tomando Gl= F como valor inicial, y obteniendo G cuando sea 

igLtal a G1. 
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y ~inalmente las divergencias nu~leotidicas e= obtienen con la 

formLtla: 

d -(2/r)loge G 

siendo r el nOmero de bases que reconoce la enzima utilizada. 

Ejemplo: 

Si tomamos como ejemplo los aislados ~y Z10 de la -fig.11, 

tenemos qLie: 

El No. total de bandas de cada aislado es 

Cepa Y= 12 

Cepa Z10=16 

El No. de bandas compartidas es de 4. 

Para obtener la divergencia nucleotídica entre Y y Z10 aplicamos 

las -fórmulas y tenemos que: 

F= 2(4)/12+16 

F= 0.2857 

Con el valor de F podemos apliC:a1· la sígúíente -fórmula: 

>t 
G1= (0.2857) 

G1= <) .7311 
ií. 

G= [0.2857(3-2 0.7311)] 

G= 0.7963 

y -finalmente: 
d= -(2/r)loge G 
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sienoo que en esté caso utili:amos la en:ima HihdIII qúe reconoce 

d= -(2/6)loge 0.7963 

d== 0.0759 

por lo que el valor in~erido del número de substituciones por 

sitio entre las cepas Y y Z!O es de 0.07963. 

El análisis se llevó a cabo utili:ando las divergencias 

nucleotidicas como valores de distancia, oresentandolos en una 

matriz única en el método de matr!z de distancia UPGMA 

(unweighted pair grouo method with arithmetic mean) (Tabla 3). 

Cada uno de los aislados se consideró como una unidad 

taxonomica independiente, y el método consiste en localizar las 

unidades con las distancias más peque~as y agruparlas con una 

rami~icación a una distancia igual para ambas unidades. Este par 

es colocado como una sola unidad. calculando los promedios entre 

esta y las otras unidades, y reagruoandolos en una nueva matri: 

para repetir el proceso nasta que todas las unidades taxonómicas 

operacionales sean agrupadas. 

En la topología obtenida encontramos que las divergencias 

nLtcleotidicas_ entr·e "1.lgLmos aisl"1.dos son_ pequeñas, cor lo que dan 

la apariencia de estar con~ormando agrupaciones. Esta impresión 

se incrementa cuando entre estas agrupaciones las divergencias 

nucleotídicas ss amplían grandemente (~ig. 11). 
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En los aislados que con~orman los 1 'grupos 11 ~ se destaca una 

asociación entre los patrones de hibridación con la sonda pRTC81, 

las zonas geográficas de las que provienen y/o los patrones 

electroforéticos del DNA de cinetoplasto (fig. 11). 
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DISCUSION 

DNA DE CINETOPLASTO.-

Es característico de T~cruzi una gran heterogeneidad 

biológica encontrada a todos los niveles entre di.¡:erentes 

aislados. A la .¡:echa la heterogeneidad natural de T.cruzi en 

México es virtualmente desconocida. En un intento por conocer 

características genéticas de aislados me:{icano5~anali:amos las 

bandas de alto peso molecular que aparecen con la digestión del 

DNA total con la enzimi:'. Hin.¡:I. 

Encontramos que estos ~r-agmentos de restr·iccion certenecen 2 

los maxicírculos del DNA de cinetoclasto~ y que pueden ser de 

utilidad oara .¡:ormar gruoos entre los aislados de T. cruzi. 

Los patrones elec~ro.¡:oréticos .¡:armados con los .¡:ragmentos de 

restricción de los rna!!icircLtlos, presentt:'.n las sigLtientes 

características: 

1.- Objetividad en la apreciación de los resultados: 

Los patrones son .¡:ácilmente distinguibles entr• sí. 

2.- Estabilidad de los pat~unes a tt-a\•és del tiempo: 

Esta es una de las características mas importantes de los 

criterios que se utilizan para establecer clasi.¡:icaciones. El 

hecho de oue los aislados se hayan mantenido en medios di.¡:erentes 

durante varios aAos, hace pensar que las bandas obtenidas con la 

enzima Hin.PI tengan la estabilidad necesar·ia pare. ser· 
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consideradas como uM ~riterio taxonómico de ut1l1dad en el 

estudio de es~s par-ésito. 

Los fragmentos de restricción de les max1circulos se han 

utilizado en otro parásito perteneciente • la -familia de los 

Jt·ipanosomatideos~ como es Tryoanosoma br·uc~1~ en donde se 

observo que pueden ser de utilidad cara determinar la relación 

-filogenética existente entre subespecies (34), 

Es evidente que el análisis de los maxicirculos a través de 

los patrones electro-foréticos obtenidos con la endonucleasa 

Hin-fI, lo hacen una herramienta L!ti 1 para -formar agrLtpaciones en 

éste parasito, y que su importancia se puede re-forzar con, la 

con-elación encontt-ada en el análisis -filogenético C:on el genoma 

nuclear a través de los resultados obtenidos con los espaciadores 

no transct-itos. 

Es importante e ineludible un análisis amplio de los 

aislados bajo los criterios biológicos y bioquímicos 

preestablecidos, que nos permita determinar si un aislado que 

pertene=ca a un grupo o grupos de patrones electro-foréticos pueda 

ser representativo, en la totalidad de sus características, de 

toda una población. 
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ESPACIADORES TRANSCRITOS INTERNOS.-

La búsqueda de polimorFismos en la unidad de transcripcion 

entre los aislados, nos llevó al estudio de los espaciadores 

transcritos internos, los cuales pueden oresen~ar diferencias en 

longitud y secuencia entre especies relacionadas (35,36). 

En base a una banda unica de hibridación encontrada 

en todos los aislados, podemos in~erir que las di~erencias oue 

oudieran presentar no son lo su~icientemente imoortantes como 

para ser detectadas por el método que utilizamos. 

En cuanto a la cepa Esmeralda, se encentro que presenta 

bandas de hibridación di~erent~s, estas di~erencias pueden 

deberse a: 

1.- Digestiones p;;.rciales.- Cabe l.?. posibilidad de que los 

resultados se deban a digestiones parciales,aunque se obtuvieron 

los mismos resultados en varios experimentos. 

2.- Arte~acto de laboratorio.- La cepa Esmeralda es un aislado 

de humano obtenido hace más de 20 aAos en Brasil. Es una cepa de 

re~erencia internacional que ha sido mantenida en di~erentes 

medios de cultivo y animales de experimentación en varios 

laboratorios oel mundo a lo largo de esos aAos. _Es posible que 

bajo las condiciones arti~ic1ales en que se encontraba haya 

su~rido una mutación que suprimió el sitio de restricción 

que analizamos en la unidad oe transcripción, sin a~ectar la 
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-fLtnción del f;:NA t·.ibosomal. Cabe también la posibilidad de que 

existan alteraciones en otras partes de la secuencia, o oue se 

trate de una contaminación con otro Tripanosomatideo,aunque esto 

último es muy poco probable. 

Se plantea la necesidad de comparar los resultado con los 

que se pudieran obtener con la misma cepa proveniente de 

otro laboratorio, asi como un mapeo de restricción para descartar 

la presencia y/o ausencia de otras di-ferencias dentro de la 

unidad de transcripción. 

3~- Di~erencias en la secuencia del RNA ribosomal~- Las 

di-ferenc1as encontradas en la cepa Esmeralda, pueden deberse a 

que pt·esenta di-ferencie.s "natLwales" en la secuencia del RNA 

ribosomal con relación a otros aislados. Se han encontrado 

di-ferencias, bajo ciertas condiciones, en el RNA ribosomal entre 

Trioanosomatideos(37); un estudio más pro-fundo y detallado de la 

unidad de transcripción de la cepa Esmeralda, encontrar otros 

aislados oue presenten las mismas características de hibridación, 

asi como descartar los puntos 1 y 2 , podría ayudar a dilucidar 

si se trata de una subespecie de Lct·uzi, o estamos en pt·esencia 

de otra especie conocida ~e Kinetoplást1do. 
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ESPACIADORES NO TRANSCRITOS.-

En cuanto a los ~soaciadores no transcritos~ las di~et·encias 

en longitud y secuencia.aún entre especies muy relacionadas, ha 

permitido utilizarlos como critet·io taxonómico en varios 

organismos, como insectos y olantas (38-40). Dentro de los 

componentes de la ~amilia de los tripanosomatideos~ en Leishmania 

se han utilizado como criterio oara establecer especies teniendo 

come resultado la presencia de 3 oatrones de hibridacion entre 

las 15 cepas estudiadas, pudiendo establecer 3 gruoos que son 

oropuestos como esoecies del Género (41). En J.c•·uz1 , no se han 

establecido los criterios para definir el concepto de especie, a 

pesar de que la gran heterogeneidad demostrada entre los aislados 

estudiados pueda hacer pensar en la presencia de especiación en 

este parásito (42). 

A diferencia de lo que sucedió en Leishmania, la 

heterogeneidad entre los espaciadores no transcritos de los 

aislados de T.cruzi, limita la posibilidad de que sean utilizados 

por s1 solos como criterio clasificatorio en ~l estudio del 

parásito, sin embargo podrían ser de utilidad en la 

identific~cióp de cepas, debido a la caracteristica de que cada 

una presenta un patrón especifico de hibridación. 
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Un análisis más detallado de los patrones de hibridación, 

reveló que las bandas son compartidas, en mayor o menor grado, 

entre los aislados, por lo que se aecidio utilizarlas para 

establecer una relación filogenética entre ~llos utilizando el 

método de Nei para relaciones filogenéticas a partir de 

fragmentos de restricción (32). 

Observamos que el porcentaje de bandas compartidas aumentaba 

entre aislados de una misma zona geográfica y/o que compartían 

el patrón electroforét1co obtenido del anáiisis del DNA de 

cinetoplasto (fig 12,13 ). Esta corrélación sé estrechó aón más 

al utilizar los fragmentos de restricción en la elaboración de un 

árbol filogenético. 

42 



1 
-< 

Kb 

23J 

9.4 

6.4 

4.3 

2.3 

2.0 

Fig. 12 Patrones de hibridación del DNA total digerido 
con Hindlll contra la sonda pRTCBl • Cepas 
Yucatecas. 

43 



~ 
-r 

·< 

Kb 

23.1 

9.4 
6.4 

4.3 

2.3 
2.0 

o o 
M .. !:::~ ;;: --l 

< :r: N J: t- :r: < o:: o o tJ..l :J u uu u u o z ~ 2 ~ ,. o::: '.::) '.::) :J '.::) :J Vi ... z ->- >- >- >- >- u u. tJ..l '../) u >- ::i... 

t-~~;., .;,~ 

~ '· 
•, 

~::-

" ~l~ 

+,- """' -

Fig. 13 Patrones de hibridación del DNA total d1ger1do 
con Hindlll contra la sonda pRTCBl . 

44 



ANALISIS FILOGENETICO.-

La distribución obtenida en el dendrograma evoca l~ teoría 

multiclonal de t~eprcducción in·Ft=rida oat·a T.cr·uzi ¿1, oartir de 

datos obtenidos con patrones de iscen=imas~ y con los que se 

pt·cpone una dive~·gencia antigua y evolución independiente de 

mQltiples clonas (43,44). La topologia apoya esta teoria de 

primera instancia si tomamos en cuenta qLte cada agrupacion 

pudiera representar una clona que evoluciona independientemente 

de las demás, lo que estaría claramente re~leJado en el caso de 

Yucatán en donde los aislados se caracteri=an por su baja 

patogenicidad y virulencia en comparación con los del centro de 

la repQblica, en donde podemos encontrar un comportamiento más 

agresivo de los aislados y que son representados en este caso por 

una agruoación di~erente (~ig 11). 

Los grupos, que aparentemente se forman en el dendrograma 

de la fig 11, presentan divergencias nucleotidicas entre si tan 

grandes como las encontradas y utilizadas para determinar 

especies en el género Leishmania 145). 

Sin embargo,es importante tener en cuenta la característica 

de variabilidad de los ENT que explica tanto las diferencias 

encontr-adas intragr-Ltpación (mLty ¡:¡eqLteñas) ,_cofl\o las que se 

encuentran entr-e los grupos (muy grandes). Considero que es 

necesar-io ampliar el estudio Lttili=ando un mayor ndmero de 
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enzimas de restricción en el .?.nálisis de lo~s ENT, y empleat· una 

sonda genética medianamente conservada para tratar de apoyar la 

especiación sugerida en este estudio. 

Es impoortante se~alar que la cepa Esmeralda no pudo ser 

incluida en el dendrograma, porque solamente comparte fragmentos 

de restricción con 5 de las 22 cepas. 

Lo que es evidente en estos momentos, es l~ relación 

existente entre los patrones de DNAk y los patrones de 

hibridación con la sonda oRTCBl, cor lo que es importante 

conocer las caracteristicas biológicas y bioouimicas de los 

aislados estudiados, para determinar st esta asociación entre los 

genom.;i.s nLtC: l ear v mi tocona·~~ i a 1 se e;:t iende hast21. poder tom~r a. un 

or~anismo perteneciente a una agruoaciOn como representativo de 

toda esa población, en cualquier nivel a estudiar (inmunológico. 

fisiolóigico, etc.). 
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CONCLUSIONES 

1.- Los mai<icit·culos del Dl\IA dE;1l c1netcJrJl2.sto de T.~a11zi-1. son de 

utilidad para agrupar aislados de dif'erentes zonas .geograf'icas a 

través de los f'ragmentos de restriccion de la endonucleasa Hinf'I, 

y of'rece las siguientes ventajas: 

a) El análisis se realiza con el DNA total del parásito.sin tener 

la necesidad de extraer DNA de cinetoplasto lo qurdisminGye la 

dif'icultad y el costo del método. 

b) El análisis se simplif'ica aún más ~on lá técnica de extráccidn 

de DNA total a baja escala. 

d) Los patt·ones electt·of'oréticos son f'ácilment<'; di.stinguibles. 

2.- Existe heterogeneidad entre los espaciadores no 

transcritos de los aislados de T .Ct"Ltzi inclLtidos en este estudio, 

por lo oue es posible que puedan utilizarse como marcad~~es cepa 

espec:i-Ficos. 

3.- Existe una relación nQcleo/cinetoplasto expresada por la 

asociación encoritt~ada -entt·e lcis patt·-one-s -el ect:ro.fot'éi: ic:os -del 

DNA de cinetoplasto,y los patrones de hibridación de la sonda 

pi:;:TC81. 
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5.- Na existen.~iferencias entre las unidades de transcripción de 

las aisladas analizadas, a na san detectables con el método de 

análisis utilizado~ ~on exe~ción de la cepa Esmeralda que 

presenta diferencias en la hibridación con la sonda pRTC81. 
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ABF:f::I) I r.ic ION 

LIT 

* Suero Fetal Bovino. 

SSC lX 

SE 1X 

TE lX 

SET 1X 

6,6,0.2 

ANEXO I . SOLUCIONES. 

COMPOSICION 

NaCl •.••••••.••• 4.0g 
ft;Cl ••.•••.••••• O, 4g 
Na2HP04 •.••...•. 8.0g 
Glucosa ......•.. 2.0g 
Triptosa •••••..• 5.0g 
In-fLisi ón de 
Hígado 
Heminc> ..••.••.•.• 

*SLlet·o , .. , •. , .•.. 
H20 •••• , •.••... 
pH .•......•. •. 

5.(lg 
0.25g 
100ml 
c.b.p 
7.4 

NaCl ••••··'····· 150mM 
15mM 

NaCl 
EDTA 
pH 

Tris 
EDTA 
pH 

•••••••••••• 0 15C>mM 
· 1oí:imM 

8 

lOmM 
lmM 
8 

NaCl •••••••.•••• 0.15M
EDTA •..•..•..•.. 0.1 M 

--Tt·is-.--.•••. -.-, ··•c•··-O•OlM--
pH ••••...••••• 7 .9 

lOOOml 

Tris ••••.••••••. 6mM pH 7.4 
NaCl ••••••..••.• 6mM 
EDTA .•......•.•. 0.2mM pH 7.2 
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TBE lX 

DENHARDTS 100X 
para 50 ml 

Tris Base ...... 89 mM 
Acido Bórico ..• 89 mM 
EDTA ~ mM 

Ficol 400 
IPVP-40 

**BSA 

ig 
lg 
lg 

* Polivinil Pyrrolidane 
** Albúmina Bovina 
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