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* INTRODUCCION. -

Tiypanosoma crizites un pardsito’ flagelado pertensciente a
la familia de los Tripanosomatideos,incluida en el ordsn de los
kinetopldstidos de la clase Zoomastigina. Esta familia comprende

parasitos de vida libre(Proleptomonas).pardsitos monogénicos de

invertebrados(Crithidia.Leptomonas,BlastocrithidiaHerpetonona vy

Ehyncoidomona),pardsitos digénicos de invertehrados y plantas

(Bhytomona).y pardsitos digéenicos d2 invertsbrados vy vertebrados

come los geéneros Leishmania y Irypanosoma. La Ffamilia
Tripanosomatidas se caracteriza por la pressncia de un organslo

conocido como cinetoplasto ( 1 ).

T. cruzi s un pardsito unicelular con un ciclo de vida J

complejo que involucra 4 estadios basicos de desarrollo
comprendidos en 2 fases, una en =21 vector invertebrado y otra en
@l hospedero mamifero. Entre los cuatro estadios principales
existen otros llamados intermedics gue aumentan la complejidad

del cicle (fig. 1). Los estadios se definen por su forma, la

'pbsiéicn del cinetoplasteo con relacidn &l ndcleo, vy a la regidn

por donde sale el flagelo (2 ).

La transmicsidn del pardsito se produce por-insectos- de los

generos Panstrongylus,Rhodnius v Iriatoma.en donde T.oruszi crece

extracelularmente y se diferencia &n la porcidn distal del
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intestino. hacia tripomastigote metaciclico,; el cual ccnstituye ia
forma infectiva. Los pardsitos zon depositados por madio de las
heces fezales en el mamifero al cual entran a través de mucosas

o heridas en la.piel, penetrando posteriormente al espacio

intracelular en  donde se diferencia hacia amastigote completando

su ciclo de vida con su diferenciacidén a tripomastigote sanguineo
y.su liberacion parsa i1nvadir otra célula o infectar a un vector.
La enfermedad causada por &ste pardsito esi la .

Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas,que’ se compone

de I tases:
1.- Fase Aguda: esta fase se detacta:principal
los cuales puede ser causa de muerte. B
2.~ Fase Indeterminada: es una . fase silente- que puede abarear.

hasta 20 afos durante los cuales se pueden  presentar defunciones

por causas no determinadas.

3.~ Fase Crdnica: eu;sten alteraciones en miocardio y mnsgulcs'
ligos (principalmente esdfago y colon).
La Enfermedad de Chagas constituy= un problema qg salﬁd en casi
todo Centro y Sudamérica en donde existen'mas de 24 millones de
personas enfermas v 65 miliorias dé_pékééﬁgéﬂéﬁ'Eiégéérdér o
contraerla ( 3,4 ). V

En México se desconoce su magnitud vy traséendeﬁcia a nivel

nacional, siendo 4nicamente estimada en algunas localidades

aisladas ., sin embargo, existen las condiciones para la




transmisidn de la enfermedad -y se cansidera:tama_prqbabiexarea
endamica a todo territorio que se encuentraientrevU y_1BOD mts.

sobtre 21 nivel del mar ( 5~7 ).

Existe una gran variacién en elbtiemﬁb de e?oiucién de la
enfermedad y en las formas clinicas que bﬁesenta; esta
variabiliqad se puede deber en gran parte al natural piecmor@ismo
demostrado en 21 pardsito, el cual presenta diFerenéiaa
bioldgicas, bioguimicas y‘moleculares entre diferentes aialadas’
(8-11)., Estas variaciones en el compartamiento del pardsito han
hecho dé su caractérizacidn'uda condicidn necesaria para su
estudio y~controi, sin embargo,aungue los intentos hasta el
momenta para establecer pardametros confiables gue permitan Formar;
grupos con caracteristicas similares han sido muchos, 105:‘~L' -
resultados obtenidos han sido limitados (12-16&7). éﬁ nuEstrﬁypaié
los escasos estudios realizados para conocer las caﬁgét;rgatiﬁés
de los eislados presentan. resultados gue van en desécuefdo éon

la heterogeneidad demostrada =n el pardsito ( 17 ).

Este trabajo tiene como objetivo conocer la heterogeneidad
& _niyelrmolgcqlarrque presentan aislados mexicanons de diferentes
zonas geograficas a traves de los e§n$Eiadores no transcritos del
DNA. ribosomal - vy dé los maxicirculos del DMA de cinetoplasto, asi
como, explorar la posibilidad de utilizarlos como una herramienta

de clasificacidn en el estudio del pardsiteo.



GENES PARA RNA RIBOSOMAL Y ESPACIADORES.
Los genes de RNQ ribpsta1 (ENAE) son - de los mds =studiados

en. eucariotes, en-la mavoria se encuentran organizados en  tandem

constituyendo una familia de genes medianamentes repetidos con SO

3]

a 250 elementos. Las regiones codificadoras (para las moléculas
188, 5.85 y 288), son transcritas por la polimerasa I como parte
de un RNA ptrecursor, aque al ser procesado por cortes
endonuclectidicos genera las moléculas maduras .de RNAE, y‘eli@ina

las tegiones internas de RNA (espaciadores transcritos internos).

l.as unidades de transcripecidn alternan con regiones,nq

transcritas gue varian en tamafo aln €n un mismo organismo’

llamadas espaciadores no transcritos (18).

Eﬁllaé'éfiﬁ;nosbmStgdedé la dPgShiéadiﬁnidel‘hNﬁ
ribosomal es diférente a ia del .resto de los chariotEE; la
unidad de trans?ripcidn cuenta con 8 moléculas que surgen del
prccesamiénto no qual del componente mayor de su.ribosoma, RNA
245, que genera 2 fragmentos grandes (245 x y 248 3) y 4 RENas
pequefios (51,852,584 y 8&6) (19,20, fig 2).

Loz espaciadores no transcritos varian en secuencia y en

longitud entre especies relacionadas, y aldn dentro de una misma
especie, por 1o que son una herramienta Gtil para establecer
relaciones de filogenia y/0 taxonomia a20n entre especies muy

cercanas evalutivamente ( 21 ).
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Fig. 2 Mapa del cistrdn de RNA ribosomal en Trypanosoma crusi. Linea superior
DNA gendmico. Barras abiertas - Insertos gendmicos clonadas.

Barras
cerradas - ENA ribesomal madura. (20).



DNA DE CINETOPLASTO.

La ramxlla de los tripancsomatideos se caracteriza por la
presencia ‘de un.organele situado en una porcion especialirada de
su Gnica hitoccndria llamado cinetoplasto,gue consiste en una red
Formada‘pok Z tipos de DNA circular llamados por su tamaRo
minicircuios y mardicirculos.Estos representan,en conjunto, del 10
al 20% del DNA total de la célula ( 22 ).

Los maxicirculos se encuentran concatenados con los
minicirculos, y son considetrados como el DNA mitocondrial de los
tripanosomatidené, debido a gue en =1los se han esncontrado genes
que codifican paréféhzimas de la cadena respi?atorié
mitocondrial; Sg-encuentran en- un ndmero reducido de copias
(apror. EQQSQ) iy yaf;aﬁ:en tamano =ntre las leprentes =spec1as
(26 kb en T.:cruzi) ('_J,24 Y. E1 DNA de los maxicitrculos consta
de dos regiones: una'llamada regidn constante,gue contiene los-
genes de 1a5 enzimas. m:tocondrlales, algunos tRNas,y marcos.
abiertos de lectura con FUnCanES desronoc1das hasta el momenta.
y otra llamada reg1on variable que. al parecetr no cole;:a y no se
trancribe. La variacidn en tamafio de los maxicirculos entre
especies esta’dada;por—la regidén variaple, la.cual presenta,ﬁa:, L
solo diferencias en la longitud sino tambieén en la éecuenéia,
siendo el otrigen de teplicaciém 1a dnica regidn conservada entre

ellos.



La funcidn d=.los mini:irculosres casi desconocida hasta el
mnﬁentc,apéreqteméﬁte15a&iFi:an parabuna molécdla de RNA. que
sirve como guia . 2n el DPDcesa de edicion de los genes codificados
en los maxicirculos (25,26). Existen diferencias en gl tamafo vy

~sécuencia inter @ intra especie, contisnen su propio origen.de
replicacion ( 4 en el caso de JT.cruszi ) siendo la tnica raegidn
‘canservada entre las diferentes especies ( 27 ).E1l DNAk,

especificamente de los minicirculos., ha sido utilizado para la

caracterizacien y clasificacidn dz los tripanosomatideos ( 28 ).



OBIETIVO GENERAL: Caracterizar molecularmente aisladas mexicanaos

de T.crusi.

OBJETIVOS EBPECiFlCDS: 1.~ bBusquedsa de paolimorfismas
asociados al locus nuclear

de RNA ribasamal.

2.~ Busqueda de heterageneidad

en el DNA de cinetoplastao.



METODOLAGIA

¥ AISLADOS DE 1.¢

Se estudiaron. 25 aislados provenientes
de S Estados de la Repdblica Mexicana y 2 paises de Sudamérica), vy
que abarcaban los I origenss posibles del parasito: reserverio
mamifera, fransmisor y humano ( tabla 1 J.Los cultivos fuaron
mantenidos a 28°C en medio de LIT (infusion de higado/triptosa)
y suplementado con 107 de sueto f=2tal bovino,

Fara la extraccidn del DNA total v de cinstoplasto, los
cultivas fueron expandidos en frascos para cultiveo celular
(costar) de 75 cm? Ecn‘100 mi dgl madio y lés condiciones

descritas anteriormente.

% EXTRACCION DE DNA TQTQL;-,”LDS cultivos en expansidon, con una
densidad celular de 6G-70 milloﬁes de ceélulas por miliiitro,
fueron cosechados pcr:ﬁentrgfuga:idn a Bhkrpm por 10 min.a una
temperatura de 4°C.la pastilla fue lavada 2 veces“con 880 1X-
manteniendo las condiciones de temperatura. La dltima pasﬁilla se
resuspendic en 2 ml de SE frio.

Se agregd éarkosyl para una concentracidén final de 0.3% 'y
FPronasa (500 gag/ml concenttracidén +imal,preincubada a Z7 grados
por 1 hr), incubando i1h a S0O°C., Fosteriormente se agregd

Ribonucleasa A para una concentracidn Final de 100 pg/ml vy se

incubé ih a S0°C, se agregd nuevamente Fronasa & la misma

concentracion, y se incubdé 3I0 minutos a S0°C.



TABLA 1

AISLADDS DE T.cru=zi

 NOMBRE . . o PROCEDENCIA ORIGEN

x CY JALISGCO Triatoma

*x FA MORELOS Humano

xx Zacatecas ZAGCATECAS Humana

¥x CID - 0AXACA" - Humano

** FRY : OQXACA' Humano

*x Ninoa ' { ,OAXQCA Humano
xxx Hi . yucaTaN - Humano
xxx 43 " yucaTan Humano
xxx Hy L YUCATAN Humano
xx¥ HE ) : YUCATAN . Humano
xxx HG YUCATAN Humano
Xk H1O . YUCATAN Humano
xxx HG T YucaTan Humano
¥xe T ' YUCATAN Triatoma
xXxx 710 YUCATAN Reservario
xxx 717 YUCATAN Reservorio
XER 73] YUCATAN Reservorio
Rxxx Of BRASIL Triataoma
¥EXX Y BRASIL . . . ... Humano
*xxx 3ilvipo X100 CL1 R éRASIL Humano
¥xxx Femeraldo CLJ BRASIL Humana
XXXX Peru .. PERU Humang'

x Or. J. Tay. Depto Ecologia Humana. Facultad de Medicina UNAM.

xx Dr. Velasco Castrejon. Instituto Nacional de Diagndstica vy
Referencia.
xxx Or. Jorge Zavala V. Lentra de Investigaciones Regionales.

Universidad de Yucatan.
xxXx 0Ora. Magdalern So. Clinica Scrippe Sn Diego, California.
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Los §:idcsinﬁcléic6§zse Extrajeroﬁ 3 vecés;'ccn 1 vglumen
Fenul’;équjfibféadvéﬁ EriéVOilﬂ oH é);i vblu&en Fénol/cloEoFormo‘
(1:1);fyi}fyclﬁmeﬁ de>clcrcformo. Se di%lizd 2 veces contra 85C

‘@ui*)y”é'yéges contra TE. La fase acuosa obtenida se pre:ipitdb
con,LiCl'O.BM'Final y 2 volumenss de Etanol absoluto a —-20°C por
Eh;pnéteriurmente se centrifugd a&a 8 krpm por 10 minutos & 4°C vy

‘"la pastilla se resuspende en &,6,0.2,

% ' EXTRACCION DEL DNA DE CINETOPLASTO.- l.os cultivos en expansidn
con una densidad celular de &0 ~ 70 millones de cél/ml, Fueron
cosechados por centrifugacion a 8 krpm pot 10 minutos a 4°C ,
lévédo; 2 vecaes con SET frio y resuspendidos con la misma .
solucidén & una concentracidn de 100 millones de cel/ml. Se agrego
Sarkosyl patra una concentracién final de 0.3%, Fronasa S0Oug/ml
concentracisn final y se incubd Th a 60°C; al terminaf Ta
incubacidn se pasé el material por uma jeringa con aguja # 18 a
una presisén de 2% psi.

El material obtenido se cehtriFugd 1-1/2 h a 22 krpm en un
rotot. SW40,1la pastilla se resuspendid con ' TE pH 7.2 y se pasd a
travéé de un gradiente de CsCl por 15 minutos a 20 krpm (CsCl
superior n = 1.3705, CsCl inferior con 100gg/ml de EXBr
h=1.4040). Se vi%u%li:aron 2 bandas con lué uv, se ﬁﬁtuvorréirb&A
por puncidn de la bands inferior, y se diluyd con 1 volumen de

agua y se precipitd con 2.5 volumenes de Etanol absoluto a



temperatura#ambinnfefpak d4 h'rPDsterlormente se centr1Fuuo a. 10

krpm opor 20 minutos - a una tempa a*ur

de”1Q°C, resuspendzendq la

pastilla final en'é 6 0;2‘

Cuando el mater1a1 se encon dxsuelta en su tgtalzdad se‘

agregs 0.15 ml- de Sarkosyl al_,‘ 4 ml de L1C1 BM Se extra;o

una ves ‘cen fnnol/clcrofarmo 1z 1 ( %enol =qu111brado en trxs pH
T2 ),se mezcla la fase acuosa ton’ 11.& ml-de Etano; absoluta, Y
se precipita.a -20°C por 2 h, Se centringd~a 2 krpm:pck 20

minutas y se resuspende 2n &6,6,0.2.

¥ SONDAS MOLECULARES.- Las sondas utilizadas Fgleé-on""lc;sf"i:{sertas'

de las clonas pRTC 51 y pRTC 42 ‘obfenidas par trabajo previa del

Dr. Roberto Hernangez ( 20 ).

INSERTO pRTC 81 : Cleonado en gl SJtlD Sth dﬂ Pnc sipresentaun

tamafo de 1.6 Kb y contiene parte de la malécu1a1445 o

moléculas S2 y S&; y los espac1adpres,1ntefnns.que las eparan

(fig. 2).

INSERTO pRTC 42 ¢ Clunado en el EltlD PstI de Puc 1B, prﬁsenta (s}

tamarfo de .5 kb y contiﬂne las moleculas 49 Xy So,y Slg v ‘los
espaciadores internos gque las separan (Fig.. 2}.

¥ CUANTIFICACION DEL DNA.Y DETERMINACION ESPECTROFOTAOMETRICA DE
SU PUREZA.— La concentracidn del-DNA se estimé con la lectura =n

un espectofotdmetro a 260 nm (1 D.0.260 nm = T0 pg/ml). La pureza

sa determindg con el cociente 260/280.

-
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¥ DIGESTIONES CON ENDONUCLEASAS DE RESTRIC&IG&.—'Las'dlgegtiohas
de DNA se realizaron con un sxcesc de enzima dé TS5 a7 vecss,c&n
las condiciones recomendadas por la casa comercial (29),y.con un
tiempo de incubacion de I .h. ‘

ta caracterizacidén por patrones electroforéticos ae enzimaé
de restricecion se lleve a cgbo con-las enzimas Hinfl vy EcoRI
utilizanda F pg de DNA total y 1 ug‘de DNA. de cinetaplaéta =20 un
velumen final de digestion de 30 a S0 ul.

En lacaracterizacion por sondas molecularses, se wtilizaron

las enzimas HindIII, Sstl v Fstl con 7 pg de DNA total + .5pug

de DNA del fago lambda come control internc de digestidn, y en un

valumen final de 20 a S0 ul.

# ELECTROFORESIS.- Se utilizaron geles verticales de Agarosa al
0.8%, con un soporte de Acrilamida-Bis acrilamida (307 -~ 0.8%
concentracisén Finmal). vy TEE como buffer de corrida.lLos geles se

corri=sron a 70 v en un tiempo de 7-8 h.

¥ AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS INSERTOS.—- Se obtuvieran los
insertos de las clonas gendmicas con las endonucleasas
correspondientes, se realizd una electroforesis en un gel
noriczontal de Agarosa al 0.8% y-se localizd la banda de interés
con una ldmpars manual de luz UV de longitud de onda larga.

El fragmento del gel aue contenia la banda fué cortado y colocado

en una bolsa de didlisis con TBE 1X, y sometido a electroforésis

14



er una camara hcrlzbnt%l por Zh. Al ﬁérﬁinc de'la :Drrid§7sé
invirtiéron los poleos 2 minutos v posteritrmente 15 sequndos. El
matarial obtenido fue precipitado con LiCl 0.8M final y Etanol
absoluto & —20°C por Zh, pastericrments se centrifugd v la

pastilla fug resuspendida =n £,.6,0.2,

¥  MARCAJE RADIOCACTIVAO DE LAS SONDAS.~ Se emples el método de
"Nick Translation'., gque consiste en la formacidn .de una cadena de
DNA con dATFx-F22 1ncorporado.utilizando las sondas como templado

Yy una columna dz cromatografia de exclusidn para separar los

nucledtidos radiocactivos libres de las sondas -marcadas. ( 30 ).

¥  EXFPERIMENTOS SOUTHERN.- ’él DNQ tétal Fué digerido . con
las endonucleasas de restriccidn_y las condiciones descritas
previamente, vy fraccionado por electroforesis. =n un gel vértical
de Agarosa al 0.8%, con TBE 1X como buffer d= corrida. Los geles
fueron corridos a 70 v de 7-8 hr utilizando como marcador de peso
molecular DNA del fago lambda digerido con HindIII.

‘El DNA fue transferido a filtros de nitrocelulosza por.el
método de Southern (Z1). Los filtros se secaron a tempefatura
ambients y fueron horneados a BOC con vacio por 2hy
posteriormente fueron orehibridados con 20 ml de soidcidén de
hibridacidn (Formamida S0%, Denharts 4X, 3DS 0.2%, EDTA pH . 7.4

2 mM, Buffer de Fosfatos 120 mM, vy S8C 2X) por T h como minimo.



A continué:ién,_ios Filtros salhiﬁridaron de 18 'a.20'h. con 5
millones cpm del ingserto marcado con Adenina x—FZ2
desnatqralizado por caler,en 10 ml de la solucidén de hibridacién.
Al térmiﬁq del tiémpo de hibridaéidn loé Fiitrns se:lavaron en ¥
ciclos de enjuague (S8C 0.2X) v laQado (88C 0.2 X‘SDS Q.1 Zcon
agitacisn a 37°C. '

.Laé autorradingratias se Dbtuvierpn célocando gl»Filtro;
sobre wuna place de rayos X (X omatt RP Koqak) con uﬁa pantalla

intensificadora y a ~ 72°C con un tiempo variable de expasicisn.:

x EXTRACCION DE DNA A BAJA ESCALA.— En un tubs. de cﬁiti&b;Qéi1g 
W 100 mm, se cultivan los pardsitos en Iml Be:heaip aéffLi%WH;gt;,
alcanzar una densidad de 60 millones de células por miltiifrq.Laé'y
parasitos se cosechan por :entriFugacidn a 5 Efﬁm-pﬁr:io éiéutﬁs
a una temﬁératura de 4°C, vy posteriormente se‘lavardh-;qn S8C° 11X
resuspendiendo la Gltima pastilla en 1 ml de SE FE{D.> Bt
Se agregé Sarkosyl para una concentracidn Final‘de_o.sz
fFinal y‘Pronasa (S00pg/ml,.previamente incubada 1h a I7°C), vy se
incubd a S0°0 por 1h. Al término se agregd RNasa 100 ug/ml}
incubando 1 h a 50°C,y posteriormente nuevamente Pronasé (500

_pg/ml) incubando-I0-minutos a -S0°C.

Se extrajo: 1 vez con fenol equilibrado en Tris pH 2.5 ( 2 ml )
1 vez con fenol/cloroformo 1:1 (2 ml f
1 ver con cloroformo ' : {2 ml )

16



Se :enériFugd'éntre las éxtraccionesra B krom Dﬁr 10 minutos a-
4°C en tubos para cultiva 14 3 100 mm,

£l ﬂitimoléobrenadénte se transfirid a tubos eppendorf
(ZO0pl/tubo), v ée pracipitd con LIC1 (0.8 M final) y Etanol
Absolute a —=20°C por Z h.Se centrifugd & 14 krpm bmr 10 minutgs 

y la pastilla se resuspendid en 125 pl de &6,6,0.2.

¥ ANALISIS FILOGENETICO.- El andlisis filogenetico se realizé
con un método de matriz de distancia (UFGMA), & partir de iéé
divergenci1as nucleotidicas obtenidas de los fragmentos de
restricocidén  resultantes aevlé hibﬁidécidn d:‘la sonda pRTCEL1 con
21 DNA total digerido con HindlIII, utilizando el método de Nei

(32 ).

17



RESULTADOS

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

Observaciones previas rsalizadas en el laboratorio.revelaron 1é
presencia de bandas facilmente distinguibles dE altD‘ﬁE$D>v
molecular, que aparecen en Electrchresis;dé untdigéridd:del DNA
total de T. cruzi con la endanucle&sa de fesﬁrgécién‘HiHFI‘ .
(comunicacidn personal). :

Con_ las baﬁdas aobtenidas con Hinfl, encontramosillftiuds'dé'
patrones electroforeticos_entre los 22 aislados anali:aﬂosi I de
‘8505 patrones son compartidos por mas de - un . aislado,.y entrealbs
3 contienen al 63.6Z‘de la muestra estudiada. Los 8 restantes
eran patrones individuales que abarcan 2! porcentaje restante
(fig Z,4).

Fara establecer las batrunes; se tomaron en cuenta ;as‘
bandas -gue aparecen por arriba de una banda comin avtqdosrlos
aislados de 2.7 kb aproximadamente, la cual se tomd »
arbitrariaments como refersncia. o
”Laévﬁatrones Electro%oréticos fuetron nomﬁrédos”cbn una letra

de acusrdo al orden cronoldgico de su aparicidn (tabla 2).
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(OVH) DNA
(L)DNA
(PH) ONA
(6H) ONA
(£+Z) ONA
(EH) DNA
(VH) DN A
(9H) DNA
(SH) ONA
(OVZ) ONA
(+¢Z) ONA
W PuH

Kb

234 _

0.4 .

6.4 _

Fig, 4 PATRONES ELECTROFORETICOS DE DNA TOTAL DIGERIDO

coN HinFl, EN UN GEL DE AeArosa AL 0.7,

20



Clagificacidn par

[ Do

=] FRY ) aaXACA
o OAXata
D H4 YUCATAN
£ T YUCATAN
= =i YUCSTAN
HZ YUCATAN
H3 YUCATAN
HE YUCATAN
Zia YUCATAN
217 YUCATAN
2214 YUCATAN

[}

HF YUCATAN

Hig YUCATAM

cL BRASIL
Y R EBRASIL

Crera T ' h FERU

Silwvig X110 BRASIL
CLt
Esmaralda BRASIL
CLE

>




Eafa cnﬁccerkel,crigen AE las béndas abservadas,—
primeraménte se emfrajm DNA da cihetoulastc de varias cepas, y se
corrbbnrd su pureza hibridandolo ccntra‘la sonda pRTCEL (fig 3).
.Pastériaémente Ee.realiib una comparacidn entre los patrones de
restriccidn del DNA total y el DNA de cinetoplasto del pardsito.
Encontramos oue las bandas observadas pertenecen al DNAL, y por

su tamafio a los maxicirculos (fig &).
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CQRRCTERIZQCIUN'PDR SONDAS DE DNA RIBOSOMAL .-

~‘51 misme tizmpo.  los ESPACIADORES TRANSCRITOS INTERNOS
Fuerénjanali:adaa mediante la digestidn ds=l DNA total con laé
endnnuclgésas de restriccion HindIIl vy 8stl, v la hibrida;idn
poasterior con las sondas oRTC 81 vy pRTC 4Z, abarcando: de eeté
manefa todos los espaciadores transcritos internos (Fig 21,

El resultado obteniao reaveld una banda unica -de hibridacidn
en todos los aislados, exente =2n la cepa Esmeralde {(fig 7).‘La
anterior descarta la posibilidad de vtilicar a les espaciadores
iﬁternos come herramisnta taronémica en T.coruzi.

El andlicisg de los ESPACIADORES NO TRANSCRITOS =n los
aislados dEVT.:FuZi,SE llavd a2 cabo con la digestion del DNA
total del parasito con la endonuclsasa de restriccidn HindIIl.y
la hibridacidn posterior con la sonda pRTC 81 aque contizne el
axtremo 37 de-la unidad de transcripcign (fig 2). Para descartar
digestiones parciales se utilizo DNA del fage lambda como control
interno de digestion (Fig 8).

Sa obgervaron 14 bandas de hibridacidn en promedia
entre los 22 aisladeos con valares minimo y maximo de 12 y 17
bandas respectivamente. Este resultade tevela diferancias entre
los ENT de un misme arganismo, gue no son extremas tomando en
cuenta que T.orusi nresenta 110 copias de log genes de RNA
ribosomal por genome haploide (3I3), sin embargo, presentan una

digtribucidn desigual =ntre los egpaciadores inferida por las
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diferencias =n la intensidad de hibridacidn, lo gue pusde ser

indicadot d= variacione

[
i2]

n el ndmaro de copias . que representa
cada una de ellas (fFig Fi.

lLas digestionegs presentan . patronss Einguléres d? hibridatién
con la sonda ﬁﬁTCBl para cada aislado, caracteristica que podria

ser de utilidad para la identificacidn de las cepas (Ffig. 10).,
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Fig. 9 Patrones de hibridacidn contra la sonda pRTCBI.
Carriles 1-9 : DNA total digerido con HindIII.
Carril 11-: DNA total digerido con EcaRI.

Carril 12 ; DNA de cinetoplasto digerido con EcoRI.
Carril 13 : DNA total digerido con Hinfl.
Carril 14 : DNfA de cinetoplaste digerido con Hinfl.
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ANALISIS FILGENETICO.—

Fara la construccidn de un drbol. filogenetico, se estimaron
las divergencias nucleotidicas entre los aislados a2 partir - de los
fragmentos de restriccidon obtenidos con la sonda oRTCBL y el DNA
total digerido con Hindlll, comprendidos entrz los limites
preestablecidos, vutilizendo el metodo de Nei (I2).

El método coneiste en comparar los patrones de hibridécidn s
entre si para obtener la proporcidn de fragmentos combsﬁfiéés"csﬁ

la Férmula: : - S i ='f”"f
F=_2muy/(mu -+ my)

donde mx-y my'scn al total de frragmentps: de restrit:idn—dé>lus
aislados X'y Y.respectivamente, v mky Es\elyrndmefo de @raghentas
compartidos entre los dos aislados.

A partir del valor de F, podemos iﬁFerir;1§~§robabilidad de
que un sitio de restriccidn an:estralypermahezca’éin:c;mbibé
entre dos aislados con la fdrmula: G H
%

5 = [F(3-2G1)]

ok
tomando Gi= F como valosr inicialy y-obteniendo G .cuando sea

igual 2 G1.

2
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v finalmente las divergencias nucleotidicas ss.obtienen con la

rormulat

Q
t

= —(Z2/r)loge &
siendo r-el numero de bases gue reconoce la enzima utilizada.

Ejemplo:
Si tomamos como. ejempla 1os éfsiadbS'V~y'Zibrdékla fig.11l,
tenemos que: :

El No. total dé bahdastde ;adakaisiadd es

Cepa Z10=16
El No. de bandas compartidas es - de: 4.
Fara obtener lardivergencia hgc;eotidi;a 'énfferY_y ?10,ap1iﬁ§mqé
las férmulas y tenemos due:k '
F= 2(4)/12+1&

F=0.28%7

Con &l valor de F'pdﬁémﬁéfapliéaf ih'Sngiénfé,#ékmulé:

51:'0,7311~  e RS e i e i e et e
: - ; s - %
G= [0.2B57(3-2 0.7311)]

G= 0.7963

v finalmente:
d= ~(2/r)loge G



n

signdo gue an.esté caso utilizamos la enzima HindIll que reconoce

o pares de basgs, r= &
d= ~{(2/6)lage 0.7967

d="0,0739

por lo gus 21 valer inferido del nGmsro de substitlcionss por
sitio entre las cepas Y v Z10 eg de .Q79&7.

El andlisis se llevd & cabo utilirando las divergencias
chleqtidicas como valores de digtancia, presentandolos @n- una

matriz dnica en 1 meétodo de matriz de distancia UFGMA

{unweighted pair group method with arithmetic mean) (Tabla

Cada uno de log ailslados se considerd como una  unidad
taxonomica independientes, v el método coanziste en localizar las
unidades con las distancias méds peguefas v agruparlas con una
ramificacidén a una distancia igual para ambas unidades. Esee par
es colocado como uwuna sola unidad., calculando los promedios entre
esta vy las otras unidades, y reagrupandolos en una nueva matriz
para repetir el proceso nasta gue todas las unidades témondmicas
operécionales sean agrupadas.

En la topologia abtenids encontramds gque las divergencias
nuclectiaicas,entrs algunos aisladosﬂsonwpeaueﬁgsi p9rwfnrqq9'dan
la apariencia de estar conformando agrupaciones. Esta impresidn
.se incfementa cuando entre estas agrupaciones las divergencias

nucleotidicas sz amplian grandemente (Ffig. 11}.
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En los aislados que conforman los “gruubs“, se destaca una
asociacion entre . .1os patirones de hibridacidén con 1la sonda pRTCEL,
las zonas geograficas. de las gue provienen . y/a. los patrones

electroforéticos del DNA de cinetoplasto (Fig. 11).



- BIGCUSION

DNA DE CINETOFLASTO.—

Es caracteristico de T.cruzi Una gran heterogeneidad

bioldgica encontrada a tcdo; los niveles entre diferentes
aislados. A la fecha la heterogengidad natural de J.cruzsi =n
México es virtualmente desconocida. En un intento por conocer
caracteristicas genéticas de aislados mexicanos.analizamos las
bandas de alto peso molecular que apearecsn con la digestidn del
DNA total con la enzima Hinfl.

Encontramos que estos fragmentos de restriccion pertenscen =
log maxicirculos del DNA de cinetoplasto, v que pu=den ser de
utilidad.para formar grupos entre los aislados de T; cruzi{

Los patrones electroforéticos Fformados con los fragmentos de
restriccion de los maricirculeos, presentan . las siguientes

caracteristicas:

1.~ Objetividad en la apreciacidn de los resulitados:

Los patrones son fFdcilmente distinguibles ertre si.

:2.— Vﬁgtab;{%déd de las patrones a traveés del fLismpo:

Egsta es una de las caracteristicas més imﬁorﬁantes de 105”
criterios gue se utilizan para establecer clasificaciones. El
hecho de aue los aislados s2 hayvan mantenido en medios diferentes

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

enzima Hinfl tengan. la estabilidad necesaria pars ser

37



consideradas.como ud critério taxonémico de utilidad =n &1
sstudio de egts pardazito.
Los fragmentoe de restriccidn de los maxicirculos. se Han

uwtilizado en otro pardsito perteneciente a le familia de los

Itipanosomatideos, como es JTrypanosoma brucei, en donde se

observd gue pueden zer de utilidad pare determinar la relacidﬁ
Filogenética existente entre subespecies (I4).

Es evidente gque el andlisis de los maxicirculos e traves de
los patrones electroforsticos obtenides con la endohu:lsééa‘
Hin+l, 15 Macen una herramienta Gtil para formar ‘agruéacidneé en

éste parasito, y gque su. importancia se puede,refnrzar cmn51a 

correlacidén encontrada en el andlisis filogenético con el genoma

nuclear a traves de los resultados obtenidos conlos espaciadores

ne transcritos.
Es importante & ineludible wun aﬁé;isis émplio‘detio;;
alslados bajo los criterios biclégicos y bioquimicué
preastablecides,. que nos permita determinar éi'un'aislédo que
pertenezca a un grupo o grupos de,patrones electrofcréiicus pueda
ser representativo, em la totalidad de sus caracteristicas, de

toda una poblacidn.,



ESPACIADORES TRANSCRITOS INTERNOS.-

La busgueda de‘pmlimDrFistS 2n la unidad de transcripcisn
entra los aisladas, ncé llevd al estudio de los espaciadores
transcritos internos, los cuales pueden presentsr diferencias én
longitud y secuencia entre especies relacionadas (35,36).

En base a una banda dnica de hibridacidn encontrada
en todos los aislados, podemos inferir gue las diferencias que
pudieran prasentar. no son lo suficientemente importantes como
para ser detectadas por =21 método que‘utilizamns.

En cuanto. a la cepa Esmetraldo, se encontrd que presenta

bandas de hibridacisn diFerénﬁés,ZeetasyﬁiFéréhciés pueden

debarge arn - sl
i.- Digestiones parciales.~ Cabe 12 posibilidad de'que 1os
resultados se deban a diéeétiéhésyparciales,aunqué ée obtuvieron
los mismos resultados en varios experimentos.

2.~ Artefacto de laboratorig.- La cepa Esmeraldo es‘un aisiado
de humano obtenido hace més de 20 aﬁés en Erasil; E;.una capa de
referencia internacional gue ha sidq manténida en tierentes
medios de cultive v animales de experimentacidn en varios
laboratorios del mundo- a-lo-largo.de esos afos. Es posible gue
bajo las condiciones artificiales en gue se enccntfaba haya
gufrideo una mutacidn que suprimid =1 sitio de restriccion

gue analizamos en la unidad de transcripcidn, sin afectar la

9



funcicn del RNA ribosomal.
sxistan alteraciones en ot

trate de wuna contaminacidn

Cabe también la.posibilidad de.que
tras partes de la secusncia, 0 que se

con otto Tripanoscmétideo,aunque asto

tltimo es muy puﬁo probable.

Se plantea la necesid
ue se pudieran obtenetr co

otro laboratorio, asi como

ad de comparar los resultado con los
n-'la misma cepa proveniente de

un mapeo de restricoidn para.descartar

la presencie y/0 ausencia de otras diferencias dentro de la

unidad de transcripcidn.

F.— Diferesnciaz en la secuencia del RNA ribosomal.- Las

diferencias esncontradas =n
aue presenta diferencias
ribosomal con relacidn a o
diferencias, bajo ciertas
Tripanosomatideos(37): un
unidad de trangcripcidn-de
aislados gue presenten.las
asi como descartar los an

si g2 trata de una subespe

la cepa Esmeralda, pueden deberse a

naturales! . en la secuencia del RNA

tros ggslados. Se han -encontrado
chdicioneE, en 21 RNA ribosomal entre
;estudio mas profundo y detalladm de la
la cepa Esmeraldo, Encontwér otros
~mismas caracteristicas de hibridacidh,
tos 1.y 2 , podria ayudar a dilucidar

cie de T.cruzi, o =stamos en presencia

de otra especie conocida de Kinetopldstido. -~ e e

40 7



ESPACIADORES NO TRANSCRITOS.-

En Cuanto s los espaciadores no transcritos, las diferencias
en longitud v secusncia,adn enEre éspecies MUy rélacionadas,vha
permitido utilizarlos come criterio taxondmico entvarios
organismos, como insectos y plantas (38-40). Dentro de los
componentes da la familia de los tripanosomatideos, en Leishmania
s han utiliradoe como criterio para establecer especies tenliendo
como resultado la presencia de I patrones de hibridacion entre
las 15 cepas estudiadas, pudiendo establecer 3 grupos gue son
propuestos como especies del GEnerao (41). En T.cruzi , no se han
establecido los criterios para definir el concepto de Especig, a .
pesar de gue la gran heterogeneidad demostrada entre los aislados
estudiados pueda hacer pensar =n. la presencia de espe:iacidnren
gste pardsito (42). ! : S ‘“’,f o

A diferencia de log gue sucedid en Leisimania. la
heterogeneidad entre los esgaciadores no transcritos deyios

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

por i solos como criterio clasificatorio en el estudio del

patrdsito, sin embargo podrian ser de utilidad-en la

identificacidn de cepas, debido a la caractzristica de gus cada

una presenta un patrén especitico de hibridacion.

a1



un analisié mas detallado de los patronss de hibridacidn,

reveld qﬁeklas baﬁﬁas éon compartidas, en méynrkp ménor grado,
entrea los aislados, por lo gue se decidis utilizarlaskpara
establecer una relacidn filogenetica Entreﬂéllﬁs utilizando el
método de Nei para relaciones Filagenéticas éipaf£i('dE
fFragmentos de restriccion (32). ' 7

Ubservamos que =1 porcentaje de bahdéﬁrcahﬁgﬁtidas aumenfaba
entre aislados de una misma. zona geogra?icg,ykc aua’compartian
el patrén electroforético obtenide d;l'anaiisisrdei,umé de
cinetoplasto (fig 12,17 ). Esta corﬁélaqidﬁ éé estrechd adn mas
al utilizar los fragmentos de restricci@n én la el;boracidn de un

arbonl filogengtico.
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ANALISIS FILOGENETICO.-

La distribucidn obtenida en el dendrograma ‘evoca la teoria
multiclonal de reproduccidén inferida para JT.oruzi a partir de
datos obtenidos con patrones de isoenzimas, v con ios que se
propone una divergencia antigua y evolucidn independients de
miltiples clonas (47,44). La topologia apoya esta teoria de
primera instancia ~si tomamos en cuenta gue cade agrupacion
pudiera representar una clona que evoluciona independientemente
de las demés, lo gue estaria claramente reflejado on =21 caso de
Yucatan en donde los aislados se caracterizan por su baja
patogenicidad vy virulencia en comparacidn con los del centro de
la repiblica, en donde2 podemos encontrar un comportamiento més:
agresivo de los aislados y gus son representadas‘en este caso por
una agrupacidn diferente (fig 11).

7 llos grupos; que aparantemente se forman en el dendrbéramé
de la fig 11, presentan divergencias nﬁcleotidicas’entre si tan
grandes como las encontradas y utilizadas para déterminar

especies en el género Leishmania (45).

Sin . embargo.es importante tener en cuenta la caracteristica
de variabilidad de los ENT que explica tanto las diferencias
encontradas intragrupacidn (muy peguefias), como las que se

encuentran entre los grupos (muy grandes). Considero que es

necesario ampliar el estudio utilizando. wun mayor nGmero de



encimas de . restriccidn en el,anéliéis dejlgs ENTQ;Y“emplea? una
sonda geneética medianamente conservada paraitratg? de apoyar la
especiacion sugerida en este estudio.

' Es impoortante sefalar que layﬁepa:Es@éfé#db‘na pudo ‘ser
iAcluida en el dendrograma, potrque éolamente'Ctharﬁe fFragmentos
de restriccién con I de las 22 cepas. ‘

Lo que es .evidents en estos momentos, es 1a relacidn
existeﬁte entre los patrones de DNAL vy los patvones. de
hibridacién con la sonda pRTCEL, por lo que es importante
conocer las caracteristicas bioldgicas y bioguimicas de 'los
aislados estudiados, para determinar =i esta asociacidn entre los
geEnomas nuclieatr v mitocondrial se extiende hasta poder ftomar a un
orqanismo parteneciente a una agrupacisn como representativo de
toda esa poblacidn, en cualaguier nivel a estudiar (inmunoldgico.

fisioldigico, =tc,).
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CONCLUSIONES

1.~ Los maxicirculos del DNA del cinetoplasto de T.cruzi, son de
utilidad para agrupar aislados de diferentes zonas geograficas a
traveés de los fragmentos de resiriccion de la endonucleasa HinfI,

y ofrece las siguientes ventajas:

a) El andligis ge realiza con el DNA total del paras1ta.s1n tﬂner

la necasidad de extraer DNA de c1netoplasto la que d:sm1nuye 1a

dificultad y el costo del método.

b) El andlisisige simplifica'aunrmAS";uni1a,té:nica'de?ektké:cidn

de DNA total a baja escala.
d) Los patrones electroforéticos s@n FaciLmenta distinguibles..

2Z2.- Existe heterogeneidad entre los es pac1ad0res no:
transcritos de los aislados de JT.cruzri 1nc1u1dos en =s+e ‘estudig,
por lo aue 25 posible gue puedan'Utiltzarse como marcadqres cepa

especificos.

3.~ Existe una relacisn nuclen/cinetoplasto exprasads por la

asociacdien encontrada entre los patrones elsctrofofeticos del
DNA de cinetoplasto,y los batrones de hibridacisn de la sonda

pRTCS1.
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5.~ No existen diferencias entre las unidades de transcripcidn de
los aislados apdlirzados, o:no son detectables con 21 meétodo de

tonexepcidn de la cepa Esmeraldo que

analisis utilizado

presenta diferencias en la hibridacién con la sonda pRTCS1.
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.. ANEXO I.. SOLUCIONES.
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