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REZUMEN

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es un problema de salud
importante en América Latina. Su agente etioldgico, el protozoario parésito Trypanosoma cruzi,
muestra un polimorfismo genético considerable que se ha demostrado en estudios de ADN total,
digestion del ADN del cinetoplasto y patrones isoenzimaticos. Dicha variabilidad genética esta
relacionada con propiedades del parasitos de importancia médica como virulencia y resistencia a
farmacos, ademas entre sus diferenles cepas y aislados muestra gran heterogeneidad en
caracteristicas biolégicas como tropismo celular, infectividad, patogenicidad y crecimiento in vitro.
Debido al poco conocimiento de los aislados mexicanos del parasito y a la gran heterogeneldad
que éste presenta, se realizd el estudio de 18 aislados mexicanos con el propdsito de
caracterizarlos a nivel molecular, mediante dos técnicas diferentes, el andlisis de isoenzimas y la
amplificacion aleatoria del ADN polimorfico, 18 aisiados mexicanos. Empleando las dos técnicas
se observd hornogeneidad entre los aisiados mexicanos, con excepcién del aislado C4, del estado
de Jalisco, que aparecié mas relacionado con las cepas sudamericanas usadas como referencia.
Por otro lado, no se encontré correlacién entre los datos genéticos obtenidos por este estudio y la
informacion previa que se tenia de los aislados, como origen y comportamiento bioldgico in vitro

(p.€j. crecimiento, infectividad y virulencia).



1. INTRODUCCION,

“Venimos, desde meses, estudiando ei ciclo evolutivo de un hemofiageiado, el
trypanosoma Cruzi, que tiene por hospedero intermediario un hematéfago..." Asi es como
comienza uno de los dos reportes preliminares donde, en 1909, Cartos Justiano Chagas describe
una nueva enfermedad humana. En ese mismo afio escribe un tercer reporte donde aparecen
completas todas sus observaciones realizadas hasta ese momento sobre la enfermedad que es
conocida en nuestros dias como enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, la cual es
una enfermedad parasitaria que afecta a millones de personas en Latinoamérica, y como la
mayorfa de las enfermedades parasitarias, esta ligada a la pobreza (Lewinsohn, 1979; Moncayo,
1992) .

El descubrimiento de |a enfermedad es (inico ya que fue el mismo Carlos Chagas quien
descubrié el agente etioldgico, el vector y 1a enfermedad en un periodo de solo dos afios. La
secuencia de sus observaciones fue la inversa a la que se sigue clasicamente, ya que primero
encontré at vector y al reservorio, después el microorganismo causal y finalmente describié ta
enfermedad en humanos, y aunque él describi¢ la fase aguda de la enfermedad no dudo en
suponer que la enfermedad tenfa también una fase crénica (Lewinsohn, 1979).

Su agente etioldgico es un prolozoario parasito flagelado, liamado Trypanosoma cruzi, el
cual tiene un ciclo de vida complejo en et que intervienen como reservorios distintos vertebrados,
y como transmisores insectos hematéfagos de la familia Reduviidae, principalmente del género
Tratoma.

1.1, El parésito.

I.1.1.Caracteristicas generales de Trypanosoma cruzi,

T.cruzi es un parasito pleomérfico que presenta la mayoria de ios organelos existentes en
células eucariotas como un nicleo, reticulo endoplasmico. ribosomas, peroxisomas, lisosomas,
aparato de Golgi y una sola mitocondria, lineai en el caso de los tripomastigotes y ramificada en
tos otros estadios, que contiene al cinetoplasto (Pereira, 1990). El primer ADN extranuclear que se
encontrd fue el que se localiza en la mitocondria de los tripanosométidos, puede constituir el 20%

o méas del ADN total, que se encuentra en el cinetoplasto (Vickerman, 1976) y cuenta con dos
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componenten o maxicircilo, con los genes inilccondriales, y €l minicirculo, cuya funcién no se
conoca tadavia (Pollard et.al., 1990).

Como los cromosomas del parasito no se condensan durante la division nuclear no se
sabe el nGmero de cromosomas que tiene, pero estudios realizados por Wagner y So sugieren que
tiene por o menos 10 cromosomas, tampoco es conocida la ploidia del parasito pero exislen
evidencias de que es un organismo diploide ( Tibayrenc et.al., 1984),

Los tripanosomas poseen un ciloesqueleto formado por una paricular estructura de
microtGbulos que le confieren rigidez, y que se encuentra debajo de !a membrana plasmaética,
excepto en la region de la boisa flageiar donde el parasito toma por pinocitosis proteinas y otras
moléculas que requiere (Seebeck, Hemphill y Lawson, 1990; Pereira, 1990; Cazzulo, 1992a).
Cuentan con un flagelo Gnico que emerge de su porcion anterior en la bolsa flagelar, que actia
como un organelo de locomocidn y de adhesion a superficies celulares tanto del vector como del
hospedero mamifero (Scebeck, Hemphill y Lawson, 1990).

1.1.2, Posicién taxonémica : (WHO, 1986)

Reino Protista.

Subreino Protozoa.

Phylum Sarcomastigophora.
Subphylum Mastigophora.
Clase Zoomastigophorea.
Orden Kinetoplastida,
Suborden Trypanosomatina.
Familia Trypanosomatidae.
Género Trypanosoma.
Subgénero Schizotrypanum.

Especie Trypanosoma (S.) cruzi,

Pr]



1.1.3. Ciclo de vida.

Duranle su ciclo de vida el parasilo sufre varios cambios morfologicos que Incluyen
cambios en su tamafio, forma y posicién del cinetoplasio relativa at nicleo. Son lres fos estadios
del pardsito que se distinguen:

1) Tripomastigote.- Estadio no replicativo, de aproximadamente 20 -25 pde largoy2
de ancho (las dimensiones son variables segin el aislado), presenta el cinetoplasto posterior al
nicleo y un flagelo en 1a parte anterior de! pardsito, adherido a una membrana ondulante que
confiere al pardsito una gran movilidad que lo caracteriza. En huéspedes mamiferos se encuentra
intracelularmente en lejidos o extracelularmente en circulacién, y en transmisores triatominos se
encuentra extracelularmente en el intestino posterlor.

Se distinguen 2 tipos de tripomastigotes: tripomastigotes sanguineos que provienen de
amastigotes y se encuentran en circulacion sanguinea de mamiferos infectados, y tripomastigotes
melaciclicos, que son los que se encuentran en 10s transmisores Invertebrados (se considera que
una Infeccién comienza en mamiferos y termina en el insecto transmisor, donde se cierra el ciclo).

2) Amastigote.- De forma redondeada con dimensién aproximada de 2-3.5y, liene un
pequeiio flagelo que no se encuentra libre. Se encuentra intracelular en tejidos del mamifero
infectado, replicAndose por fisién binaria.

3) Epimastigote.- Forma flagelada de aproximadamente 20y de fongitud que presenta el
cinetopiasto anterior a! nicleo, el cual es central y muy prominente. Es el estadio del parasito que
se multiplica en el intestino medio del transmisor y que da lugar al tripomastigole metaciclico,
también es la forma que se tlene cominmente en cultivo en los laboratorios.

El mecanismo clasico de la infeccidn se da cuando e! triatémino portador del parasito pica
al mamifero para alimenlarse de su sangre y, al ingerir grandes cantidades de ésta vacla su
contenldo intestinal, en donde se encuentra el pardsilo en forma de ripomastigote melaciclico
altamente infectivo que penetra al mamifero atravesando mucosas y piel erosionada, Dentro del
organismo los lnpomastigotes se encuentran en circulacién y pueden penetrar a una gran cantidad
de células, donde se transforman en amastigoles y comienzan a multipticarse; una vez que la

célula se encuentra lena de pardsitos, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes y rompen



Iz ¢dula, saliendo enlonces a circulacién para diseminarse e invadir nuevas células. Ef ciclo ca
cierva cuandd un trialomino pica ai mamifero infeclado y adquiere al parasito junto con la sangre
ingerida, el parasilo se transforma en epimastigote y se rnultiplica en el intestino medio del
Insecto. Después de 3 o0 4 semanas algunos epimastigotes que han pasado al recto det lriatomino
se adhieren a fa pared rectal y se diferencian a tripomastigotes metaclcliclos, los cuales son
etiminados en la heces (Hudson y Britlen, 1985; Santos y Acosta, 1992).

La segunda via més frecuente de transmisién de| parasilo es la transfusion sanguinea. Se
han reportado ofros mecanismos por tos que se puede dar ta infeccién como el transplante de
drganos Infectados, la ingesta de bebidas y alimentos contaminados con materia fecal de
triatdminos, la ingestion de carne parasitada semicruda o de triatdéminos infectados, por el
contacto direclo con materia fecal infectada que contamine ropa o utensilios domésticos y por
arcidentes de laboratorio. También puede haber transmision de la do madre infectada a sus a
hijos via transplacentaria o a través de Ia leche materna (Goidsmith et.al., 1978; Velasco et.al.,
1992; WHO, 1991; Brabin, 1993).

1.4.4. Metabolismo en T.cruzi.

Las diferenles formas del pardsito cuenlan cualitativamente con caracteristicas
metabdlicas similares (Cazzulo, 1992a). T.cruzi es capaz de utilizar carbohidralos y amino4cidos
como fuente de energia sin cambios drasticos en los niveles de enzimas catabdlicas (Urbina,
1994). Estudios en eplmastigotes demuestran que si se encuentran en un medio que contenga
tanto carbohidratos como aminoacidos, consumen primerod los carbohidratos, a pesar de que el
intestino del las chinches vectores (que constituye su ambiente natural) es pobre en carbohidratos
y rico en proteinas y aminodcidos. En la fase exponencial dei cultivo de epimastigotes es preferida
la glucosa pero cerca de fa fase estacionaria se consumen mejor 10s aminodcidos, Cullivos
axénicos de células tipo amasligote (formas extraceluiares) son exctusivamente glicollticos,
mientrcs que os tripomastigotes metaclclicos parecen no tener un catabolismo giicolitico,
derivando toda su energia de protelnas y aminoacidos (Cazzulo, 1992a).

El parésito parece no tener reservas de polisacéridos, por lo que les carbohidratos detbren

d2 car lgnadas constantemente (Cazzulo, 1992a). Sin embargo tienc gran capacidad de tcmar y



almacenar proteinas exégenas en organelos llamados reservomas, que son moviiizados en estado
de estres nutricional (Urblna, 1994) y puede usar proteinas propias en circunstancias especlales
como en la transformacion epimastigote-tripomastigote (Cazzulo, 1992a).

CATABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

La degradacion de los carbohidratos por los tripanosomas es incompleta aln en presencia
de oxigeno, a pesar de que cuenta con las enzimas para la oxidacién completa de los
carbohidratos como son las enzimas glicoliticas, el ciclo de Krebs, 1a fosforilacién oxidativa y la
cadena respiratoria (Cazzulo,1992a; Urbina,1994).

Tabla 1. Productos finales del catabolismo de carbohidratos por T.cruzi

Estadio del parasito Condiciones Productos

experimentales

Tripomastigote sangulneo Aerobiosis CO,, succinato , acetato, L-lactato.
Anaeroblosis Succinato, acelato, L-lactato.

Epimastigote Aerabiosis CO;, succinato, L-aianina, L-malato, acetato.
Anaerobiosis Succinato, L-alanina, Acetato,

Tomado de Cazzulo , 1992b.

A esle proceso se la conoce como “fermentacion aerobia”, ya que se liberan al medio
productos de fermentacion aunque el parasito se halle en presencia de oxigeno (Cazzulo, 1992b;
Urbina, 1994). En medio de cultivo el parasito usa inicialmente rapida e incompletamente los
carbohidratos, pero |a biomasa aumenta preferencialmente después que se ha depletado la fuente
de carbohidratos (Urbina, 1994).

Una caracteristica importante en el metabolismo de T.cruzi es la ausencia del “efecto
Pasteur” , que es la inhibicién de la glicolisis por el oxigeno. En éste parasito la utilizacién de la
glucosa es menor en condiciones anaerdbicas (Cazzulo, 1992b). La glicélisis no es regulada de la
manera clésica, que es a través de las enzimas hexosacinasa y fosfofructocinasa. El anico punto
de control que se ha encontrado es la fuerte activacion de la piruvalocinasa por la fructosa 2,6-bis-

fosfalo, que es capaz de contrarrestar ei efecto inhibitorio de concentraciones milimolares de Pi y
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ATP( Cazzulo, 1992a). La via de las pentosas parece ser activa en epimastigotes (Cazzulo,
1992a).

T.cruzi cuenta con microcuerpos llamados glicosomas que se constituyen de una sola
membrana permeable y que miden de 0.1 a 0.25um en epimastigotes fijados (Taylor y Guttridge,
1987). Eslos glicosomas contienen la mayoria de 1a enzimas glicoliticas.

La reoxidacién del NADH es esencial para el funcionamiento de la via glicolitica; su
oxidacidn por la cadena respiratoria no es suficlente ya que se excretan productos de fermentacién
en presencia de oxfgeno. La alta produccién de succinato es la manera que tiene el parasito de
reoxidar el NADM (Cazzulo,1992a). El fosfoenolpiruvato (PEP) es un punto donde convergen dos
rutas del metabolismo de T.cruzi; por un lado se produce de manera irreversible piruvato, que
entra al ciclo de Krebs; y por el otro se produce de imanera reversible oxaloacetato y ATP debido a
la carboxilacién del PEP por la enzima PEPcarboxicinasa (PEPCK, enzima que se expresa de
manera constitutiva), y que conduce seguramente a la producclén de succinato. E! sistema
PEPCK/malato deshidrogenasa es seguramente un punto de reoxidacién del NADH (figura 1)
(Urbina, Osorno y Rojas, 1990; Urbina, 1994). El 4cido 3-mercaptopicolinico (3MP), que es un
potente inhibidor de ia PEPCK, implde la produccién de succinato y el consumo de glucosa,
ademads bloquea el catabolismo de compuestos derivados de prolina por el ciclo de Krebs, lo que
demuestra que PEPCK es esencial para la fermentacién aerobia y anaerobia de la glucosa, asi
como para el catabolismo completo de los aminoacidos por el parasito (Urbina, Osorno y Rojas,
1990).

CATABOLISMO DE PROTEINAS

La utilizacién de proteinas y aminoacidos por el parasito es rapida y completa formando
CO,, productos biosintéticos y amonio sin aparente acumulacién de intermediarios. Se ha
propuesto que la PEPCK alimenta al ciclo de Krebs con aminoacidos para su catabolismo,
regulado por una glutamato deshidrogenasa NAD'-dependiente (Urbina, 1994). Los epimastigotes
cuentan con fuentes intracelulares de aminoacidos que se forman de L-alanina en un 50%, prolina,
glicina y acido glutdmico principalmente. Aunque no se cuentan con muchos estudios se cree que

los aminodcidos son oxidados por el parasito a través del ciclo de Krebs (Cazzulo, 1992a),
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I.2. La enfermedad de Chagas.
1.2.1. Aspectos clinicos.

La enfermedad muestra tres distintas fases en su desarrollo: una fase aguda, una fase
indeterminada y una fase crénica.

Fase aguda.- Dura de 1 a 3 meses y puede ser asintomatica o presentar sintomatologia no
especifica como fiebres intermitentes, anorexia, vémito, diarrea, nauseas, linfoadenopatias y
hepatomegalia, que se presenta en un 30 - 40 % de los casos. Si la entrada del parésito fue
cercana al ojo se puede presentar una aguda inflamacién local indolora en la region periorbital det
ojo llamada signo de Romaa, o si es en otra region de la piet se puede presentar también
inflamaciones indoloras néduloeritematosas conocidas como chagomas de inoculacion. Se
encuentran también cardiopatias, los casos graves de miocarditis chagasica aguda pueden
evolucionar hacia una insuficiencia y conducir a !a muerte en cuestién de horas. Se llegan a
presentar casos de meningoencefalitis. La mortalidad en 1a fase aguda es muy baja (menor al
10%) y se da generaimente en niflos. En ésta fase se puede encontrar tripomastigotes en
clrculacidn sanguinea e inciuso en liquido cerebroespinal, La disminucidn de la parasitemia se da
al final de esta etapa hasta niveles no detectables gracias a una importante respuesta inmune
mediada principalmente por anticuerpos anti-T.cruzi que pueden ser detectados desde la segunda
o tercera semana de la infeccion (Hudson y Bnitten,1985; Santos y Acosta, 1992).

Fase indeterminada.- Puede durar de 10 a 20 afos. Parece haber desaparecido la
enfermedad pues no hay sintomatologfa, pero la infeccidn sigue latente con serologia paositiva,
Estudios adecuados pueden detectar en algunos casos alteraciones electrocardiograficas (Hudson
y Britten, 1985, Santos y Acosta, 1992).

Fase cronica.- Después del periodo de latencia la enfermedad puede volverse evidente
presentando patologias de diversas intensidades, algunas realmente severas caracterizadas por
transtornos cardiacos y gastrointestinales, como por ejemplo miocarditis, insuficiencia cardiaca
progresiva y la formacion de megadrganos, generalmente de esoéfago y coton; un 27% de los
individuos en fase indeterminada desarrollan sintomas cardiacos, 6% dafio en el sistema digestivo

y un 3% presentan aiteraciones en el sistema nerviosos periférico (Moncayo, 1992).
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Los sindromes cardiacos son provocados por un proceso inflamatorio progresivo con
infiltraclon linfocitaria y fibrosis que disminuyen la capacidad de difusién de oxigeno y ia
conductividad eléclrica por fibras cardiacas. Los sindromes gastrointestinales son relacionados
con la disfuncion motora de los segmentos del esdfago y colén debido a la denervacidn
parasimpatica, frecueniemente del plexo de Auerbach, que produce alteraciones en los
movimientos peristalticos. La mortalidad es variable de acuerdo a (a gravedad de ia palologla
presentada, pero es comun la muerte por insuficiencia cardiaca (Hudson y Britten, 1985; Tanowitz
el.al., 1992; Santos y Acosta, 1992)

1.2.2, Posibles mecanismos de patogénesis.

En la fase aguda de la enfermedad, ta tipica reaccion inflamatoria se puede observar sdlo
después de la destruccion de células infectadas (Hudson y Britten, 1985), el dafio correlaclona con
{a presencia de pardsitos. En los sitios donde se desarrolla el parasito se encuentran inflitrados de
células inflamatorias. Hay una proliferacion masiva de células B y T, o que provoca se depleten
varios compartimenlos linfoides y se observe inmunosupresién en la fase aguda (Petry y Eisen,
1989; Hudson y Britten, 1985). Algunas poblaciones de linfocilos T y macréfagos podrian ser los
resposables del efecto supresor (Kierszenbaum, Rodriguez de Cuna y Sztein, 1989; Cerrone y
Kuhn,1991). La disminucién en la produccion de IL-2 es importante en el fendmeno de
inmunosupresién (Kierszenbaum, Rodriguez de Cuna y Sziein, 1989).

En la fase crénica de ia enfermedad se encuenira dafio en los tejidos en ausencia de
pardsitos. Cuatro teorfas principales se han propuesto para explicar la patologia que se observa:

1.- Toxinas producidas por T.cruzi , que son liberadas al romperse la célula que contiene ai
parasito, daflan las células musculares y neuronas adyacentes, no parasitadas. La neurotoxina
aclua sobre células ganglionares parasimpaticas destruyendo ia inervacion parasimpélica dei
corazon,

Esta leoria no tiene mucha aceptacion debido principalinente a que no explica Ia ausencia
de parasilos en las lesiones y a que muchos corazones chagasicos no presentan denervacion

(Miles, 1983; Hudson y Brilten, 1985; Santos y Acosta, 1992).
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2.- Dafios producidos durante la fase aguda reperculen en la patologia observada en la
fase crénica, Los amasligotes alteran la homeostasis dc la célula huésped como la diferenciacién
de mioblastos a miotubos, ya que mioblastos infectados no forman miotubos ni sintetizan ARNm
para la cadena pesada de miosina y la o-actina (Morris et.al,, 1991), se observan también
alleraciones en la regulacién del Ca ¥, generacién de Inosilol trifosfato (IP3), sintesis de la
prostaglandina I, , y alteracion en el rnetabolismo del AMPc (Morris et.al.,1992). Como e! dafio no
correlaciona con el grado de parasitismo se propone que unas pocas células infectadas pueden
afectar a muchas células normales via 1a matriz extracelular (MEC), la cual aclta como un
sistema de comunicacion celular a traves de hormonas y citocinas (Morris et.al.,, 1991; Tanowilz
et.al.,1992). En la infeccion de células endoleliales se observa un incremento en la produccion de
IL-1B (intedeucina 1), IL-6 y CSF-1 (Factor estimulador de colonias 1), que provocan el
rectutamlento de leucocitos (CSF-1 e IL-1B), coagulacion (I-1R) y proliferacidn de células de
musculo liso (I-18 e 1I-6), que juntos conducen al espasmo microvascular coronario y la trombosls
que se observan en la cardiomiopatia chagasica (Tanowitz et.al., 1992).

3.- Antigenos liberados por el parésito depués de la ruptura de la célula hospederay por la
lisis de parasitos circulantes por el sistema inmune, son adsorbidos en la superficie de células no
infectadas, que despierta upa agresiva reaccién inmunolégica contra células del huésped,
destruyéndose células propias y liberando antigenos que pueden producir respuestas autoinmunes
(Miles, 1983; Hudson y Britten, 1985).

4.- La existencia de antigenos de reaccion cruzada entre el parasito y las células de!
hospedero que despiertan una respuesta autoinmune. En pacientes con enfermedad de Chagas
cronica se han demostrado autoanticuerpos anti-EVI (antigenos endoteliales, vasculares e
intersticiales), anti-laminina, anti-tejido nervioso, anti-antigenos cardiacos como la miosina y la
desminina (Hudson y Britten,1985; Tanowitz, 1992; Santos y Acosla, 1992). También se ha
demostrado la existencia de células T autorreactivas que al transferirse a ratones no infectados
presentan reacciones autoinmunes de citotoxicidad en céluias de miocardio (Santos y Acosia,

1992).



1,.2.3. Aspectos epidemiolégicos.

La enfermedad se limita al Continente Americano y algunas Islas del Caiibe
encontrandose entre latitudes 42N y 46S, desde e! sur de Estados Unidos hasta el sur de
Argentina, principalmente en regiones tropicales o subtropicales. Se calcula que existende 16 a 18
millones de personas infectada en Latinoamérica, lo que representa un 4% de la pablacion total,
en algunas zonas la prevalencia es de hasta 75%; ademads existen unos 90 millones en riesgo de
contraer 1a enfermedad (WHO, 1991; Moncayo, 1992).

De los distinto mecanismos de transmision del parasito se estima que un 80% es debido al
vector triatémino, 16% via transfusion de sangre infectada, 2% transmision congénita y el 1%
restante las ofras vias de transmisién (WHO,1991). Es importante el hecho que las
hemotransfusiones sean la segunda via de transmisién de !a enfermedad, ya que se han
encontrado casos de la enfermedad en zonas urbanas que no tienen las condiclones para
transmisidn clasica, debido a migraciones de poblaciones rurales y su papel como donadores, por
lo que deberian realizarse controles contra T.cruzi en los bancos de sangre (Goldsmith etal,,
1978).

Los casos de enfermedad de Chagas congénito son generalmente de madres en la fase
asintomética de l1a enfermedad aunque no son raros los casos de madres en fase crénica, Se
estima que de 0.7 a 10.5% hijos de madres seropositivas en fase crénica adquiren la enfermedad
(Brabin,1993), Los niflos son generalmente prematuros, pequeiios y de poco peso; la tasa de
mortalidad es alta. Se pueden producir abortos (Santos y Acosta, 1992).

Los triatominos transmisores estan distribuidos sobre una basta regidn del continente
americano, desde Salt Lake Cily en E.U.A. hasta el desierto de patagonia. Son hemipteros de la
familia Reduviidae, de la subfamilia de los Triatominae, del género Triatoma. Hematdéfagos
estiictos con un ciclo de vida que parte de huevos, pasa por cinco estadios ninfales para llegar a
adultos machos o hembras (Zefedon y Rabinovich, 1981; WHO, 1991).

Los nidos naturales de los triatominos se sitian en las proximidades de hogares de
mamiferos, reptiles o aves. La luz les atrae y puede hacerles volar de un &rbot vecino al interior de

una casa (Miles, 1983).



TABLA 2. Prevalencla estimada e incidencla de la enfermedad de Chagas en diferentes palses de

Amérlca Latina y principal especie de vector,

Pals Poblacién ,1990 Seropositividad Incidencia (4) Princlpal
(miles) casos/afio vector
Argentina 32322 2 640 000(1) 53 064 T.nfestans
Belice 189 675(2) 26 T.dimidiata
Bolivia 7314 500 000(1) 18 000 T.infestans
Brasil 150 368 6 340 000(1) 169278 T.infostans
Chile 13173 370 000(3) 8103 T.infestans
Colombia 32978 900 000(1) 21690 R.prolixus
Costa Rica 3 015 130 000(1) 3320 T.dimidiata
Ecuador 10587 30000(1) 891 T.dimidiata
E! Salvador 5252 322000(1) 10594 R profixus
Gualemalia 8187 730000(1) 28397 R.prolixus
Guiane fr. 70 1 000(2) 29 R.prolixus
Guyana 755 12 000(2) 307 R.prolixus
Honduras 5138 300 000(1) 11490 R.prolixus
México 81250 1614 000(2) 44 228 T.barber!
Nicaruaga 3871 67 000(2) 2660 R.prolixus
Panami 2418 220 000(1) 5346 R.paliascens
Paraguay 4217 397 000(1) 14 054 T.infestans
Pert 21550 643 000(1) 18161 T.infestans
Surinam 364 6 000(2) 184 R.prolixus
Uruguay 3094 37 000(1) 614 T.infestans
Venezuela 19735 1 200 000(1) 34 440 R prolixus
TOTAL 406 907 16 459675 445976
Notas: {1} Valores estimados por ia OMS.

{2) Valores estimados por los aulores basados en la prevalencia en
palses vecinos.
(3) Valores estimados en Chile.
{4) Casos por afo estimados usando el modelo de Hayes & Scofield (1990).
(Tomado del Reporie do ia OMS, 1991)
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Inicialmente la enfermedad de Chagas era una enzootia slivestre, pero el hombre invadi6
el ecosistema natural y tanto el transmisor como el pardsito se adaptaron al hombre (Velasco,
1992). Los ciclos de transmisién pueden ser selvaticos, peridomésticns o domésticos, dependiendo
de la capacidad del triatdmino de infestar habitaciones humanas y de los animaies que actuen
como reservorios. Se han reportado cerca de 100 especies de mamiferos que pueden ser
infectadas por €l pardsito, estre los cuales encontramos animales domésticos como perros gatos y
ratas; animales peridomeésticos comao son chivos, caballos y cerdos; y silvestres como el armadillo,
el tlacuache y diversos roedores (Miles, 1983; Velasco, 1992).

Los triatéminos pueden ser de hdbitos puramente selvéticos e incapaces de colonizar
habitaclones humanas (aunque 1a chinche aduita puede volar a éstas), peridomésticos vy
domésticos. Las especies domésticas no colonizan indiscriminadamente todos los lugares de las
casas; p.ej. R.prolixus coloniza particularmente techos de paima, lo cual es de esperarse si su
ecotope natural son las copas de las palmas, P.megistus, que tiene como ecotope natural arboles
huecos, coloniza principaimente casas de madera y paredes de adobe.Cuando el vector infesta los
techos de las casas puede producirse una “lluvia® de heces infectadas sobre los habitantes de la
casa, contaminando sus utensilios y alimentos (Miles, 1983; WHO, 1981).

Dentro de las especies domésticas son seis las que se distinguen por su importancia como
transmisores de la enfermedad: Triatoma infestans en Argentina, Bolivia, Brasil , Chile, Paraguay,
Peru y Uruguay; Panstrongylus megistus al este de Brasil, Triatoma brasiliensis al noreste de
Brasil; Rhodnius prolixus es el principal vector en Colombia y Venezuela, se encuentra tambien en
Ecuador y partes de Centroamérica como Guatemala, Honduras y El Salvador, Triatoma dimidlata
en Colombia, Ecuador, norte de Peru y Centroamérica; y Triatorna sordida en el centro de Brasil,
Ciertas regiones de Paraguay y el noroeste de Argentina (WHO,1891).

En México se han encontrado triatominos infectados desde 0 a 2200 m sobre el nivel del
mar, 1o que abarca casi dos terceras partes del territorio nacional, por 1o que se cree que la zona
endémica de la enfermedad es muy ampiia. De los veclores encontrados es el género Triatoma,
con 22 especies y subespecles, el mas ampiiamente distribuido. En México las especies mas

importantes son T.barberi, T.dimidiata, R.prolixus y T.ptyllosoma, considerando su distribucion y



sus habitos domiciliarios (Salazar, Arteaga y Uribarren, 1988; Velasco y col.,, 1991; Tay et.ai,,
1992),

No son muchos los datos que se tienen sobre la enfermedad en México, ya que afecta a ia
poblacién rural que habita en pobjados pequedios, algunas veces aislados, donde no hay servicios
de salud o éstos son deficientes, y no se tienen {os recursos para diagnéslicos precisos, por lo que
frecuentemente en enfermos chagasicos el diagndstico es simplemente “cardiopatia”, sin precisar
el tipo de cardiopatia presentado ni la etiologia (Reyes et.al., 1983). Por otro lado no exite
coincidencia entre diferentes autores del nimero comprobado de enfermos de Chagas en México;
Tay y colaboradores reportan que hasta 1991 se habian comprobado parasitolégicamente 187
casos humanos de ia enfermedad (Tay et.al,, 1992), mientras que segun Velasco hasta 1990 se
hablan identificado alrededor de 300 caso agudos, aproximadamente el mismo nimero de
enfermos con cardiopatia chagésica y una docena de enfermos con megaviceras (Velasco, 1992),
Encuestas seroepidemiolégicas  en regiones localizadas han mostrado porcentajes de
seropositividad muy altos, por lo que se decidié llevar a cabo una Encuesta Nacionai
Seroepidemioldgica (ENSE) que mostré un nivel promedio muy bajo de seroprevalencia, un 0.2%
positivos por las pruebas de Hemaglutinacion Indirecta e Inmunofluorescencia Indirecta a una
dilusidn confirmatoria de 1:32 . Segln {a encuestra un 74.5% de los seropositivos fueron menores
de 39 ailos, lo cual esta dentro lo esperado ya que los pacientes chagdsicos mueren alrededor de
los 50 aflos. Se encontrd prevalencia en niveles socioecondmicos bajos (Velasco et.al., 1991).

1.3. Heterogeneidad de T.cruzi.

Se han reportado diferencias geograficas en los aspectos clinicos de la enfermedad de
Chagas, tanto en prevalencla como en severidad de la enfermedad; los “mega” sindromes que se
observan en la fase cronica parecen estar confinados a ciertas areas geograficas (Miles
et.al.,1981). Lo anterior se ha atribuido a diferencias genéticas de suceptibilidad en los humanos,
pero estudios en el complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) y tipificacidn isoenzimatica de
pacientes chagasicos en Brasil no muestran ninguna relacion del genolipo con los aspectos
clinicos de la enfermedad (Luquelli et.al., 1986). Por otra parte se ha propuesto que la

heterogeneidad genética en T.cruzi puede ser uno de los factores que provoquen las diferencias



observadas en la enfermedad (Dvorak, 1984). Dicha heterogeneidad se ha reportado en diferentes
caracteristicas de! parasito como crecimiento in vitro, contenido tolal de ADN, antigenicidad,
infectividad a células in vilro (Dvorak, 1984), en la cspecificidad de anticuerpos monoclonales
(Flint et.al., 1984; Snary, 1985), comportamiento en ratones (Miles, 1983), patrones en la digestion
del ADN del cinetoplasto por endonucleasas (Tibayrenc et.al., 1986: Miles, 1983) y en la
distribucion de neuraminidasa activa entre diferentes aislados y clonas del parasito, donde se
observd una alta actividad de neuraminidasa en cepas con tropismo al maisculo esquelético
(Pereira y Hoff, 1986). La observacién que diferentes aislados del parasito producfan una
coloracion diferente del medio en que se cultivaban llevd al estudio donde se encontraron
diferencias en los niveles de Fe, Zn y K entre dos aislados de T.cruzi (Dvorak et.al., 1988).
También se ha demostrado heterogeneidad en aislados mexicanos en estudios con fragmentos de
restriccion en genes de ARN ribosomal y en patrones de digestion de ADN con endonucleasas
(Zavala, Velasco y Hernandez, 1992), pudiéndose agrupar a las cepas con respeclto a su origen
geografico. En otro estudio los mismos aislados mexicanos se analizaron en cuanto a su
comportamiento bioldgico de crecimiento in vitro, transformacion de epimastigotes a
tripomastigotes in vifro, infectividad y virulencia, encontrandose ain mas heterogeneidad
(Lépez,1994). Sin embargo, algunos olros trabajos han reportado homogeneidad entre los aislados
mexicanos deacuerdo a sus patrones isoenzimaticos (Ortega, 1980; Galvan et.al., 1983).

1.4. Andlisis isoenzimatico.

A principios de 1970 se empezaron a usar enzimas metabdlicas de parasitos
protozooarios, p.ej. tripanosomas y Leishmania, como marcadores genéticos en estudios de
epidemiologia, blologia basica, y taxonomia (Miles, 1983).

Las enzimas son producto de genes, por lo tanto se puede considerar que diferencias en la
expresion de una determinada enzima entre dos organismos revela diferenclas genéticas entre
éstos. Por orlo fado el valor de las enzimas como marcadores genélicos depende de su grado de
estabilidad (Miles et.al., 1980).

Segun Gulteridge y Rogerson T.cruzi se adapta a los cambios de medio ambiente, a que

estd expuesto en su ciclo de vida, debido a que tiene disponible todo el tiempo la maquinaria
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metabdlica que requiere para cada caso, ya que no existen diferencias cualitativas en las enzimas
metabdlicas de los tres principales estadios del parésito (citado en Bigliolo y Godfrey, 1987).
Aunque no se han encontrado enzimas estadio-especificas, algunos perfiles isoenzimaticos si son
especificos de un estadio del ciclo de vida de T.cruzi (Boglioio y Godfrey, 1987).

En un estudio realizado por Bogliolo y Godfrey en 1887, los palrones isoenziméaticos de
epimastigotes de T.cruzi (algunos clonadas y otros no), cultivados en tres diferentes medios: 4N,
LIT y NEM, permanecieron constantes; ademas dichos patrones no cambiaron después de 1y 2
afios de cultivo en LIT. Miles y colaboradores en 1980 encontraron que aislados no clonados de
Teoruzi 21 y 22 después de 3 aiios de cultivo en 4 tipos de medios de cuitivo diferentes
permanecen estables en cuanto a sus caracteristicas isoenzimaticas.

Sin embargo , también hay evidencias de que cultives axénicos de aisladas no clonadas
del parésito pueden presentar patrones isoenzimaticos varables, debido a ia mezcla de
poblaciones, pero después de un tiempo los patrones se estabilizan y permanecen constantes
debido a la seleccién de poblaciones en el cultivo (Tibayrenc et.al., 1986; Solari et.al., 1992).

En el analisis isoenzimatico se estudia la migracidn de enzimas en un campo eléctrico
sobre un soporle como almidon, poliacrilamida, agarosa y acetato de celulosa. Después de la
migracién se revela la presencia de ia proleina por medio de reacciones de coloracion
histoquimica. En el caso en el que la proteina estudiada sea una enzima, la reaccién para su
deteccion incluye al sustrato de la enzima acoplado con una técnica de coloracion.

En la velocidad de migracién de la proteina intervienen tres factores : el tamafio de la
molécula, la forma de la molécula (efecto de filtro de tas matlas del soporte de migracién), y
sobretodo, su carga eléctrica global. La carga eléctrica global es el resutado de las cargas
individuaies de los aminodcidos que forman a la proteina, por lo tanto es un refiejo de la estructura
primaria de la proteina (Tibayrenc, 1979).

Se conoce como isoenzimas a aquelias enzimas que tienen la misma funcién enzimatica,
pero con diferente estructura, por to que presentan una diferente mavitidad etectroforética. El
andlisis de isoenzimas pone en evidencia de manera indirecta variaciones en la estructura del

genoma, ya que, diferencias en la migracion de las enzimas se deben a diferencias en sus



eslructuras primarias, y éstas diferencias son el resultado de variaciones en nucledtidos del gene
que las codifica. Las isoenzimas multigénicas pueden ser alélicas o aloenzimas, esto es,
isoenzimas codificadas por alelos diferentes de un gen (de un mismo locus), o no alélicas,
isoenzimas codificadas por genes en dos locis diferentes (Tibayrenc, 1979). En el caso de T.cruzi,
si asumimos que es dipliode, podemos atribuir los patrones (soenzimaticos a alelos
(Tibayrenc,1988) (fig. 2).

Es importante definir el patron isoenzimatico que se lee en ei gel de migracién como
zimograma (Abderrazak et.al,, 1993). Un zimograma puede ser producido por diferentes fondos
geneticos. Cada isoenzima resulta de la accién de un gene propio. Por ejemplo un zimograma a
dos bhandas, que revela la existencia de dos isoenzimas, puede ser producto de dos genes
situados en dos locis diferentes (isoenzimas unigénicas) en un organismo homocigoto para cada
uno de estos genes; o por los alelos diferentes de un gen en un heterocigoto (aloenzimas) (fig. 2).
Se puede dar el caso en que resulte dificl revelar el producto de la enzima, ésto es que en €l
zimograma no aparecera banda, ya sea porque la enzima perdié su funcion enzimaética, porque no
se pueda revelar en las condiciones de ia reaccion o porque la enzima no se produzca. Para
interpretacion de resultados se considera éste caso como producto de un alelo "nuto" (Tibayrenc,
1979).

La estimacion de los pesos moleculares y los patrones electroforéticos de algunas enzimas
del metabolismo de T.cruzi, ayudan a la determinacién del nimero de subunidades que las
forman. E! peso molecular estimado para !a fosfoglucomutasa (PGM) indica que es una enzima
monomérica, lo cual coincide con el bandeo que presenta en electroforesis, ya que se le ha
encontrade como una o dos bandas, que comesponderia al producto de un homocigoto y un
heterocigoto respectivamente (figura 2), Otras enzimas como IDH, 6PGDH, G6PGDH, ME-2,
MDH-1 y GP! (Anexo 1), que segln su peso molecular son enzimas diméricas, en electroforésis
presentan una banda, que corresponderia al producto de un homocigoto, o tres bandas, con la
banda intermedia del dable de intensidad que las olras dos, segin se esperaria para una enzima
dimérica de un diploide heterocigoto (figura 2). Los datos anteriores apoyan fuertemente la

hipotesis de dipliodia de T.cruzi (Miles,1985; Tibayrenc y Ayala,1988).



ENZIMAS MONOMERICAS

Genotipo a/a homocigoto a/b heterocigoto b/b homocigoto
Zimograma
Estructura de la [ J ®
molécuta Q O
ENZIMAS DIMERICAS
Genotipo a/a homaocigoto a/b heterocigoto b/b Homoclgoto
Zimograma
Estructura de la L [ J ( [}
molécula Q0 00
Zimograma
Estructura de ja [ 1 J ( [ ]
molécula [ o]

QO a0

Figura 2. Ejempios de patrones isoenziméticos en organismos dipliodes. Tomado de Abderrazak

et.al., 1993.
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Los estudios isoenzimaticos de T.cruzi comenzaron en 1974, encontrandose miltiples
formas de dos aminotransferasas de aislados T.cruzi de regiones geograficas muy diferentes
(Miles et.al., 1977; Tibayrenc et.al., 1986). Miles y colaboradores, en 1977, por medio de anélisis
isoenzimaticos de varios aislados de T.cruzi en Brasil, identificaron por primera vez dos grupos
diferentes, provenientes de distintos ciclos de transmisién, uno de un ciclo silvestre (zimodema 1 o
Z1) y otro de un ciclo doméstico (zimodema 2 o Z22). Zimodemas son poblaciones que se pueden
distinguir entre eilas por medio de sus perfiles Isoenzimaticos (Miles, 1983). Estos resultados
apoyaron fuertemente la necesidad de caracterizar bioquimicamente a T.cruzi, con el fin
diferenciar cepas del parasito, morfolédgicamente indistinguibles. Un tercer grupo fue Identificado
en Brasil que fue denominado zimodema 3 (23), el cual pudo ser aislado en ciclos silvestres y
domésticos (Miles et.al., 1981). Los tres zimodemas (21, 22 y 23) pueden infectar al hombre,
aunque Z3 se ha encontrado rara vez en éste. Sin embargo, no se ha visto una clara relacién de la
patologfa de la enfermedad con el zimodema del parasito, y una de las causas es que se pueden
encontrar en el mismo paciente mezclas de zimodemas; aunque se sabe que T.cruzi Z2 es comun
en el centro y sureste de Brasil, donde se dan casos de megaeséfago y megacolén, mlentras en
Venezuela, donde Z2 no se ha encontrado, la enfermedad no presenta éstas formas clinicas
(Miles, 1985).

Tibayrenc y Desjeux en 1983 caracterizaron isoenzimaticamente dos grupos del pardsito
en Bolivia, uno mas frecuente a grandes altitudes y el otro a bajas altitudes, los cuales no
correlacionaban con los zimodemas brasilefios y en donde no se vio relaci6n entre éstos y los
ciclos de transmisién. Tibayrenc llamo a éstos grupos “cepas isoenzimaticas" (C!), haciendo una
distincién de los zimodemas descritos por Miles, los cuales serian las "cepas isoenzimaticas
principales”, donde las cepas isoenzimaticas serian subgrupos de los zimodemas (Tibayrenc
el.al.,1984). A éste respecto Miles propuso en 1985 estandarizar criterios usando unicamente el
término de zimodema, que serla usado para cada cepa de T.cruzi con un perfil isoenzimatico
nico, grupos de zimodemas muy relacionadps se denominarian “zimodemas principales”,

En un estudio realizado en Paraguay se enconiré que el 30 % de los aislados del parasito

estaban relacionados con el Z2 boliviano descrito por Tibayrenc (Chapman et.al,1984). En Chile se
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pudieron agrupar los aislados estudiados en tres principales grupos, uno muy relacionado con el
Z1 Brasilefio, otro con el 22 brasilefio y el tercero con el Z2 boliviano (Miles et.al.,1984). En
Colombia se caracterizaron varios zimodemas que formaron tres grupos: uno selvatico relacionado
a Z1 brasileiio, uno domiciliario reiacionado a Z1 brasileilo y otro selvatico relacionado al 23
brasilefio (Saravia et.al., 1987).

En el analisis de 121 aislados de T.cruzi provenientes de muy diferentes regiones
geograficas que comprenden desde E.U.A hasta Chile, incluido un aislado mexicano, se pudieron
distingulr 43 zZimodemas diferentes, entre los cuales se encuentran los tres zimodemas principales
que ya hablan sido descritos por Miles: 21, Z2 y Z3 brasilefios, que cormrespondieron a los
zimodemas 17, 30 y 27 respectivamente (Tibayrenc et.al., 1986). Se han encontrado diferentes
zlmodemas dentro de un mismo ciclo de transmisién y hasta dentro del mismo vector u hospedero
mamifero (Miles,1985; Tibayrenc et.al.,1986).

Por otro lado es importante mencionar que en parasitologia el concepto de “cepa” no es
claro. Cepa generalmente se refiere a una poblacidn homogenea que posea un grupo de
caracteristicas definldas. Si existen bases genéticas que definan a ésta poblacién, entonces una
cepa es una clona natural del parasito (Thompsom y Lymbery, 1990). En bacteriologia una cepa
se define como una poblacién homogenea que provienen de un organismo aislado de un sitio
determinado, para T.cruzi no vale esta definicion de “cepa”, ya que organismos genéticamente
distintos han sido aislados de una misma regién geografica y un mismo hospedero mamifero o
vector. En especies clonales, como parce ser el caso deT.cruzi, el término “clonet” se propone
para todos los aislados que son idénticos en un grupo determinado de marcadores genéticos
(Tibayrenc et.al.,1993).

Tibayrenc y colaboradores propusieron en 1986 una teorfa de evoluclén clonal de T.cruzi
basados principalmente en que no existen evidencias de que ocurra recombinacion ni segregacion
meidtica en T.cruzi , caracteristicas de la reproduccion sexual, y ademas las distancias genéticas
encontradas entre aislados caracterizados por patrones isoenzimaticos son frecuentemente muy

largas.

2l



L

La teorfa propone que después de una divergencia antigua, multiples clonas del paréasito
evolucionaron independientemente, la distribucién actual de las clonas se debe a factores
dispersores como caracteristicas geograficas y migraciones de huéspedes mamiferos y vectores
(Tibayrenc et.al.,1986; Tibayrenc y Ayala, 1988).

1.5.Anélisis de ADN polimorfico.

La identificacion y clasificacién de organismos como bacterias o parésitos se efectda
tradicionalmente por morfologia, requerimentos nutricionales, resistencia a farmacos, analisis
isoenzimaticos, y algunas técnicas mas recientes como el anélisis de secuencias de ARN, y la
reaccién en cadena de la polimerasa, PCR (Polymerase Chain Reaction) (Welsh y McCielland,
1990). En estudios epidemioiégicos, taxonémicos y de genética de poblacion existe ia tendencia a
usar metodologias que permitan un anaiisis directo del genoma, como los hasados en PCR o el
polimorfismo por fragmentos de restriccién, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms).
Estos métodos requieren informacion previa del ADN en estudio para la elaboracién de sondas
especificas, lo cual puede resultar sumamente costoso en tiempo y dinero para estudios genéticos
de poblaciones (Willilams et.al., 1990).

Existen algunos métodos de anlisis gendmico para la elaboracién de mapas genéticos, en
los cuales se amplifica al azar ADN polimérfico usando sondas con secuencias arbitrarias de
nucledtidos, los cuales se basan en PCR y con los que se obtienen resultados reproducibles. En el
método de sondeo arbitrario por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa, AP-PCR
(Arbitrarily Primed PCR) la sonda se constituye de oligonucledtidos de 10 a 35 pares de bases.
Otro de éstos métodos es el de amplificacidn de marcas del ADN, DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) que usa sondas pequeias, de 5 a 8 pares de bases, que permiten visualizar un
mayor numero de productos de amplificacion (Hadrys, Balick y Schierwater, 1992). En 1990
Wiiliams y coiaboradores describieron un nuevo método, al que propusieron llamar RAPD
(Random Ampiified Polymorfic DNA), en el que se especifica un tamaiio de la sonda de 1(
nucledtidos (Williams et.al., 1990). Se ha demostrado que en RAPD sondas de 10 nucledtidos son

eficaces, aunque hay que considerar que un conlenido de G+C en la sonda similar al contenido de
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G+C en ¢! genoma hara mayor la frecuencia de unidn y por lo tanto se tendran mds productos de
amiplificacion (Hadrys, Balick y Schierwater, 1992).

El RAPD se basa en la amplificacion del ADN con sondas de secuencia selecionada
arbritariamente, las sondas se aparean con sus secuencias complementarias en el ADN
desnaturalizado y 1a Taq polimerasa sintetiza la cadena de ADN a partir del extremo 3' de las
sondas, Los fragmentos amplificados son separados por tamaio por eleclroforesis sobre gel de
agarosa y el perfil de amplificacidn se visualiza con bromuro de etidio (Bafuls, 1993; Micheli et.al.,
1993). La presencia de fragmentos amplificados dependera de que en el genoma en esludio
existan secuencias complementarias a la sonda; el perfil de amplificacién dependerd de la sonda
usada y también de las condiciones de ia reaccién. Una sonda corta de 10 nucledtidos como la
que se usa en los RAPDs tiene una alta probabilidad de encontrar sitios de combinacién en el
genoma, con !a distancia suficiente para que se produzca la amplificacién. Solo material genético
de alto peso molecular, como ADN no degradado, se debe usar en estudios de RAPD, ya que
fragmentos de ADN generarfan mucho mas polimorfismo del que de por si se genera con las
sondas pequedias, y por lo tanto se mete ruido en ei ensayo, provocando que los resultados no se
reproduzcan de la manera deseada (Hadrys, Balick y Schierwater, 1992, Micheli et.al., 1994 ).

Por medio del RAPD no se puede distinguir si un segmento de ADN es amplificado a partir
de un locus que es heterocigoto u homocigoto. Sin embargo, en taxonomia si todos ios miembros
de un determinado género o especle presentan un perfil de RAPD carcateristico que los distinga
de otros géneros o especies, pero que dentro del grupo sean todos homaogeneas, se tiene entonces
un importante marcador genético, que puede ser clonado y secuenciado para ser usado como
sonda especifica del género o especie (Hadrys, Balick y Schierwater, 1992). Se puede dar el caso
de que aigunos de los productos de amplificacién no sean el resultado del acoplamiento perfecto
entre la sonda y el genoma, y se produzca basura en los perfiles obtenidos, por o que en el
analisis de un grupo de organismos por medio del RAPD se requieren un grupo de sondas, en las
que se debe probar primero su eficiencia de amplificacion y ia reproducibilidad de los patrones. Su
perfil de amplificacion en organismos “estantares” (organismos ya caracterizados por otros

métodos) es util en estudios de taxonomia (Hadrys, Balick y Schierwater, 1992).
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Il. OBJETIVOS.

Objetivo general,

Estudiar la variabilidad genética de aislados mexicanos de 7. cruzi para podeilos ubicar
dentro de una clasificacién estandarizada.

Objetivos particulares.

& Determinar la heterogeneidad molecular existente en aislados mexicanos de T.cruzi
mediante el analisis isoenzimatico y el analisis por amplificacién de ADN polimdifico (RAPD).

Y4 Delerminar si existe relacion de los resultados del analisis molecular con informacion
previa de los aislados, como algunas caracteristicas biol6gicas (estudios in vitro de crecimiento,
transformacion epimastigote-> tripomastigote, virulencia e infeclividad) o epidemiolégicas (sitio y

huésped & vector de aislamiento).

¥A Comparar los resultados obtenidos por medio del analisis isoenzimatico y el analisis

por RAPD para confirmar el valor del RAPD en estudios epidemioldgicos y filogenéticos.
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il. MATERIAL Y METODOS.

1.1, Material biolégico.

Se trabajé con 19 aislados mexicanos de Trypanosoma cruziy 5 sudamericanos, la procedencia
de cada uno se indica en latabla |,

11.1.1. Cuitivo de parasitos,

Los paréasitos se cultivaron a 28°C en medio LIT (Liver Infusion Tryptose) complementado con
10% de suero fetal bovino (GIBCO) Inactivado y 25ug/iml de hemina (SIGMA).

Expasion de los cultivos: 45ml de medio LIT completo mas 5mi de un cultive de parasitos se
incubaron a 28°C por 8 dias; al octavo dia los 50 ml de cultivo se agregaron a un botelldn con 350ml de
medio LIT completo y se incubaron a 28°C otros ocho dias con agitacion. Finalmente los parasitos se
centrifugaron a 1000g durante 10 minutos a 4°C. El sedimento de paréasitos se lavo 2 veces con PBS frio
estéril. Se realiz6 una Ultima centrifugacién a 11000g por 10 min. a 4°C.

.2, Andlisls isoenzimatico.

Los procedimientos usados en el andlisis realizado son adaptaciones de téchicas que se
encuentran resumidas en Abderrazak et.al., 1993
11,2.1. Preparacién de extractos isoenzimaticos.

Los parasitos sedimentados se lisaron con una solucion hipoténica estabilizadora de enzimas:
ditiotreitol 2 mM; acido aminocapréico 2mM y EDTA 2mM (reactivos SIGMA), agregando un volumen de
la solucién correspondiente por cada miligrama del sedimento (peso humedo), p.ej. a un sedimento de
0.4 mg se adicionan 400p! de solucidn. Se mezcld vigorosamente y se dejé reposar en hielo durante 20
min, después fue centrifugado el lisado a 12000g a 4°C durante 5 min. El sobrenadante se conservo a -
70°C. El sedimento se utilizo para la extraccion del ADN total.

ii.2.2. Sistemas enzimiticos estudiados.

Se utilizaron 19 sistemas enzimaticos (Anexo 1) que nos permiten el estudio de 22 loci : ACON,
ALAT, DIA, GAPD, GDH, GOT, G6PD, GPI, IDH, LAP, MDH, ME, MPI, NHi, PEP 1, PEP1+2, 6PGD,
PGM y SOD. Se considera que las enzimas DIA, ME y GDH permiten la visualizacién de dos locls
cada una, lo cual se determind porque enlas placas de electroforesis éstas enzimas presentan dos

zonas de bandeo con una distancia entre ellas bastante mayor a las que presentan producto de
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Tabla 3. Origen geografico y huésped mamlfero o vector de los 24 aislados de T.cruzi usados en este éstudio.

CEPA ORIGEN GEOGRAFICO HUESPED
C4 Jalisco, México Triatoma barberi
CiD Qaxaca, México Humano
EA Morelos, México Humano
FRV Oaxaca, México Humano
H1 Yucatan, México Humano
H3 Yucatan, México Humano
H4 Yucatan, México Humano
H5 Yucatan, México Humano
H9 Yucatan, México Humano
H10 Yucatan, México Humano
HG Yucatan, México Humano
NINOA Qaxaca, México Humano
QUERETARO Querétaro, México Triatoma barberi
T Yucatan, México Triatoma sp.
TEHUANTEPEC clona 2 (R) México * Triatominae
210 Yucatan, México Didelphis marsupialis
217 Yucatan, México D.marsupialis
21 Yucatan, México D.marsupialis
ZACATECAS Zacatecas, México Humano
ESMERALDQ clona 3 Bahia, Brasil Humano
PERU Pera® Humano

SANTA CRUZ 42 clona 2 (R)

Santa Cruz, Bolivia

SILVIO X10 clona 1

Brasi®

Triatoma infestans

~ Humano

Y

Sao Pablo, Brasil

Humano

(R) Son las clonas de referencia: Santa Cruz 42 clona 2 (8C43cl2) es zimodema 39 y Tehuantepec (Tchel?2) es

zimodema 12, segun Tibayrenc y Ayala, 1968.

* Se desconoce la localidad en que fueron aislados.
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alelos de un mismo locus. Se anoté DIA-1 para el locus del sistema mas rapido de DIA, y DIA-2 para el
sistema de DIA mds lento, y de igual manera GDH-1, GDH-2, ME-1 y ME-2.
i.2.3. Electroforesis en acetato de celulosa.

Se usé como soporte de {a electroforesls placas de acetato de celulosa (HELENA Laboratories,
Beaumont, Texas, USA) que se sumergieron 20 min en un amortiguador de impregnacién antes de
depositar sobre ellas aproximadamente 1pl de muestra con un aplicador especial (HELENA
Laboratories). Se colocaron entonces las placas en una cAmatra de electroforesis (HELENA Laboratories)
con dos compartimentos que contenfan cada uno 50 ml del amortiguador de migracion, El contacto de la
placa con el amortiguador se aseguré con handas de papel filtro, Las condiciones de la electroforesis,
como amortiguador de impregnacion, amortiguador de migracion, voltaje y tiempo, dependen del sistema
enzimatico en estudio (Anexo lll).

I11.2.4. Revelacién de las placas,

Después de la migracion las bandas protelcas se revelaron sobre un medio sélido constituido por
1:1 viv de agarosa (SIGMA) al 1.2% y la solucion de coloracion especifica de la enzima a revelar (ver
Anexo Ii), sobre la que se colocd la placa. Se introdujo a una estufa a 37°C hasta la revelacion de las
bandas, entonces se pard la reaccion de revelacion sumergiendo las placas en dcido acético al 5% por
30 seg., se lavaron las placas con agua y se dejaron secar sobre papel absorbente.

111.2.5. Interpretacion de resultados.

Los Zimogramas son leldos locus por locus. En cada placa se encuentran 12 muestras de las
cuales 2 son cepas de referencia, Las bandas son numeradas segin su nivel de migracién en la placa: la
banda mas alejada del origen (la mas rapida) ser4 la banda 1, la que le siga sera la banda 2 y asi
continuamos humerando hasta la banda mas cercana al origen. En el caso de enzimas que revelan dos
loci, 1a lectura se hace de manera independiente para cada locus, el sistema mas alejado al origer sera el
nimero 1 y el otro es el 2, En el caso detener tres bandas equidistantes se considera producto de un

heterocigoto para esa enzima y se leen solo las bandas de los extremos (figura 1).
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CEPA F J L
nivel 1
enzima A no.1 nivel 2
nivel 3
nivel 1
enzima Ano, 2 nivel 2
nivel 3
ORIGEN —— ———

Figura 2, Lectura de la placa de electroforesis para una enzima A con tres aislados de T.cruzi £,J
y L.. En la electroforesis se revelan dos locis: A-1 y A-2. Las lecturas para cada locus de las
bandas producidas por F, J y L son:

A-1: A-2:

F heterocigoto 1-3 F homocligoto 1
J homocigoto 1 J homocigoto 2
L homocigote 3 L homocigoto 3

1113, Andlisis de ADN polimdifico (RAPD).

Las técnicas usadas en este andlisis son las reportadas por Bafiuls, 1993, y Tarrieu, 1994,
I11.3.1. Extracién del ADN.

E! ADN es extraido a partir de los sedimentos obtenidos después de la extraccion enzimética. La
extracion del ADN se realiza en tres etapas:
M1.3.1.a. Lisis de las células y digestion,

A un sedimento parasitario de 50-100 mg se agregaron 4004l del amortiguador de lisls TE:
TRIS-HCI pH8 10mM y EDTA disddico 1mM; dodecil sulfato de sodio,SDS (SIGMA), al 1% del volimen

final y proteinasa K (SIGMA) a una concetracion final de 100 pg/ml. La mezcla se incubd durante una

noche a 55°C.

1.3.1.b. Desproteinizacién.

Las proteinas se eliminaron por extracciones sucesivas. Se agregé primero una solucion de fenol

(Anexo I1) volumen a volumen a {a suspension digerida y se mezclé suavemente aproximidamente 5 min.
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luego se cenlrifugé 10 min, 12000 g a 4°C. Se recupero la fase superior y se realizé una segunda
exiraccidn con fenol. De igual forma se realizaron otras dos extracciones con una solucién de cloroformo
(Anexo Il}, recuperando [a fase superior (acuosa) que es [a que contiene al ADN.

11.3.1.c. Precipitacién del ADN.

EI ADN recuperado en la fase acuosa se precipitd con acetato de sodio al 10% del volumen final
y 2.5 voltmenes de etanol {rio, durante una hora a -70°C. Después se centrifugd la solucién a 120uCg
durante 15 min a 4°C. Se obtuvo el ADN precipilado y se lavé tres veces con etanol al 70% frio, para
eliminar sales y SDS. EI ADN lavado se secd y resuspendié en un minimo volimen de agua estéril.

Una vez obtenido, la medicién de la absorbancia el ADN permiten calcular su concentraclion y
veriﬁqar su pureza. Se trazé la curva de absorcion del ADN de 210 nm de longitud de onda a 300 hm(UV)
en un espectrofotémetro (DU-70,BECKMAN ). La contaminacién por ARN o proteinas provoca una
distorsién en la curva. Un ADN puro tiene un punto de absorcién maximo de 257 nm. La concentraclén se
calculd a partir de la densidad 6ptica (DO) del maximo de absorcion:

1unldad DOys7nm = 50 pg/ml de ADN de doble cadena.
Concentracion del ADN (pg/ml) = factor de dilucion * 50 * DOzs7am

Se ajustd la concentracion del ADN a 10 ng/ml con agua destilada estéril y se conserva a
-20°C.

13.2. Amplificacion,

Se trabaj6 en condiciones lo mds cercanas a la esterilidad que sea posibie, ya que una sola
molécula de ADN contaminante pudo ser amplificada y afectar nuestros resultados. Para verificar la
especificidad de las bandas la amplificacién con cada sonda se realizé con un testigo negativo (con todos
los reactivos necesarios para la amplificacién pero sin ADN).

La amplificaclén se basa en ciclos repetitivos de desnaturalizacion del ADN molde al calentar a
94°C por un minuto, seguido de una disminucion de la temperalura a 36°C que permite el alineamiento de
las sondas en las secuencias complementarias que encuentran en el ADN y un posterior calentamiento a
72°C donde comienza la sinlesis de nuevas cadenas de ADN con los deoxirribonuclestidos (dNTP) que

se encuentran en el medio de reccion, por la Tag polimerasa, a partir del extremo 3'-OH de cada sonda.
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L.a reaccion se realizéd en 100p! de medio:

1.- 104l de amortiguador especifico de Tag polinerasa pH 8.3: Tris-HCL 100 mM pH 8.3;
MgCl(6H,0) 15 mM; Kcl 500 mM y gelatina 1 mg/ml (todos los reactivos SIGMA),

2.- 2l de cada dNTP 5mM (BIOPROBE Systems) : dATP, dCTP, dGTP, dTTP,

3.- 2jil de la sonda 0.2uM (BIOPROBE Systems): A1,A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, A15,
A17, A19 y A20 (Anexo IV).

4.- 2pl del ADN a amplificar 10 ng/mi,

5.- 0.3l de Taq polimerasa (BOERHINGER MANNHEIN),

6.- agua chp 10041

La muestras preparadas se colocan en el termociclador con el siguiente programa.-

45 ciclos de 3 segementos;

- desnaturalizacion de} ADN, 1 min a 94°C,
- apareamiento de la sonda, 1 min a 36°C,
- sintesis de la nueva cadena de ADN, 2min a 72°C,

1 ciclo de elongaci6n final de 7 mina 72°C.

El iempo total de amplificacion es de seis horas.

111.3.3. Electroforesis sobre gel de agarosa.

Los fragmentos amplificados de ADN se separaron segun sus pesos moleculares por
electroforesis sobre un gel de 350 ml de agarosa al 1.6%; usando como amortiguador de corrida TAE
(Tris acetato 0.04M y EDTA 0.001M) con bromuro de etidio 1/20 000, Se corri6 el gel a 120 voltios
durante 3 horas. Enseguida el gel se observé sobre iuz UV y se fotografio,

{1.3.4. Lectura de los geles.

Se leen los perfiles de RAPDs sonda por sonda. Las bandas de los geles son numeradas de
Igual manera que en el caso de las isoenzimas; la banda maés alejada ai origen es la nimero 1, la que le
siga la nimero 2, y asi hasta llegar a la banda mas cercana al origen. Se toma en cuenta la intensidad de
cada banda anoténdola después del nimero de la banda, uniéndo los nimeros por el simbolo ( * ). Las
intensidades relativas se numeran de 1 a 3, siendo 1 para las bandas menos intensas y 3 para las bandas
mds intensas. En la numeracién de las bandas para cada sonda se toman en cuenta cada una de las

muestras, incluyendo las cepas de referencia. Todos los aislados que presenten perfiles similares para las
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sondas estudiadas se consideran de un mismo "RAPDema” (en analogia con el término zimodema,
Bafuls,1993).

1Il.4. Métodos de analsis de resuldatos,

Para conocer la relacién entre los zimodemas presentados por los diferentes aislados, se
determind la distancia genética de Jaccard (Jaccard, 1908). Dicha distancia se calcula comparando por
pares las bandas en comun sobre el nimero de bandas totales, analizando por pares los 24 alslados,
incluyendo las cepas de referencia; segun la siguiente formula:

D;=1-(C/2N-C)
donde D, es la Distancia de Jaccard, C el nimero de bandas comunes entre los 2 aislados comparados y
N es el nimero total de bandas revelados por los dos zimodemas o RAPDemas. Estas distancias fueron
caiculadas por medio de el programa Informatico TAXONOMIE ( del centro CNRS, Montpellier, Francia).

Para los RAPDemas se calcula otra distancia genética en la que se toman en cuenta las bandas
y su intensidad, segun la slguiente formula:

D=1-SAB
SAB = i(ai +bi —(ai - bi)) /[i(ai + bi)}
(B3] i=!

donde D es la distancia genética, Ay B son los perfiles de productos amplificados en los RAPDs de los
dos aislados en comparacidn, ai y bi son las intensidades de las bandas, y k es el nimero de handas, El
célculo de éstas distancias genéticas se realizé también con el programa TAXONOMIE.

Finalmente se construyeron dendogramas que permiten la visualizaclon de las relaciones
taxomdmicas entre los diferentes zimodemas o RAPDemas, poniendo en evidencla las semejanzas o
diferencias entre ellos. Son construidos a partir de las matrices generadas por distancias de Jaccard o por
las distancias genéticas obtenidas para los RAPDs, por una clasificaccion jerdrquica ascendente, con

ayuda del programa TAXONOMIE.
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IV. RESULTADOS
V.1, Andlisis isoenzimatico.
Para la preparacion de extractos isoenzimaticos se partié de sendimentos parasitarios
cuyos pesos humedos y volumen de estabilizador de enzimas usado para cada uno se indica en
la tabla 4. De ésta manera I3 cantidad de proteina que se obtuvo en cada sedimento fue similar,

Tabla 4, Pesos humedos de sedimendos parasitarios y volimen estabilizador de enzimas usado.

CEPA Peso Humedo (g) | Estabilizador de |
enzimas {pl)
c4 0.473 473
CiD 0.469 469
EA 0.488 488
FRV 0.394 394
Hi R Y T 441
H10 0.459 459
H3 0.485 485
H4 0.359 359
HS 0.302 302
H9 0.359 359
HG 0.480 480
Ninoa 0.355 355
Querétaro 0372 372
T 0.493 493
210 0.473 473
217 0.515 515
221 0.369 369
Zacatecas 0.358 358
Esmeraldo ¢I3 0.340 340
Peru 0530 530
Silvio X10 0319 319
Y 0.300 300
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sin cmbargo la intensidad de las bandas no siempre fue la misma para los diferentes extractos, ya
que algunas bandas se revelaron muy debilmente y pasaron inadvertidas; por lo que, cuando no se
observé revelacion de bandas, se ajustd el volimen de muestra depositado sobre la placa. Aun
con éstos ajustes algunas muestras no dieron bandeo para algunos sistemas enzimaticos, en estos
caso se anotd 0 en la lectura (se considera que es producto de un atelo nulo).

En general los zimogramas obtenidos de los diferentes aislados mexicanos fueron
homogeneos. Son pocas las diferencias que se encontraron en los patrones de bandeo de los
aislados mexicanos entre elios, para los diferentes sistemas enziméaticos, con excepcion del
aislado C4. Entre algunos aislados la variacion se observd en solo un sistema enzimatico, como
Z17 y Z21, los cuales presentaron diferencias entre ellos sdlo en el sistema PGM, ¢ los aislados
H1 y H4 que fueron diferentes en el sistema SOD (tabla 5). También se observé que los perfiles
Isoenzimaticos presentados por los aislados mexicanos son muy parecidos a la cepa mexicana de
referencia Tch ¢l2 (zimodema 12 segun Tibayrenc, Z1 segin Miies), presentandose diferencias de
bandeo s6lo en los sistemas ME-2, ALAT y 6PGDH. La excepcién a este patron fue ei aisiado C4.

Los sistemas enzimaticos donde se observd mayor variahilidad en las cepas mexicanas
son MPl, SOD, PGM, ME-2 y ALAT. Sin embargo algunos de los sistemas enzimaticos usados no
fueron de utilidad en la deteccion de variabilidad como fue el caso de DIA-2, LAP, ME-1, ACON y
MDH (tabla 2). Segtin se esperaba por resultados obtenidos anteriormente por Tibeyrenc y col.
(1986) las enzimas DIA, GDH y ME permitieron a visualizacion de dos loci. En 1a figura 3 se
muestra 1a migracion de la enzima ME, donde se observaron dos zonas de bandeo separadas
entre si, correspondiente cada una al producto de un locus diferente.

Un resultado interesante fue el bandeo que presentd el aislado C4 para 1a enzima GPI, ya
que las tres bandas equidistantes de intensidades correspondientes 1:2:1 son caracteristicas de un
heterocigoto, que no Se habia observado antes en aislados de Centro y Norteamérica. Este patrén
heterocigoto de C4 para GPI es simiiar al que presenta Tulahuen ci2 (TULA, cepa chilena de
referencia, zimodema 43 segin Tibayrenc) y distinto al de SC43clt (zimodema 39 segln

Tihayrenc) (figura 4).
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Apartir de los zimodemas se calcularon jas distancias de Jaccard, que son Indices de
similaridad de las cepas entre si, comparando por pares los patrones enzimaticos obtenidos. Estas
distancias sirvieron para construir un dendograma donde se ordenaron jerarquicamente las cepas
analizadas segun su grado de similaridad entre ellas. Por lo que entre menos distancia exista en
las ramificaciones que conectan a los aislados entre si, éstos estardn mas relacionadas
filogenéticamente.

Los aislados H9, H5, H3 y Z17 por un lado, y HG,T y Z10 por otro 1ado (todos yucatecos),
presentaron patrones isoenzimaticos idénticos, por 1o que aparecen como zimodemas repetidos
en el dendograma (figura 5); amhos grupos solo difieren entre si en el patrén de handeo de SOD.

Como ya se mencioné el aislado C4 rompi6é la homogeneidad en el conjunto de aislados
mexicanos, ya que los patrones isoenzimaticos que presenté difieren notablemente con los
presentados por los demas aislados mexicanos, incluyendo el aislado de referencia Tch cl2. Por
ésto se hizd un anélisis especiai de C4, y se compard con 1a cepa Tulahuen ci2, cepa con {a que
sospechaba estaba mas relaclonada debido al bandeo presentado en GPl. Este andlisls
comprendié ias enzimas MPi, PGM, ME, GPI y GDH. Tulahuen y C4 tuvieron bandeos simiiares
en los sistemas MPI, PGM, ME y GPI, pero fueron diferentes para GDH (fig. 6).

Las cepas de referencia sudamericanas con que contamos en el laboratorio, Slivio X10 cl1
y Esmeraldo ci3, que fueron analizadas al mismo tiempo que ios aislados mexicanos y las cepas
de referencia mantenidas en Francia, aparecen con patrones isoenzimaticos simiiares a las que se
han reportado para éstas en el lahoratorio del Dr. Tibayrenc, zimodemas 17 y 30 respectivamente
(21 y 22 segun Miles) (Tibayrenc y Ayala, 1988).

En el dendograma construido (figura 5) se ohservan tres ramificaciones principales: ia
primera agrupa a las cepas mexicanas y a las sudamericanas Y y Perii; la segunda ramificacién
une a la cepa brasilefia Silivio X10 y la tercera incluye a la cepa mexicana C4, la boliviana SC43

cl1 y la brasileia Esmeraldo cl3.
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Figura 3. Electroforesis sobre acetato de celuiosa dej sistema ME. Se pueden ohservar ias dos regiones de
migracién: ME-1 y ME-2, correspondiente cada una al producto de un focus diferente.
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Figura 4. Electroforesis sobre acetato de celulosa del sistema GPl. Las cepas sudaméricanas 5C43clt y
Tulahuen ¢l2 (TULA) y la mexicana C4 presentan un trlple bandeo correspondiente al producto de un
heterocigoto para ésta enzima.
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Tabla 5. Zimodemas caracterizados por el estudio de 22 loci de aislados mexicanos de T.cruzi

PO

. N3B!l 0 3a VIV

AISLADOS mP  SOD PGM IGOT |6PODM {DW.1  DIA-2 LAP IGAPD IGGPDH [IDH IME4 {ME2 IALAT 'ACON IMDM GDM-1 GDH2 GPI NH PEP1 'PEP1e2
ca (1234 {24 12 0 '3 1 It 1 1 2 | 2 E iq i 2 13 12 a
cio 12 1235 2 3 o 12 1 T 2 Rt 1 3 K 1 3 o « 2 1
€A 1235 it 3 2 2 1 1 2 1 {13 1 1 3 2 42 - 1
FRV 1235 12 a3+ 2 12 i I 2 Tt 2 1 1 3 1 e 2 B
M1 1235 .1 3 2 2 1 1 2 T 1232 1 R T T 1
) lr23s 11 3 2 2 1 1 2 v a2 1 13 e o2 1
He 11.2345 |1 3 2 2 't 1 1 2 1 s 13 2 1 1 3 1 4 2 1
S i1.235 i1 3 2 2 1 ] 1 2 R 1.3 2 1 1 3 a2 1 1
H9 :1-2-3-5 1 3 2 2 4 1 1 2 1 1 1.3 2 1 1 3.1 3 2 1 1
o 12345 12 3 o 2 1 11 2 11 3 2 1 1 3 1 : . 1
HG 112345 .1 3 2 2 1 I 2 T 1 3 2 1 1 3 14 2 a 1
Ninca 12 1235 ¢ 3 2 i2 1 1 Al 2 ? 1 1 2 1 _ 4 2 t 1
Querétaro 12 i1-235 1.2 3 2 2 1 ‘1 ‘1 2 2 1 1 3 1 4 2 1 1
T 12385 {1 3 2 2 1 IR 2 2 1 1 3 s 2
Tenci2 235 1 3 o 2 1 1+ 3 2 1 1 3 1 s 2 - 1
210 2345 1 2 727 o 7;7 o 17 B 71 o 17 a 2 o ) g 1 1 i__ - 4 2 . 1
217 2 1.2:35 1 3 2 2 1 1 1 2 2 1 1 3 H & 2 1 1
21 2 i1-2 3 2 2 1 1 1 2 2 1___'_ 1 3__ 1 3 2 1 1
Zacatecas 1 S 2 1 1 a 2 2 1 3 2 s 2 3 1
Esmeraldo c13 1234 124 2 42 2 2 2 1 2 1 2 3 2 R 2 ]
Pery 1235 1a 3 0 2 'y 1 3 2 1 1 5 3 1 32 & 1 1
scasch 2 li2se 24 2 12 fa i1 2 2 2 2 | ! . 1 1 1 131 3 4
Silvio X10 1 123as {12 2 o 2 ty 1 1 3 TR 1 ] 2 1 3 1 " 2‘ 3 3
2 ji23s v 3 o l2 i1 a3 12 o 1 2 " i a 2 e 2 1 1

Cada numero representa el nivel de migracién de la enzima en la placa de electroforesis.
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Figura 5. Dendograma construido a partir de la matriz de las distancias de Jaccard estimadas

comparando por pares i0s patrones isoenzimaticos de los aislados de T.cruzi.
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Figura 6, Electroforesis sobre acetato de celulosa para el sistema GDH. Para ver la relacidn entre el
aislado C4 y la cepa sudamericana Tulahuen (TULA) se analizaron 6 sistemas enziméticos, de los

cuaies solo con el sistema GDH se vieron diferentes C4 y TULA,
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VI.2, Andlisis porRAPD.

Para el andlisis de cepas mexicanas de T.cruzi por la técnica de RAPD se estandarizé la
concentracion del ADN de cada muestra a 10 ng/ml, por lo que se calculd la concentracion de las
muestras a pantir de la D.0. a 257nm (tabla 6),

Tabla 6. Concentracion final de ADN.

CEPA D.0O a257nm [ Concentracidn de ADN
{vg/mi)
C4 0.536 1.87
CID 0.674 2.36
EA 0.230 0.86
FRV 0.544 1.90
H1 0.633 2.20
H10 0.643 225
H3 0.430 1.50
H4 0.490 1.70
HE 1.028 3.60
H9 0.684 2.24
HG 0.428 1.50
Ninoa 0.385 1.35
Querétaro 0.678 237
T 0.497 1.74
Z10 0.347 1.20
Z17 0.643 225
Z21 0.440 1.80
Zacatecas 0.888 3.00
Esmeraldo cl3 0.391 1.37
Peru 0.480 1.70
Silvio X10 clt 0.615 2.00
Y 0.646 226

Concentracion de ADN (pg/mi) = D.O a 257nm * 50 * Factor de Dilucién ( en éste caso es 70,

ya que todas la muestras al ser leidas se diluyeron 4/70 en agua destilada
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Para verificar la pureza del ADN extraido se realizaron curvas en e} espectrofotémetro de
220 a 300 nm, los resultados indicaron que no existe mateiral contaminante. La figura 7 muestra
un andlisis representativo con el ADN de! aislado H5.

Una vez verificada la pureza y ajustada la concentracién de todas tas muestras de ADN se
llevo a cabo la amplificacién de éstas con 14 sondas seleccionadas previamente por producir
patrones reproducibles con T.cruzi (Tibayrenc et.al., 1993), Los productos amplificados fueron
separados por electroforesis sobre gel de agarosa al 1.6% tedido con bromuro de etldio.

Para todas las sondas analizadas se realizaron testigos en los que se se agregaban todos
los componentes de la reacclén excepto el ADN, para delectar cualquier contaminacién. En
algunos casos aparecieron una o dos bandas en los testigos, pero éstas no eran tomadas en
cuenta en la lectura de los geles. La cantidad de productos de cada sonda fue variable, Las sondas
A1, A3, A4, AS, A17 y A19 fueron las que presentaron mas bandas y también mas variabilidad
entre las diferentes cepas (figura 8). Se habia observado ya con otros aislados de T.cruzi
(Tibayrenc et.al.,1993) que las sondas AB y A20 eran monomGrficas (presentan una sola banda).
En nuestro caso A8 fue monomdrfica, pero con A20 se obtuvieron dos bandas.

En ésle estudio los RAPDemas obtenidos muestran mayor polimorfismo que los
zimodemas, debido a que el apalisis directo de! ADN nos permite up sondeo méas amplio del
genoma, y ademas la lectura de l0s geles es mas compleja ya que no sélo fue tomada en cuenta
la cantidad de handas en el gel, sino también su intensidad. No encontramos RAPDemas
repetidos. La cepa mexicana C4, al igual que en andlisis de isoenzimas, es la que presenta mas
variaciones en sus perfiles de amplificacién con respecto a las demas cepas mexicanas, las cuaies
no presentaron mucha variabilidad entre ellas y con respecto ala cepa de referencia Tch cl2 (tabla
7.

Se obtuvo un dendograma a partir de los RAPDemas (figura 8) en donde se encuentran
los aislados mexicanos vinculados entre si, y con la cepa de referencia Tehuantepec. H9, H5, Z17,
HG, T y H10 forman un grupo en éste dendograma; éstos mismos se encontraron como dos

zimodemas repetidos relacionados entre si. La ramificaciones generales se conservan igual que en

1



el dendograma obtenido de los zimodemas: Silvio X10 sale del grupo de las cepas mexicanas y

més alejados aparecen Esmeraldo ci3, SC43 cli y C4.
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Figura 7. Curva de absorcién de 220 nm a 300nm del ADN de la cepa H5. El maximo de absorclén se

tiene a 257 nm-
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Figura 8. Perfiles de amplificacion sobre gel de agarosa al 1.6% tefildo con bromuro de etidio. En (A) se
muestra los patrones obtenidos con la sonda A4 y en (B) los obtenidos con la sonda A19. M=marcadores de
peso molecular, T=testigo (contiene todos los productos para la amplificacion sin muestra de ADN, para
detectar posibles contaminaclones), 1=C4, 2=EA, J=Zacatecas, 4=CiD, 5=FRV, 6=Ninoa, 7=H1, 8sHJ, 9=H4,
10=H5, 11=H89, 12=H10, 13=HG, 14=T, 15=210, 165217, 17=221, 18=Y, 19=Slilvio, 20=Esmeraldo, 21=Peri,
22=Querétaro, 23=SC43J cll y 24=Tch cl 2.
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Tabla 7. RAPDemas caracterizados por el estudio de 14 sondas para las cepas mexicanas de T.cruzi

AISLADOS Al A2 A3 i A As

o 32123 33 3243516173 2733 14°1.52.6'1-92-10°112°2_526°1.71-9"1

cio I8 1102922041 112336°.9°1 1171:22324351-61-7182_|1°1:2736372.12°3.132 215161112123

€A 172-21-4°2-571-8°2-91-12°2.14"1_{12-373-6"1-9"1 12:31435°16°1.7282 22637222131 51621172122

FRV 12-21471.62-10°312°2-141 112336191 122232473516 177182 2736272121131 11.82

M1 IS 181-1073122-142 123367187 12-324735262.7282 2363731272132 314°1-5°1-62-11°2-1272

Ha 19141-5°18"1-10°2 1233619"1 11214352-62-7282 2363729122131 2'1-31.4"1-52-6'2-113-12°3

Ha 1°1-211471-5"1 872-10°3-12°2-142_1'3.336'1-9°1 12.32-4°35"1-6"1-7"1.8"1 73631211932 3425262113123

Hs 12:2°142-5"1-6"182-8°2-12"1-14 12.3°3 112°131-43571-61.7"1-82_ '2°2-63-72.9°3-12°2-13°1 21:31-31-5262-11°31273__

™ 12-214°1-5°182-92-12°2-142_ 11133 214°3526°1-7°2.82 1223637 1122132 21314 1526211°312°3

M0 111-2242819°1-122142___ 1°33'3-6°19°1 1°122.3'14352.62.7°282__ 2363720312213 216262113423 ]
G 1°3:224'2.62-6"1-92-142 12.336°1 112713 14351617282 23637 ROIN2203 _ 2°131526311°312°3

Ninoa_ 1871.971-103122-141 11336191 12-324'35"16"1-1°1-872 236372422432 1112 L ) J
Peru 12-21472-72-8'1-91-12°2-142_' 11373 1°1272.53.6"1-7"1-82.92 1I2FETTIETIZ2IFT 216161111123 o
Querétaro 1°14"16"1-0°2-122-14°1 33 1°1-324°35"16°1-72-672 3637281122932 51-62-1172-12°3 o
T 12:2242-52-6°1-9212°2.142 12.33 12:2°1-324'351-61-12-62__1"1-2°3-637°39°312°2132 5162112123

Tcher2 12:22-472-9212°113°1 1°3:33.6°1-9" 122 1324352627182 2:36312°3 2°3-4252.6211°1-122

10 12:214°1-5°1-8°1-92-10°2-12°1-1 1°2.3°3 11.3°14°351-6 17181 23.62-7°1-9"3-121-13°1 15262112122

27 12-2°1472.52-82.92-12'1-142__12-336'1-82 123 14352627282 26T TG I22432_ 213 1-526370-11312°3

221 1°14"1.9"1-10°312°1-1471 12:3'36"19" 11.2°1.314°352.62-7282 . 2°36"37"1-9"312°2-132 315162112122

Zacatecas 12-21472-51.8°1-102-12'1-14°1 {1°2.33 1232435617192 236372122431 415262113023 -
Esmeratdo 32112131 33 314371 2°3.6382-122-132 51-7°2-62:10°1.13°3

scactt 32102-123 2233425 1718102 32-4'3.61-7°2.87 7332426383 s2e2a23ax2 -
Silvio X10 1°14"1-8°1-10°3-1 173-14°1 1°1-3°3-61 272-32-43526'1-72 23618103 5723

v 10°1-12°1 13 112723243516 1-7°182__ 1'1-2°262.7"1-12°2-132 2°1-5°1-6°1-11°2-12°3

El primer namero representa el nivel de migracién de la banda del producto amplificado y separado por el simbolo * el segundo namero se refiere ala
intensidad de la banda. 1 corresponde a las bandas menos intensas y 3 a las bandas mds intensas
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Tabla 7. RAPDemas caracterizados por el estudio de 14 sondas para las cepas mexicanas de T.cruzi

CEPAS A7 A9 A10 | a5 A7 A9 A2

o 2725272 173 21314293 ) 23 &1 [22372-4"1-11 13271

ci 11341772 1173 5373 21572 1°132:52__ 121-324°2-5"1-7"1-83 325°26°1.8°1-8"1 13271

€A 1134282 13 5373 2153 13252 1°3-2'1-32-4°2-5'1-7187___ [3152.6'1.9°1 13271

FRYV 134282 43 5373 2253 32572 117361 (315716738191 17321

H1 134282 73 5373 22573 132572 11°2.211-32.42.61-7°18___[3°15726"1-6°1.0"1 12

" 15342872 173 53773 2153 1113352 1132713141829 3252-6'16°1.9"1 13.21

o 1342872 3 5373 21573 3252 2°1-3'3-4°3-5°1-6'1-83 335261-81.92 13271

HS 1347282 13 ) 53 3252 13.2°132.4257161-82__ 37252-6°2-8°1.972 12

Hs 11342872 13 5373 2153 52 1°321-32.42.51-82 252628192 1322
H10 1°3.52:872 13 5373 2153 52 13:2°13°2.4°2-82 33536287292 1322 _
HG 13872 3 53773 22573 3252 11321324182 3352628192 1322

Ninoa 134252 13 53773 2253 52 192°137242-6'1-7"1.83___ 32526182682 et )
Peru _ 1341872 13 53771 181 113252 1732132425182 31.5°2-6'1-6°1-6"1 1322

Querétaro 135282 13 5373 2252 62 1-32"1:32.42.872 3352.62.8202 173271

T 1347182 13 5373 21153 1252 1732°1.3241-5"182 3352-62-6292 13272

Tenciz_ 17342871 13 1237247183 3 113252 1322141517182 11-31:52.6°2.9"1 322

z10 1342872 13 5373 2253 52 1433241-82.9"1 3352-62-82:92 1322

77 134282 13 5373 2153 3252 134182 3252628292 v3r2

m 13872 113 5373 22.53 3152 1321.33426'1-7°1-82 3252628192 1322 L
Zacatecas 134282 3 53.73 21573 113252 13314181 3253618252 131
Ssmeisido  271-5272 13 233141672 233351 a3 13 213161.728°1.9°110 13

scazart 2353672 13 3342627183 1263 2341 115373 33739 3 __
Silvio X10 1333872 3 5372 21153 5261 52 _ risersen 1032

Y 13415182 13 53773 2:3.53 3252 213343517183 33.52.62.62.92 13272

El primer nGmero representa el nivel de migracion de la banda del producto amplificado y separado por el simbolo * el segundo niimero se refiere ala

St

intensidad de la banda. 1 corresponde a ias bandas menos intensas y 3 a las bandas mas intensas
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Figura 9, Dendograma construido a partir del analisis por RAPD.
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V. DISCUSION.

El estudio de caracteres isoenzimaticos en T.cruzi proporciona la informacién genética
necesaria para caracterizar diferentes aisiados de T.cruzi, morfoldgicamente indistinguibles; para
definir 1a heterogeneidad existente en el pardsito deacuerdo a sus distintos huéspedes y veclores,
sus ciclos de transmisién 6 su distribucion geografica; y posiblemente ayude a asociar diferencias
genaotipicas con las diferentes formas que presenta la enfermedad de Chagas. Ademas ei anaiisis
isoenzimatico ha permitido establecer un nuevo parametro de clasificacion taxonémico en T.cruzi
a través de zimodemas y generar algunas teorias sobre el origen evoiutivo del parasito.

El estudio isoenzimdtico de diferentes alslados mexicanos de T.cruzi mostré
homogeneidad entre éstos, con excepcién del aislado C4, 1o cual estd deacuerdo con la
hemogeneidad vista anteriormente en estudios realizados por Ortega, caracterizando 10 aislados
mexicanos con 6 enzimas (Ortega, 1980), y por Galvan y colaboradores caracterizando § aislados
con 13 enzimas (Galvén el.al., 1982).

Las enzimas usadas en nuestro estudio se eligieron porque tienen una buena definicidn y
reproducibilidad en acetato de celulosa, permiten una mejor comparacién de patrones
heterocigotos, y algunas de eila se han usade constantemente en la caracterizacion de zimodemas
de T.cruzi en algunos paises sudamericanos como Bolivia y Brazil (Miles et.al., 1980; Lanham
el.al., 1981; Luquetli et.al., 1986; Tibayrenc y Ayala, 1980). Las enzimas PGM y GPI son de las
mas usadas en éste tipo de estudios ya que producen mdas informacién que las otras, lo cual se
corroboré en éste trabajo, ya que PGM fue una de ias enzimas que reveld mas heterogeneidad y
GPI| permitié distinguir a C4 como un aislado especial en el estudio.

La homogeneidad entre los aislados mexicanos se puede visualizar en las placas de
electroforesis y zimogramas obtenidos, y se pone en evidencia en el dendograma construido a
partir de las distancias de Jaccard, donde ademds se puede ver que los aislados analizados estan
muy relacionados con el zimodema 12, clona de referencia Tehuantepec (Tibayrenc y Ayala,

1988).
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En estudios isoenzimaticos anteriores de aislados de T.cruzi de Centro y Norteamérica, se
ha encontrado homogeneidad entre ellos, todos pertenecientes 0 muy relacionados al zimodema
12 (Tibayrency Le Ray, 1984; Tibayrenc, 1986; Darce y Revollo, comunicacién personal).

Los resultados no revelan correlacion entre l1os zimodemas caracterizados de aislados
mexicanos y el origen geografico de los parasilos, huésped mamifero o vector del que fueron
aislados, caracteristicas bioldgicas ‘“in vitro” como crecimiento, metaciclogénesis y virulencia
(Lopez, 1994), 6 andlisis con enzimas de restriccion de regiones no transcritas del ADN ribosomal
(Zavala, Velasco y Hernandez, 1992).

Dos de los zimodemas encontrados comprenden varios aislados, es decir que hubo
aislados que presentaron los mismo patrones electroforéticos. A su vez éstos dos zimodemas
presentaron diferencias entre ellos s6lo en una enzima. Un zimodema comprende los aislados HS,
H3, H6 y Z17, los tres primeros de origen humano y el Gltimo de reservorio mamifero; y otro
zimodema comprende a los aislados HG, T y Z17, el primero de origen humanao, el segundo de
vector y el tercero de reservorio mamifero. Es evidente que no se pudo correlacionar el zimodema
con su origen de vector o huésped mamifero, 1o que también sucedlé con los demas aislados.

En cuanto al origen geografico de los aislados tampoco se vio una clara corretacién con
los zimodemas obtenidos, aunque los aislados que presentan zimodemas repetidos son todos de
Yucatan.

Sabemos que la patologia producida por los aislados yucatecos no es severa (Dr. Barrera-
Pérez, comunicaclon persanal), pero de los demds se desconocen tas caracteristicas clinicas de
la enfermedad que producen. Por lo anterior no es posible hacer comparaciones entre zimodemas
y las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Actualmente se realizan estudios del
comportamlento del algunos de los aislados en ratén, una vez que se tengan los resultados se
podra analizar sy relacién con los zimodemas que presentan.

Un anélisis a nivel de fragmentos de la regidn espaciadora del ADN ribosomal y enzimat
de restriccion de ADN total con el mismo conjunto de aislados y clonas de T.cruzi que usamos en
nuestro estudio, pudo agruparlos deacuerdo con su origen geografico: un grupo formado por los

aislados del estado de Yucatan, otro formado por los aislados de la region central de México y un
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lercero que comprende las aislados sudamericanos (Zavala, Velasco y Herndndez, 1992). Con
estudios de caracterizacion biolégica *in vitro”, los mismos aislados se pudieron agrupar de
manera similar que en el estudio de Zavala y colaboradores (Lopez, 1994). Nuestro analisis
isoenziméatico conduce a un agrupamiento entre las cepas, sin embargo éste es diferente al que se
encontré anteriormente, ya que se tiene un grupo formade por los aislados mexicanos y los
sudamericanos Y y Per(, un segundo grupo esta formado por la clona Silvio X10 y un tefcero que
comprende |as clonas Esmeraldo y Santa Cruz 43 y el aislado mexicano C4.

En el estudio realizado, C4 aparece més cercano filogenéticamente a las cepas
sudamericanas que a las mexicanas, que es en si un resultado sorprendente, 1o cual podria
deberse a la ‘importacion” de éste aislado desde Sudamérica por algun individuo con la
enfermedad de Chagas que viajé a Jalisco, 0 porque algtn viajero halla traido en su equipaje al
vector infectado. Mds interesante seria que la heterogeneidad de C4 pudiera deberse a que en
Jalisco las poblaciones del parésito sean distintas a las de otras regiones de la Republica
Mexicana, y que éste sea uno de los motivos por lo que la enfermedad se presente con un cuadro
cifnico mas severo en éste estado.

Ademés, el aislado de Jalisco C4 presentd patrones enzimaticos realmente diferentes,
como el patrén de bandeo heterocigoto can el sistema GPI, que es igual al que presenta la clona
Tulahen, el cual no es comin de encontrar. Este patrén heterocigoto para GPI ha sido encontrado
casi exclusivamente en ciclos de transmisién domésticos (Tibayrenc y Desjeux, 1983), lo que
correlaciona con el hecho de que C4 fué aislado de T.barberi, de habitat doméstico, el cual es el
vector mas importante de la enfermedad en México (WHO, 1991). E! dendograma muestra al
aislado C4 muy separado filogenéticamente de los demds aislados mexicanos. Por todo lo
expuesto anteriormente resultaria muy interesante caracterizar, tanto bioldgica, como
epidemioldgica y moalecularmente, un mayor grupo de aislados del parésita provenientes de!
estado de Jalisco.

Hay que seilalar que el dendograma nos da una idea de la relacién entre los aislados, y no
deben considerarse como definitivas las distanclas encontradas, ya que un estudio formal de

genélica de pablacién requiere de un muestrea rigido, donde todas las muestras sean recolectadas
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dentro de un cierto periodo de tiempo y una regién geografica bien delimitada; lo que no es
nuestro caso. Sin embargo, los resultados obtenidos son importantes ya que es la primera vez que
se determina el zimodema de éstos aislados.

La estabilidad y reproducibilidad de los patrones isoenziméaticos son importantes si quieren
usarse como marcadores genéticos, sobretodo cuando se frala de muestras que han sido
mantenidas por largos periodos en cultivo. Algunos reportes indican que las caracteristicas
enzimaticas de aislados no clonados pueden variar con respecto al tiempo de cultivo. Lo anterior
se debe seguramente a la existencia mezcias de poblaciones, que después de un tiempo en
cultivo se seleccionan (Tibayrenc et.al., 1986; Solarn et.al., 1992), Otros estudios reportan que los
patrones isoenzimaticos permanecen conslantes, después de 1, 2 y 3 afios de mantenimiento en
cultivo (Miles, 1980; Bogliolo y Godfrey, 1988). En nuestro caso los aislados se han mantenido en
cultivo por 4 afios en medio LIT, por lo que era importante demostrar |a establlidad de los patrones
isoenzimaticos. Las clonas de referencia Silvio X10 cl1 y Esmeraldo ¢lI3 con que cuenta el
laboratorio, que han tenido las mismas condiciones y tiempo de cuitivo que los demas aislados
analizados, presentaron patrones isoenzimaticos similares a los que se han reportado
anteriormente para éslas (Tibayrenc y Ayala, 1988). Como antes de éste estudio se desconocian
los patrones isoenzimaticos de los alslados mexicanos analizados no es posible comprobar si hubo
variabilidad en dichos patrones en el tiempo de cullivo, sin embargo a partir de ahora se podra
determinar si después de algun tiempo son estables los patrones isoenzimaticos.

Actualmente existe la tendencla a el uso de métodos de andlisis directos del genoma en
esludios de genética de poblaciones, evolucién y taxonomia. La validez de éstos métodos de
analisis debe ser determinada en parte mostrando su correlacién con los resultados obtenidos por
andlisis isoenzimaticos. Andlisis de hibridizacién de sondas con ADN dei cinetoplasto, fragmentos
de restriccion poiimérficos de ADN del cinetoplasto y de amplificacién aieatorea de ADN
polimérfico, han mostrado correlacionar con los datos obtenidos por electroforésis enzimética, en
prolozoarios como Leishmania y Trypanosoma (Tibayrenc et.al., 1993; Bafiuls, 1993; Sanchez
et.al.,, 1993;Tarrieu, 1994). El RAPD es una metodologia prometedora ya permite un anélisis

directo dei genoma, no es necesaria informacion gendmica previa del organismo a estudiar, es
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posible encontrar marcadores filogenélicos y taxonémicos, y s es menos coslosa en tiempo y
dinero que otros métodos de andlisis genémico. En esiudios con T.cruzi se han obtenido
resultados por andlisis de RAPD que correlacionan bien con los resuitados por isoenzimas
(Tibayrenc et.al., 1993, Tarrieu, 1994).

En el analisis de RAPD la visualizacién de los productos de amplificacién er 10s geles
mosird también homogeneidad entre los aistados mexicanos, exceptuando a C4; aunque
{6gicamente mostré méas varabilidad que el anélisis isoenzimatico, ya que el primero es un andlisis
directo del genoma mientras el segundo es un anaiisis indirecto.

En el analisis por RAPD hace falta determinar las sondas que son de utilidad en la
deteccion de variabilidad, en éste caso para T.cruzi , y una vez determinadas se debe estandarizar
Su uso en analisis en laboratorios de distintas partes del mundo, En nuestro caso las sondas At,
A3, A4, A5, A17 y A19 fueron las que presentaron mas bandas y también més variabilidad entre
las diferenles cepas, y sondas como A8 que produce un sélo producto o A20 que produce 2, no
fueron de gran utilidad en éste sentido, aunque corroboré que el perfil monomérfico de A8 es
constante en la especie.

Ei dendograma obtenido de las distancias genéticas calculadas muesira las mismas
ramificaciones principales que el dendograma de analisis de isoenzimas: un grupo de aisiados
mexicanos y tos sudaméricanos Y y Pert, ofro de la clona Silvio X10 y el tercero de ias clonas
Esmeraldo y Santa Cruz 43 y el aislado mexicano C4. Al igual que el otro dendograma, C4 se
encuentra mas relacionado genéticamente con Santa Cruz 43 que con Esmeraldo, y también se
encuentra muy alejado de los demds aislados mexicanos,

Actualmente C4 es estudiado mas especificamente, para determinar si es de un
zimodema ya descrilo, o si constituye un nuevo zimodema. Deben analizarse por éstas técnicas
(bajos las mismas condiciones para tener resultados comparables) mas aisiados mexicanos, para
conocer mas de la distribucién de pobiaciones genéticamente distintas, y estudiar al mismo tiempo
caracteristicas de importancia médica como la patologia que producen o la resistencia a farmaco

y demas caracteristicas médicas.
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En general en todos los estudios en este campo no es clara la correlacion de la
variabllidad genética y otras caracteristicas de comportamiento del parasito, como aspectos
clinicos y epidemioidgicos; aunque se ha encontrado en algunos casos cierta correlacién con los
ciclos de transmision (Miles, 1983 ) o la altitud del habitat natural (Tibeyrenc y Desjeux, 1983). Las
consecuencias clinicas de [a variabilidad genética son dificiles de evaluar, debido tal vez a
infecciones mixtas en humanos, ya que se pueden encontrar 2 0 mas zimodemas en un huésped
(Breniére et.al.,1989).

En Ia teoria clonal propuesta por Tibayrenc es de esperarse que si una clona evoluciond
independientemente de otra, 1a variabilidad genética y las caracteristicas biolégicas que presentan
naturalmente correlacionen, lo cual seria muy conveniente ya que la caracterizacion molecular de
aislados servirfa en prediccién, prevencion y tratamiento de la enfermedad. Pero también es
posible que las caracterizacién molecular tenga muy poca relacion o ninguna, con ias propiedades
del parésito de interés médico, para lo que existen dos posibilidades: 1) las caracleristicas de
importancia médica estan determinadas genéticamente por caracteres que no tienen que ver con
los que se determinan en el anAlisis isoenzimético o por medio de las sondas en ios RAPDs, y 2)
las propiedades médicas y las estudiadas con isoenzimas 0 con sondas en l0s RAPDs, fueron
expuestas a factores selectlvos diferentes, por lo que no se ve correlacién entre éstas (Tibayrenc
et.al., 1986, Tibayrenc y Ayala, 1988),

Por Gltimo es Importante indicar que el estudio realizado produjo informacién molecular
sobre 17 aislados mexicanos, de los cuales se cuenta con informacién de caracterizacidn bioldgica
*in vitro™ (Lopez, 1994) e ‘in vivo" (Caballero, comunicacidn personal), por 10 que contamos con un

grupo de alslados mexicanos de Trypanosoma cruzi con un buen nivel de caracterizacion.
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VI. CONCLUSIONES

® EI andlisis isoenzimatico reveld homogeneidad entre los aislados mexicanos de T.cruzi,
los cuales estdn muy relacionados con la cepa de referencia Tehuantepec, zimodema 12; con
excepcion del aislado C4, que aparece mas relacionado con los aislados sudamericanos.

® Por medio del andlisis por RAPD se encontré homogeneidad entre los aislados
mexicanos, que se encuentran muy refacionados con la cepa de referencia Tehuantepec. Al igual
que en el analisis isoenzimatico, C4 tuvo un comportamiento distinto ai del grupo de los aislados
mexicanos, y estuvo mas relacionado con los aislados sudamericanos.

@ Los dendogramas obtenidos por medio del andiisis isoenzimético y por RAPD tuvieron
una misma organizacion general: tres ramificaciones principales, la primera que inciuye a los
aislados mexicanos, 1a segunda con la cepa de referencia Siivio X10, y una tercera que conliene ai
aislado C4 y las cepas sudamericanas de referencia SC43 y Esmeraldo. Por medio del andlisis por
RAPD se obtuvieron distancias genéticas mayores, debido a que es mucho mas sensible para
detectar variabilidad ya que se analiza de manera directa el genoma. Se corrobord entonces el
vaior del RAPD para realizar estudios filogéneticos de poblaciones en protozoarios.

® Se puede asegurar la estabilidad de los aislados, por lo menos durante los 4 ailos que
llevan en cultivo en el laboratorio, ya que las cepas de referencia con que se contaba dieron
perfiles isoenziméticos similares a los que han sido reportados para éstas cepas anteriormente.

® No se encontrd correlacién entre los datos genéticos obtenidos en este estudio y olras
caracteristicas, como origen, crecimiento o infectividad in vitro.

® Se cuenta con un grupo de aisiados mexicanos de Trypanosoma cruzi con un buen nivel

de caracterizacion, ya que se han analizado tanto a nivel blolégico como a nivel genético.
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MDH

Reaccion:

ANEXO |, SISTEMAS ENZIMATICOS.

Codigo : E.C.1.1.1.44 Nombre: 6-fosfogluconato deshidrogenasa.
6-fosfato-D-gluconato + NADP' = D-ribulosa-5-fosfate + CO, + NADPH
Cddigo: E.C4.21.3 Nombre: Aconitasa.
Citrato = cis-aconitato + H,O
Cébdigo: E.C.2.6.1.2 Nombre: Alanina amino transferasa.
L-alanina + a 4cido2-oxo = piruvato + L-aminoacido

Cédigo: E.C.1.6.99.1 Nombre: Diaforasa.
NADPH + aceptor = NADP* + aceptor reducido
Cédigo: E.C.1.1.1.49 Nombre: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
D-glucosa-6-fosfato + NADP' = D-glucano-1,5-lactona 6-fosfato + NADPH
Coédigo : E.C.1.2.1.12 Nombre:Gliceraldheido-3-fostato

deshidrogenasa.

: D-gliceraldehidc-3-fosfato + ortofosfato + NAD' = 3-fosfato-D-gliceroilfosfato + NADH

Cédigo : E.C.1.4.1.3 Nombre: Glutamato deshidrogenasa.

L-glutamato + H20 + NAD(P)' = 2-oxoglutarato + NH; + NAD(P)H

Cédigo : E.C.26.1.1 Nombre:Glutamico-oxaloacético transaminasa
6 aspartato transaminasa,

L-aspartato + 2-oxoglutarato = oxaloacetato + L-glutamato

Cobdigo : E.C.5.3.1.9 Nombre: Gucosa-6- fosfato isomerasa.

D-glucosa-6-fosfato = D-fructosa-6-fosfato

Cédigo : E.C.1.1.1.42 Nombre: Isocitrato deshidrogenasa.

Isocitrato + NADP' = 2-oxoglutarato + CO, + NADPH

Cédigo : E.C.3.4.11.1 Nombre: Leucina amonopeptidasa.

Liberacién de un aminoacido N-terminal, preferentemente Leu.

Cédigo : E.C.1.1.1.37 Nombre: Malato deshidrogenasa.

(S) malato + NAD® = oxaloacetato + NADH
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ME

Reaccion:

mei

Reaccion:

NHi

Reaccién:

PEP 1

Reaccién;

PEP 142

Reacclén:

PGM

Reacclon:

SOoD

Reaccion:

Cédigo : E.C.1.1.1.40 Nombre; Enzima mélica.
(S) malato + NADP' = piruvato + CO, + NADPH

Cédigo : E.C.5.3.1.8
D-manosa-6-fosfato = D-fructosa-6-fosfato
Cédigo :E.C.3.22.2 Nombre: inosina nucleosidasa.
Inosina + H,O = Hipoxantina + D-ribosa

Cédigo : E.C.3.4.22.3 Nombre: Peptidasa 1 (Ficaina)
Liberacién de aminoacido N-amino terminal. principaimente Leu
Cédigo : E.C.34.13.8 Nombre: Peptidasa 2
Dipeptidasa citoplasmatica no especifica.

Cédigo 1 E.C.54.2.2 Nombre: Fosfoglucomutasa.
D-glucosa-1-fosfato = a-D-glucosa-6-fosfato

Cédigo: E.C.1.15.1.1.

O, ~+ 0y -+ 2H' =0, + H,0;

Nombre: Manosa-6-fosfato isomerasa.

Nombre; Superdxido dismutasa.
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ANEXO Il . PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién de fenol.- Se realiza bajo campana de extraccion

Solubllizar el fenol (MERCK) calentando la botella a 65°C; agregar TRIS 500mM pH8 a
saturacién, agitar 156 min y dejar decantar. Cuando se forinan dos fases y se relira el sobrenadante y se
satura nuevamente el fenol con TRIS 100mM pH8, hasta que el pH de Ia fase fendlica sea igual 7.6. Se
agrega 0.1 volimen de amortiguador TE pH8 en 1 volimen de fencl y 8-hidroxiquinoleina al 0.1% del
volimen final, mezclar y afladir B-mercaptoetanol al 0.2% del volumen final. Dejar reposar una noche a
4°C. Conservar en refigreracidn y obcuridad.

Solucién de cloroformo.- Se realiza bajo campana de extraccién

Mezclar 1 volimen de alcohol iscamilico en 24 voldmenes de cloroformo (MERCK).

AMORTIGUADORES USADOS EN LA ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS:

Shaw N° .- Tris 16,36 g , acido citrico 9.04 g y agua destilada cbp 1 litro.Ajustar un pH=7,

Shaw Nlll.- Tris 60.6 g , acido borico 40 g, EDTA 69 y agua destilada cbp 1 litro. Verificar pH=8,

SOD.- Tris 0.1 M, 4cido bérico 0.3 M, sacarosa 10 g y agua destilada cbp 1 litro. Verificar
pH=7.6.

Kreutzer N°lll.- Tris 0.1 M, acido malefco 0.1 M, EDTA 2.92 g , MgCl, 0.01M y agua destilada
cbp 1 litro. Verificar pH=7 4.

Lanham N°2.-  Tris 0.66 M y dcido cltrico anhidro 0,083 M. Verificar pH=8.6,

Richardson Dx2.- Tris 30 mM , EDTA 10 mM , MgCi2 20 mM y acido boérico 10 mM. Vedificar
pH=7.8.

HR.- Tres paquetes de medio HR (HELENA Laboratories) y agua destilada cbp 2 litros, pH=9

espontaneo.
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SOLUCIONES DE COLORACION ESPECIFICAS PARA LA REVELACION DE LAS ENZIMAS

6PGDH Amortiguador - 2.5 mi Tris-HCI pii8 1M, Agua dostilada cbp 10 mt,
Sustrato - 10 mg Acido 6-foglegluconico, Coenzimas - 100 ! NADP 50 mg/ml.
Activador - 250 111 MgCl; 1M. Colorantes - 200 pi NBT 25 mg/mt , 100 ul PMS 30
mg/mt.
ACON Amontiguador - 2.5 m! Tiis-HCI pH8 IM. Enzima de ligacidn - 2 U1 isocitrato deshidrogenasa.
Sustrato - 20 mg Acido cis-aconitico. Coenzima - 100 i NADP 50 mg/ml.
Activador - 250 pt MgClz 1M. Colorantes - 200 pt NBT 25 mg/ml , 100 pl PMS 30
Agua dastilada cbp 10 ml. mgimt.
ALAT Amoriguador » 10 ml amortigualor ALAT . 075 g Coenzima - 100 ut NADH sal de disodio 40 mg/mi.
Na;HPO4, 2.84 g NaHPO4, agua cbp 250ml, pH 7.4. Ravelar con fuz UV
Sustrato - 5 mg acido q-cetogtutdrico.
Enzimas de ligacién - 20 U1 lactato deshidrogenasa.
DiA Amoitiguador - 10 mi Tris-HC! pH8 0.1M. Coenzimas - 100 I NADPH sal tetrasddica 40 mg/m!, 100
Activador - 250 pi MgCiy 1M, 1l NADH sal disddica 40 mg/mi.
Coloranta » 200 il NBT 25 mg/m!.
GSPDH Amontiguador - 5 m! Tris-HCl pH7 1M, Agua destilada cbp 10 m!.
Sustrato - 10 mg giucosa-6-fostato. Coenzima - 100 1! NADP 50 mg/m.
Activador - 250 | MgCl; TM. Coloranles - 200 ui NBT 25 mg/mi, 100 pi PMS 30 mg/mi.
GAPD Amortiguador - 2.5 mi Tris-HC! pH7 1M. Enzima de ligacion « 2.5 Ul Aldolasa.
Sustrato - 12.5 mg fructosa-1-6-difosfato sal totrasédica. Coenzima - 100 yl NAD 40 mg/ml. Incubar 30 min a 37
Activadores - 0.6 mg dcido arsénico sal disédica, 5 mg °Cy agregat al final los colorantes
piruvato de sodio. Colorantes - 200 pl NBT 25 mg/ml , 100 p! PMS 30
Agua destitada cbp 10 ml. mg/mi.
GDH Amortiguador - 10 m! Tris-HCI pHB 1M, Coanzimas - 100 ! NADP §0 mg/mil , 120 ul NAD 40
Sustrato - 170 mg dcido glutdmico, mg/ml.
Colorantes - 200 pt NBT 25 mg/m! , 100 i PMS 30
mg/ml.
qQoT Amortiguador - 10 ml Tris-HCI pHB 0.1M. Activador - 5 mg Piridoxal-S-fosfalo.
Sustrato - 30 mg acido L-aspdrtico, 25 mg dcido q@- Colorante - 20 mg fast blue BB,
cetoglutdrico.
aPt Amortiguador - 2.5 ml Tris-HCl pH7 1M. Enzimas de ligacién - S5 Ul glucosa-6-losfate
Sustrato « 10 mg fiuctosa-6-foslato, doshidrogenesa,

Activador - 250 pt MgCl, 1M,

Agua deslilada cbp 10 mi.

Coenzimas - 100 y! NADP 50 mg/ml,
Colorantes - 200 @l NBT 25 mg/ml , 100 pl PMS 30

mgml.
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IDH Amottiguador - 10 mi Tris-HCIE pHB 0. 1M, Coenzima - 100 ) NADP 50 mg/m).
Sustrato - 10 mg dcido isccitiico, Colorantes - 200 ¢} NBT 25 mg/ml , 100 pt PMS 30
Activadar - 250 pl MgClp tM. mg/ml.
LAP Amortiguador - 10 ml  amortiguador LAP:Tris 0.2M, dcido Colorante - 200 mg Fast black salt
miélico 0.2M.
Sustrate - 15 mg L-leuc-B-naftilamida
MOH Amortiguador « 1 ml Tris-HCI| pHB 1M. Coenzima - 100 ul NAD 40 mg/ml.
Sustrato - 800 pt malato pH7 tM, Colorantes - 200 pl NBT 25 mg/ml, 100 pl PMS 30 mg/ml.
Agua destilada cbp 10 ml,
ME Amortiguador - 2.5 ml Tiis-HCI pH7 1M. Agua destilada cbp 10ml,
Sustrato - 600 pt Malato pH7 1M. Coenzima - 100 pi NADP S0mg/mi.
Activador - 250 1l MgCty 1M, Colrantes » 200 pl NBT 25 mg/mi, 100 pi PMS 30 mg/ml.
MPL Amortiguador » 2.5 m! Tris-HCI pH7 1M Enzimas do ligacion - 8 Ul glucosa-6-fosfalo
Sustrate - 20 mg manosa-&fosfate, daeshidrgenasa, 8 Ul glucosa-6-fosfato Isomerasa.
Activador » 250 1! MgCl; 1M, Coenzimas - 100 ! NADP 50 mg/ml
Agua destilada cbp 10 mi Colorantes - 200 pl NBT 25 mg/ml . 100 pl PMS 230
mg/ml,
NHI Amortiguador - 10 ml Tris-HCI 0.1M pH 8. Enzimas da ligacion - 1.5 Ul Xantina oxidasa.
Sustrato - 40 mg Inosina, Colorantes - 200 pl NBT 25 mg/ml , 100 pl PMS 30
mg/ml.
PEP 1 Amortiguador - 10 ml Tris+HCI 0.1M pH 8. Enzimas de ligacién » 100 pt acido L-amino oxidasa 100
Sustrato - § mg Leu-teu-leu. mg/ml, 100 ! peroxidasa 10 mg/ml.
Activadores - 150 pl MgCi; 1M, 150 i MnCl; 0.1M. Colorante - 40 mg 3-amino etil carbazol
PEP 142 | Mismos reactivos que PEP 1, excepto el sustiato que en E! colorante para PEP t y PEP t+2 se propara junto. Se
esta caso es 5 mg Leu-ala 5 mg Leu-lou-leu. agrega al colorante 1ml de ctanol, se deja decantar y el
sobranadante se repate mitad y mitad en cada soluclén
reveladora,
PGM Amoitiguador - 2.5 ml Tris-HCI pH8 1M, Enzimas de ligacion - 8 Ul glucosa-6-fosfato
Sustrato - 20 mg glucosa-1-fosfato. doshidrogenasa.
Activador - 250 il MgCiy 1M, Coenzimas - 100 ! NADP 50 mg/ml.
Agua destilada cbp 10 ml. Colorantes - 200 pi NBT 25 mg/mi ., 100 ¢l PMS 30
mg/ml.
'son Amortiguador - 10 mi amortiguador de fosfalo pH7.5 0.1M :  Activador - 100 ul EDTA 200 mM. | -
0.12 g NaH;HPO,. Colorante - S00 |l iodo nitro tetrazolium (INT) 10 mg/ml.
Sustrate - Riboflavina al 0.0032%

Nota : Todos los reactivos son SIGMA.
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ANEXO Il , CONDICIONES DE ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS,

ENZIMA Amortiguador de Ameortiguador de Voltage Tiempo Sistama
impregnacién migracién (voltios) (minutos) refrigeranta
6PGDH Shaw N 25% Shaw N°l 160 30 hielo
ACON HR 50% HR 160 20 hislo
ALAT Lanham N°2 25% Lanham°2 200 20 hielo
DIA Shaw NIl 50% Shaw N°IIl 200 20 hielo
GG6PDH HR HR 200 20 agua
GAPD Shaw N°lIl 25% Shaw Niit 200 30 hielo
GDH Shaw NIl 25% Shaw N°ili 160 30 agua
GoT Shaw N°lil 50% Shaw NI 160 30 agua
GP) Shaw NIl 20% Shaw N°ili 200 20 agua
IDH Shaw N°iIl 30% Shaw Nlli 200 20 hielo
LAP Shaw N°lll 30% Shaw NIl 160 20 hisio
MOH Shaw NIl Shaw N°iIl 200 30 hielo
ME Shaw N1l 25 % Shaw NI 160 30 agua
MPI HR 50% HR 200 20 hielo
NHi RDx2 75% RDx2 160 20 hielo
PEP1 HR HR 200 25 agua
[pEP 1+ I HR T [HR 200 25 agua
[PoM | Kreutzer KW 15% | Kreutzer NIl 60% 200 20 hielo
[ S00° “Ysoo™ S0D 300 30 hielo

* El deposito de la muestra es central. En todos los demas sistemas el depésito es catédico.
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SONDA

A-01
A-02
A-03
A-04
A-05
A6
A7
A-08
A-09
A-10
A-15
A7
A-19

A-20

ANEXO IV. SECUENCIA DE LAS SONDAS PARA RAPD,

SECUENCIA

5'CAGGCCCTTIC
5'TGCCGAGCTG
5'AGTCAGCCAC
5'AATCGGGCTG
5'AGGGGTCTTG
5'GGTCCCTGAC
5'GAAACGGGTG
5'GTGACGTAGG
5'GGGTAACGCC
5'GTGATCGCAG
5'TTCCGAACCC
5'GACCGCTTGT
5'CAAACGTCGG

5'GTTGCGATCC

GO
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