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Resumen

En México, la enfermedad Chagas se notificé por primera vez en la década de 1940
en Oaxaca, actualmente en este estado se han reportado 8 especies de triatominos
de las 33 que existen en el pais. Trypanosoma cruzi, el agente causal de la
enfermedad de Chagas presenta una gran variabilidad genética que resulta en una
diversidad de sus caracteristicas biolégicas, bioguimicas, moleculares y
antigénicas, asi como en una posible relacion con las diferentes manifestaciones

clinicas de la enfermedad.

El estudio del comportamiento de los aislados de Trypanosoma cruzi de diferentes
zonas geograficas, es importante para determinar la virulencia que presenta cada
aislado. Actualmente, se calcula que en el mundo hay entre seis y siete millones de
personas infectadas por T. cruzi. Si bien algunos estudios han explorado los
aislados provenientes de diversas zonas del pais, es todavia escasa la investigacion

gue aborda sobre algunos vectores, como lo es el caso de Meccus phyllosomus.

Se realiz6 una comparacion de tres aislados provenientes del vector Meccus
phyllosomus provenientes del estado de Oaxaca en ratones CD-1, se obtuvieron
diferencias significativas entre la parasitemia y sobrevivencia de cada aislado,
observando que el aislado proveniente de Tehuantitla es el mas virulento ya que
present6 una parasitemia elevada de 2.3X107 parasitos/mL y una sobrevivencia del
0% al dia 28. Se caracterizaron biolégica y molecularmente los aislados,
observando que estos pertenecen al linaje TCl y con ayuda de la identificacion de
la expresion del gen TSSA se pudo concluir que existe mayor expresion en corazon

y gastrocnemio que en esofago y cerebro.

— 4 B
5 >
AR e

I Parésito M
N S

Figura 1. Transmisién vectorial de T. cruzi.
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1 Introduccion

La enfermedad de Chagas es un padecimiento causado por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad es considerada la parasitosis mas grave en
Américay una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas (Rojo-Medina et al.,
2018). Se encuentra principalmente en zonas endémicas de 21 paises de América
Latina, donde la principal via de transmision es de manera vectorial, la cual ocurre
cuando los seres humanos u otros mamiferos entran en contacto con deyecciones
u orina de insectos hematofagos de la familia Reduviidae denominados Triatominos
(OMS, 2011)

Se estima que en el mundo existen entre seis y ocho millones de personas
infectadas con Trypanosoma cruzi y aproximadamente setenta millones de
personas estan en riesgo de contraer la enfermedad (Alvarez-Hernandez et al.,
2018; OPS, 2020). A poco mas de un siglo de su descubrimiento, la enfermedad de
Chagas sigue siendo un problema de salud publica. En la actualidad se han
reportado casos de enfermedad de Chagas en regiones no endémicas como
Canad4, Estados Unidos, Australia, Europa y Japon debido al flujo migratorio (Lidani
et al., 2019; Molina et al., 2016).

En México se han reportado 33 especies de triatominos, la mayoria son endémicas
del territorio (Villalobos et al., 2011). El género Meccus, distribuido en el sur del pais,
es considerado de gran importancia epidemiolégica, ya que se estima que es
responsable del 74% de la transmision vectorial de Trypanosoma cruzi a los seres
humanos en México (Diaz et al., 2017a). En 2017, las mayores tasas de incidencia
se registraron en Yucatan, Oaxaca e Hidalgo (Rojo-Medina et al., 2018). En el
estado de Oaxaca se han reportado ocho especies de triatominos, entre las cuales
se encuentra Meccus phyllosomus, localizada en la regiéon del istmo de
Tehuantepec, donde se han reportado casos autdctonos de cardiomiopatia

asociados con T. cruzi (Villalobos et al., 2011).

Las cepas mas virulentas tienen mayor poder de penetracion, sus amastigotes

presentan mayor indice de mortalidad de las células infectadas, ademas cuando
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mayor sea el numero de parasitos y células muertas, mayor sera la cantidad de
antigenos parasitarios presentes en el huésped. T. cruzi puede invadir cualquier
organo, se ha demostrado que, aunque hay cepas con tropismos bien definidos para
células, tejidos u érganos, las de mayor parasitismo son las musculares, cardiacas,

macréfagos, fibroblastos, sistema nervioso central y musculares estriadas o lisas.

Las variaciones geograficas en la prevalencia y gravedad de las formas clinicas han
sido asociadas con aspectos inmunolégicos y genéticos de las diferentes
poblaciones humanas y la complejidad genotipica de la poblacién del parasito.
Distintas tipificaciones bioquimicas y moleculares realizadas sobre multiples
aislamientos o cepas del parasito han permitido identificar al menos 6 linajes
evolutivos dentro de la especie T. cruzi, llamados Tcl a TcVI. Estos linajes muestran
fenotipos muy diferentes en cuanto a infeccién en el insecto vector, invasion y
multiplicacion intracelular in vitro, tropismo tisular y virulencia en modelos animales

definidos.

Para el diagnostico de la enfermedad, existen diversos tipos de pruebas, la mayoria
de ellas de laboratorio. Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda diagnosticar la enfermedad de Chagas con dos pruebas
convencionales de laboratorio, y hacer una tercera prueba en caso de discordancia.
Dentro de las técnicas convencionales se encuentran los métodos de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), IFI (inmuno fluorescencia indirecta) y HAI

(hemaglutinacion indirecta).

Una de las técnicas de biologia molecular para detectar T. cruzi es PCR, la cual se
caracteriza por su alto nivel de sensibilidad y especificidad, debido a que es capaz
de detectar el ADN (acido desoxirribonucleico) del parasito a partir de pequefias
cantidades (Ferrer, 2015).

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo aportar conocimiento sobre la
virulencia de los aislados obtenidos de la especie Meccus phyllosomus en el estado
de Oaxaca. Por ello se analizaron tres aislados provenientes de Meccus

phyllosomus, originarios del istmo de Tehuantepec, para conocer el comportamiento
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bioldgico del aislado mediante la cuantificacién de la parasitemia, la sobrevivencia

y el tropismo del érgano en el modelo murino.

19



2 Antecedentes

2.1 Tripanosomiasis Americana

La Tripanosomiasis americana, también llamada enfermedad de Chagas, es un
(padecimiento crénico, causado por el parasito Trypanosoma cruzi, descubierto en
1909 por el médico brasilefio Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (1879-1934), quien
diagnostico por primera vez en Minas Gerais, Brasil, a una menor llamada Berenice
(Figura 1) (Rassi et al., 2010).

Figura 2. Berenice, primer diagndéstico de la enfermedad de Chagas.

Recuperado de: Lidani et al., 2019.

Considerada una enfermedad tropical desatendida, la enfermedad de Chagas se
encuentra principalmente en areas endémicas de 21 paises de América Latina, de
los cuales dos terceras partes son paises pertenecientes al Cono Sur (Schmupis et
al., 1977). Se estima que en el mundo hay entre 6 y 8 millones de personas
infectadas con T. cruzi (Lidani et al., 2019). Este parasito se transmite con mayor

frecuencia a los seres humanos y otros mamiferos por medio de insectos
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hematéfagos de la subfamilia Triatominae, conocidos coloquialmente como
chinches (OPS, 2020)

Trypanosoma cruzi afecta principalmente a personas que viven en regiones
endémicas, aunque debido a la movilidad migratoria, actualmente se ha detectado
un mayor niumero de casos en zonas no endémicas como Canada, Estados Unidos
de América, y diversos paises europeos, lo que hace de ella un problema sanitario
mundial (Figura 3) (Lidani et al., 2019).

México se encuentra en la lista de paises endémicos para la enfermedad de
Chagas, en el que dos tercios del territorio mexicano pueden considerarse en riesgo
de infeccion transmitida por vectores. Las condiciones bioldgicas, el estilo de vida,
los factores ambientales y socioculturales son importantes en la morbilidad y
mortalidad de esta enfermedad (Salazar-Schettino et al., 2016).
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Figura 3. Distribucién de individuos infectados con T. cruzi. Estimaciéon de la
incidencia mundial de la enfermedad de Chagas por flujo migratorio en paises
no endémicos, de acuerdo con datos reportados por la Organizacion Mundial de
la Salud en 2019. Modificado de: Lidani et al., 2019.
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2.1.1 Mecanismos de transmision

Existen diferentes mecanismos de transmision en la Tripanosomiasis americana,
la via mas comuan de T. cruzi en zonas endémicas es la vectorial, la cual se da por
medio de los insectos hematéfagos llamados triatominos. Otras maneras de
contagio también pueden ocurrir por medio de transfusiones sanguineas, trasplante
de 6rganos infectados, via oral, congénitamente y por accidentes en el laboratorio
(OPS, 2018).

La trasmision vectorial ocurre cuando las deyecciones de triatominos infectados
con Trypanosoma cruzi son depositadas en la piel de los mamiferos, al momento
de alimentarse como se observa en la Figura 4 (Cabello et al., 2008). El parasito
logra ingresar al torrente sanguineo cuando el mamifero frota su piel debido al
prurito producido. Los insectos triatominos pueden infectar roedores, marsupiales y
otros animales mamiferos salvajes. Estos insectos también pueden infectar a los
animales domésticos, como perros y gatos, y llevar el parésito dentro de las
viviendas humanas (OPS, 2020).
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Figura 4. Mecanismo de infeccion de T. cruzi a través de los triatominos (Vector).
Los triatominos que estan infectados con el parasito lo liberan en las
deyecciones después de picar e ingerir sangre. T. cruzi ingresa por la zona de
la lesion, hacia las células aledafias (incluidos los macréfagos). El parasito evade
la destruccion en el interior de los macréfagos y cumple su ciclo de replicacion,

rompiendo la célula del hospedero e infectando a otras. Tomado de:

Revista Digital de Divulgacion Cientifica, 2020 Disponible en:
https://www.cibnor.gob.mx/revista-rns/pdfs/volénum2/2_VACUNA.pdf.
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La transmision por via congénita se convirti6 en un problema de gran importancia
las ultimas décadas, tanto en América Latina como en paises no endémicos, donde
mujeres infectadas con T. cruzi transmiten el parasito durante el embarazo, ya sea

que estén cursando la etapa aguda o crénica de la enfermedad (Brutus et al., 2010).

La transmision oral ha llamado la atencidén en paises latinoamericanos, ésta suele
ser responsable de brotes de infeccion aguda en areas desprovistas de insectos
vectores, asociados a la ingesta de alimentos o liquidos contaminados con el
parasito (Shikanai-Yasuda, 2012).

La transmision por transfusion sanguinea es considerada la segunda via mas
importante para la transmision de T. cruzi, después de la vectorial (Monteon et al.,
2005). Actualmente, una estrategia para la prevencion de la infeccién por esta via,

es la realizacion de pruebas serolégicas en donadores de bancos de sangre.

2.1.2 Cuadro clinico

La Tripanosomiasis Americana ocurre en dos fases: aguda y cronica, siendo esta
dltima dividida en fase crénica asintomatica o indeterminada y fase cronica
sintoméatica (Salazar-Schettino et al., 2016). Ambas fases pueden presentarse de

manera asintomatica o ser mortales (Mordini et al., 2016).

La fase aguda ocurre generalmente en personas jévenes, se caracteriza por una
parasitemia alta y la mayoria de los casos son asintomaticos. Se presenta en esta
fase, una tasa de mortalidad del 5 al 10%, debido a encefalomielitis o insuficiencia
cardiaca grave (Bestetti et al., 1987). Los pacientes sintoméaticos en la fase aguda
presentan: fiebre, la cual puede tener un periodo de dos a cuatro semanas,

anorexia, mialgias y cefalea.

Cuando el parasito ingresa transcutdneamente, puede desarrollarse una reaccién
inflamatoria conocido como chagoma de inoculacién (Tanowitz et al., 1992), las
cuales, son lesiones cutaneas, ocurridas con mayor frecuencia en el rostro y

extremidades del cuerpo, ya que son zonas de mayor exposicién a los triatominos.
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Cuando el chagoma de inoculacién ocurre en la region ocular, es llamado signo de
Romafa (Figura 5), presentando edema bipalpebral, el cual tiene la caracteristica
de ser unilateral, de coloracién rojo-violacea e indoloro. Los chagomas de
inoculacion tienen una duracion variable que puede llegar hasta 15 dias (Werner
Apt Baruch et al., 2011).

Figura 5. Signo de Romaiia.
(Tomada de: https://fmed.uba.ar/sites/default/files/2018-02/2t26.pdf)

Durante la fase cronica, aproximadamente el 70% de los casos no desarrollan dafio
en organos blanco y persisten asintomaticos el resto de la vida (Mario et al., 2014).
La fase crénica indeterminada o asintoméatica, se caracteriza por presentar una
parasitemia baja, es clinicamente silenciosa y presenta una duracion entre 5, 10 y
hasta 20 afos (Salazar-Schettino et al., 2016).

Durante la fase crénica sintomatica, aproximadamente 30% de los pacientes sufren
trastornos cardiacos, hasta un 10% presentan alteraciones digestivas y menos del

5% de manera neurolbgica (Gascon et al., 2008).

Dentro de los padecimientos asociados a la fase sintomética, se encuentran
complicaciones cardiacas como: cardiomegalia (agrandamiento de corazén),
insuficiencia cardiaca, alteracion de la frecuencia cardiaca y paro cardiaco (muerte
subita), siendo estas las principales causas de muerte en los pacientes, debido a la
destruccion del musculo cardiaco y sus inervaciones (Schmuiis et al., 1977). Otras
complicaciones en esta fase son las intestinales, como lo son megaesoéfago

(agrandamiento de eséfago) y megacolon (agrandamiento de colon), las cuales
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causan dificultad para comer o defecar (Figura 6) (Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades, 2019).

Figura 6. Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas. A) Paciente
con miocardiopatia chagasica (radiografia de térax) localizada en la region
posteroinferior y apical del ventriculo izquierdo. B) Paciente con megacolon

chagasico (enema opaco). Tomada de: (Molina et al., 2016).

Existe un padecimiento que es considerado la principal causa de muerte en los
pacientes que se encuentran en la fase cronica, llamada cardiopatia chagéasica
cronica (CCC), algunos la desarrollan de manera acelerada, lo cual trae como
consecuencia una muerte a corto plazo (Cassab et al., 1999; Werner Apt Baruch et
al., 2011).

2.1.3 Diagnostico

La aplicacion de procedimientos diagndésticos dependera de los objetivos clinicos,
epidemioldgicos, recursos financieros, infraestructura de areas fisicas y de equipos,
materiales y reactivos de laboratorio, asi como del perfil profesional del personal de
los servicios de salud responsable de estas acciones.

Los métodos de diagndstico para T. cruzi pueden incluirse en tres grupos

principales: parasitolégicos, serolégicos y moleculares.
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El diagnéstico para la deteccion de la Tripanosomiasis americana depende de la
fase de la enfermedad en la cual se encuentre el paciente, el cual se basa en los
signos y sintomas clinicos, los datos epidemiolégicos los resultados de laboratorio

de pruebas parasitologicas, inmunoldgicas y moleculares.

La visualizacion del agente infeccioso es la prueba confirmatoria irrefutable en
cualquier enfermedad infecciosa, en el caso de la enfermedad de Chagas, esto
suele ocurrir en la fase aguda de la enfermedad y en la reactivacion. El diagndstico

de laboratorio se basa en la visualizacion de T. cruzi ya sea en un analisis de sangre.

En la fase cronica de la enfermedad la parasitemia disminuye drasticamente, el
diagndstico se basa en la deteccién de anticuerpos IgG especificos, se considera a
un individuo infectado, si el suero del paciente muestra resultados positivos al

menos en dos técnicas serologicas diferentes.

Para el diagnostico de la enfermedad en la fase cronica, donde la parasitemia es
muy baja o indetectable, se emplean los métodos inmunoldgicos que consisten
principalmente en la deteccidbn de anticuerpos anti-T. cruzi. Las técnicas mas
utilizadas en la actualidad son el Ensayo inmunoenzimético (ELISA) (Voller et al.
1975), la Hemaglutinacion indirecta (HAI) (Camargo et al. 1971),

Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Camargo 1996) y el Western blot.

Como otra herramienta en el diagnéstico de la infeccion con T. cruzi se ha propuesto
el uso de la técnica de PCR. Para ello se toma sangre de pacientes, de la cual se
extrae ADN total y se realiza PCR con iniciadores especificos para amplificar una
regién del ADN de T. cruzi. Este método sirve como indicador de la presencia de
pardsito en la sangre y puede usarse también en tejidos infectados. Los genes mas
utilizados para este andlisis son la regién variable del ADN del minicirculo del
kinetoplasto, secuencias repetidas en el ADN satélite o genes del ARN ribosomal.
Esta técnica ha resultado de gran utilidad en la fase aguda de la enfermedad o
durante la reactivacion de la fase cronica, debido a que presenta una sensibilidad

mayor que las técnicas parasitoldgicas clasicas (Molina et al., 2016).
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Actualmente la técnica de PCR se utiliza en actividades de investigacion y sélo en

algunos hospitales por las limitaciones de infraestructura (de Oliveira et al., 2019).

2.1.4 Tratamiento

Para el tratamiento de la enfermedad de Chagas se dispone principalmente de dos
medicamentos: benznidazol y nifurtimox, descubiertos en 1965 y 1971
respectivamente. Estos medicamentos presentan una efectividad del 50% al 70%
durante la etapa aguda de la enfermedad, llegando a un 95% en casos de

transmision congénita con deteccion temprana.

En los casos de etapa cronica se presenta una efectividad de solo 8 al 30 %. Los
pacientes con tratamiento en esta etapa experimentan efectos adversos, entre los
que se encuentran las manifestaciones digestivas, que comprenden principalmente

pérdida de peso, nauseas, vomito y malestar gastrico (Gonzalez Garcia et al., 2017).

2.1.5 Tripanosomiasis en el estado de Oaxaca

Oaxaca es considerado un estado de gran importancia epidemiologica para la
Tripanosomiasis americana por el reporte de casos y la variedad de transmisores
(Figura 8), ya que se tienen reportadas al menos once especies diferentes de
transmisores (LOpez-Ordofiez et al., 2009).

La enfermedad de Chagas fue notificada por primera vez en México a mediados de
1940 en la localidad de Teojomulco, Oaxaca. En este estado se reporta por primera
vez al vector infectado, los reservorios, casos humanos agudos y los primeros casos
cronicos de miocardiopatia, megaesofago y megacolén (Martinez-Ibarra et al.,
2017b). En 1944, Mazzottii describié un perro infectado con T. cruzi en este estado
(Cortés et al., 1985). Entre 1939 a 1942 existia el registro de cuatro especies
principales de transmisores: Triatoma barberi, Triatoma phyllosoma, Triatoma
mazzottii y Rhodnius prolixus, en 1949 Mazzotti y Dias reportaron la infeccion de

Triatoma dimidiata (Lopez-Ordofiez et al., 2009).
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Figura 7. Tipos de viviendas del Istmo de Tehuantepec donde fueron localizados

triatominos M. phyllosomus. (Villalobos et al., 2011).

Una regién importante en este estado es el Istmo de Tehuantepec, en el cual se han
presentado casos de miocardiopatia, megaeso6fago y megacolon asociados con T.
cruzi (Salazar-Schettino et al., 2010). En esta regién existe la presencia de cuatro
especies de triatominos: T. dimidiata, M. mazzottii, M. picturata y M. phyllosomus,
de las cuales, M. phyllosomus s6lo se ha reportado en este estado, siendo uno de
los vectores mas importantes en la transmision de la enfermedad de Chagas en la
parte sur del estado, debido a la cercania con la poblacion humana (Figura 7)
(Zarate et al., 1985).
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Figura 8. Distribucién de los principales vectores en el estado de Oaxaca.
Cortesia: Laboratorio de Biologia de Parasitos, Departamento de Microbiologia
y Parasitologia, FacMed, UNAM.

En la década de 1960-1970 se detectaron serolégicamente infecciones por T. cruzi
en habitantes de Oaxaca. En 1965 se identificaron dos casos por Biagi y Arce; en
1971 se notificaron 47 casos por Goldsmith y colaboradores y en 1978 se estudio
un solo caso por Marcuschamer y Reyes (Secretaria de Salud, 2019) (Goldsmith et
al., 1978).

En 1961, se comunicaron seis casos con antecedentes de la enfermedad y
miocarditis comprobada por necropsia, pero sin confirmacion parasitologica y

serolégica (Secretaria de Salud, 2019).

En 1987, se estudié en Miahuatlan Oaxaca, 85 pacientes con una historia clinica
sugestiva de la enfermedad,14 presuntos casos agudos y 71 casos cronicos, de
estos fueron confirmados 4 casos agudos y 8 casos cronicos, uno de ellos, el primer
caso notificado en México de enfermedad de Chagas con mega-sigmoide. También

fueron estudiados 14 sueros de donantes cuya positividad fue del 78%, y en 52
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escolares de 6 a 14 afos, el 88% fue positivo. La captura entomoldgica fue de 50
triatominos de la especie Triatoma barberi y 7 de T. gerstaeckeri (Secretaria de
Salud, 2019).

En 1979, Goldsmith et al., llevaron a cabo un estudio en 60 comunidades de Oaxaca
(Municipios de Jamiltepec, Juquila, Pochutla, Putla y Sola de Vega), examinandose
4023 habitantes de esta zona, la tasa media de prevalencia de la infeccion fue del
16.3%, y en pacientes de 20 afios o mas fue de 35.4% (Goldsmith et al., 1978).

En 1984, Salazar-Schettino, investigaron el caso de una paciente del sexo femenino
de 26 afos, residente de San Pedro Ixtlahuaca, Oaxaca, quién reconocia al vector
T. barberi, presentaba cuadros febriles repetitivos, ademas de acalasia en el
esofago, lo cual trae dilatacion de ése 6rgano, conocido como “mega-esofago” y con

resultado seroldgico positivo a T. cruzi (Rojo-Medina et al., 2018).

En mayo de 1982, en el Hospital Universitario de Puebla, ingres6 un paciente
masculino de 59 afos, que era originario de Putla.Oaxaca, presentaba cuadro
clinico de miocardiopatia Chagéasica y de paludismo que fueron confirmados por
serologia y aislamiento de T. cruzi mediante xenodiagndstico, hemocultivo y frotis
sanguineo, ademas necesito de un marcapaso de forma definitiva, con ello se inici6

un estudio en esta comunidad (Cortés et al., 1985).

En la localidad de Santiago Yosotiche, municipio de Putla Oaxaca, se estudiaron
308 individuos, encontrando 79 pacientes seropositivos (25%), con una relacion de
1:1 de la infeccion por T. cruzi en ambos sexos, lo cual sugirié que la infeccién
ocurria dentro de la vivienda, muchos referian la presencia de tiatominos en todos
sus estados y haber sido picados en varias ocasiones. Principalmente el porcentaje
de pacientes seropositivos, correspondia a personas mayores de 20 afios y el 27%
de estos presentaba alteraciones electrocardiograficas como el bloqueo derecho de
la rama del haz de His (Cortés et al., 1985).

En este estado la presencia del vector T. mazzotti fué reportada por Tay en 1969
bajo condiciones domésticas o intradomiciliadas Unicamente, en 1989 Rojas et al.,

describid en la la localidad de “La Humedad” (Oaxaca) un foco silvestre para la
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enfermedad de Chagas, es decir, la presencia de ninfas y adultos de Triatoma
mazzotti infectados con T. cruzi, asociados a cuevas donde habitaban murciélagos

y mamiferos (Murcia et al., 2013) (Tay et al., 1981).

Anterior al estudio de Tay et al., 1986, se habian reportado 11 casos clinicos de la
enfermedad de Chagas en Oaxaca, los cuales incluian dos de los tres casos clinicos
reportados en México, el primero detectado en 1965 por Biagi y Arce en Tututepec
y el otro por Salazar-Schettino y colaboradores en San Juan Colorado (Maria et al.,
1940).

El primer caso de Mega-colon en México se describié en Oaxaca por un cuadro de
constipacion de tres semanas, con la formacion de un fecaloma, donde el Unico

tratamiento fue la cirpugia (Secretaria de Salud, 2019) (Rojo-Medina et al., 2018).

En Tehuantepec, Oaxaca se reportaron casos de Miocardiopatia Chagasica, 13
pacientes del Hospital General de Salina Cruz presentaron un diagndstico previo de
miocardiopatia dilatada de origen desconocido, presentaron anticuerpos séricos
contra T. cruzi en pruebas seroinmunoldgicas y se confirmé la presencia de
anticuerpos IgG, fueron un total de 7 hombres y 6 mujeres entre 45 y 69 afos de
edad, todos nacieron y crecieron en localidades rurales en los municipios de
Pochutla, Yautepec, Tehuantepec y Juchitan; su vivienda era pobre con paredes de
barro o adobe, techo de palma y pisos de tierra, sin servicios de agua, ni drenaje,
hubo hacinamiento y 11 de los 13 enfermos conocian al triatomino. El ECG mostro
trastornos del ritmo con fibrilacion auricular, arritmias, trastornos en la conduccion y
bloqueo de la rama derecha del Haz de His (BRDHH) (Moreno Lépez et al., 2001).

En 2011, Vllalobos y colaboradores realizaron un trabajo en el estado de Oaxaca,
especificamente en el istmo de Tehuantepec, con el fin de conocer la biologia de M.
phyllosoma, en el cual observaron que el hébitat de este vector es dentro de
viviendas humanas y también se ubica en el area peridoméstica (Villalobos et al.,
2011).
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2.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado (Figura 9), responsable de la
Tripanosomiasis americana, descubierto en 1909, también por Carlos Chagas. La
caracterizacion genética consensuada de T. cruzi divide a esta especie en siete
grupos genéticos, denominados Unidades Discretas de Tipificacion (DTU), que van
de Tcl a TcVIy Tcbat, los cuales tienen distribucion geografica y ecologia dispersa

en América Latina (Telleria et al., 2017).

Figura 9. Tripomastigote sanguineo. Tomado de:

http://www.contagium.org/tag/enfermedad-de-chagas/

Diversos autores proponen que la diversidad genética de T. cruzi se encuentra
asociada con diferentes ciclos de transmision y huéspedes, asi como con la

sintomatologia en pacientes (Villanueva-Lizama et al., 2019).

Distintos estudios indican que los linajes Tclll y TclV son encontrados
principalmente en animales silvestres, mientras que los linajes restantes parecerian
estar relacionados con los ciclos de infeccion peridomésticos y domésticos,
encontrandose en pacientes infectados. Sin embargo, el linaje TclV y Tcl han sido
identificados en brotes infecciosos humanos en zonas selvaticas, posiblemente

relacionados con la via de transmision oral del parasito.

El grupo Tcl es el genotipo mas abundante y ampliamente distribuido en América,

es considerado la causa principal de los casos agudos en humanos y asociado con
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el desarrollo de cardiopatias en casos cronicos de la enfermedad. (Zingales et al.,
2012).

En cuanto a la fase clinica, se ha podido determinar, en algunos casos, la relaciéon
entre el genotipo y el tipo de manifestacion en la etapa cronica de la enfermedad
(Tabla 1).

Las presentaciones clinicas de Tcl incluyen cardiomiopatia chagésica y en
individuos inmunocomprometidos se ha podido determinar severos casos de
meningoencefalitis. En regiones donde se ha detectado la presencia de Tcll, TcV y
TcVI (region del cono Sur), se presentan casos de cardiomiopatia chagasica severa
y algunos casos muy desarrollados de megaesofago y mega-colon. Sin embargo,
Tclll pareciera no estar implicado en infecciones crénicas y algunos reportes
sugieren que TclV podria estar relacionado con las manifestaciones clinicas que

presenta Tcl, pero esto aun no ha podido ser comprobado (Zingales et al., 2012).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y localizacion geogréfica de las Unidades de

Tipificacion Discretas de T. cruzi.

DTU Caracteristicas clinicas Localizacion
Tcl Miocardiopatia chagasica Amazonia, América
y meningoencefalitis del Norte, Centro y Sur.
Tcll Cardiomiopatia y Brasil y Cono Sur
megasindromes digestivos
Tclll Rara en humanos De Venezuela hasta
Argentina
TclV Casos de brotes orales América del Norte y
en la Amazonia brasilefia del Sur
TcV Cardiomiopatia y Cono Sur, Gran
megasindromes digestivos Chaco
TceVI Cardiomiopatia y los Ecuador, Colombia,
megasindromes digestivos Cono Sury el Gran
Chaco
Tc bat Presente en murciélagos Panama, Colombia
y Brasil
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2.2.1 Taxonomia

Trypanosoma cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidae, la cual esta incluida
en el orden Kinetoplastida que representa uno de los linajes mas antiguos de los

organismos eucariotas que contienen mitocondrias.

2.2.2 Clasificacion taxonémica de Trypanosoma cruzi

Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Subgénero: Schizotrypanum

Especie:  Trypanosoma cruzi

2.2.3 Morfologia

Trypanosoma cruzi es un organismo que Se caracteriza por poseer una sola
mitocondria, en donde se sitia una estructura especializada que contiene ADN,
llamado cinetoplasto o k-ADN. El ADN presente en esta estructura se encuentra
organizado en forma de mini circulos y representa el 20 % del total de ADN del

parasito (De Souza et al., 2010).
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La reproduccion en T. cruzi es principalmente asexual por fisiébn binaria, aunque
existe evidencia de hibridizacion, intercambio genético entre aislados y
reproduccion sexual. Existen dos teorias sobre la diversidad genética del parasito:
(1) la teoria clonal, donde se propone que todos los descendientes poseen un
genotipo igual al fundador y no existe la recombinacion, y (2) T. cruzi puede
reproducirse sexualmente, por un mecanismo similar a la meiosis (Herreros-Cabello
et al., 2020; Zingales et al., 2012).

El cariotipo del parasito muestra una variabilidad en el tamafio y numero de
cromosomas entre los aislados, incluso entre clonas, usualmente el parasito es
descrito como diploide y el tamafio de los cromosomas varia de 0.45 a 4 Mb vy el
namero de 19 a 40. El tamafio del genoma se estima entre 80 y 150 Mb (Herreros-
Cabello et al., 2020).

A) : B)

10 micrometers S micrometers |

Figura 10. Formas de Trypanosoma cruzi. A) Epimastigote en cultivo (tincion de
Giemsa). B) Tripomastigote sanguineo de un paciente en fase aguda. C) Nido
de amastigotes en tejido cardiaco de un paciente en fase cronica (tincion

hematoxilina y eosina). Tomado de: (Bern et al., 2019).
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T. cruzi presenta tres etapas de desarrollo como se observa en la Figura 10, cada
etapa se presenta, de acuerdo a las condiciones de alojamiento, la posicién del
cinetoplasto en relacion con el ndcleo celular y la aparicion del flagelo, son
diferentes en cada fase (Tabla 2). Las formas que se presentan en el insecto vector
son epimastigote y tripomastigote metaciclico, mientras que en los mamiferos se
encuentran las formas de tripomastigote sanguineo y amastigote (De Fuentes-
Vicente et al., 2019).

T. cruzi presenta tres estadios morfolégicos: tripomastigote metaciclico o

sanguineo, epimastigote y amastigote.

Tabla 2. Actividad biol6gica y formas de desarrollo de T. cruzi.

. Actividad Localizacion o
Forma Morfologia o .
Biologica Alojamiento
Flagelo libre que se origina Forma no
Tripomastigote después del nucleo. replicativa e deI'hospedero
. X : mamifero.
sanguineo Membrana ondulante extensa 20- infectiva .
25um Cultivos celulares

Forma redondeada, carece de
flagelo y por lo tanto de

. 2. . Forma replicativa Células del hospedero
movimiento; tiene un gran nacleo

Amastigote Infectiva para mamifero o en cultivo
cerca del cual se encuentra el .
- . mamiferos celular
cinetoplasto. Mide
aproximadamente 2-5 um
Forma alargada, flagelado, con el Forma no Deyecciones y orina del
Tripomastigote cinetoplasto grande alejado de la replicativa insecto vector o en
metaciclico parte anterior del nacleo. infectiva cultivo
_ Intestino, deyecciones y
_ _ Fusiforme, con un flagelo que Forma no orina del insecto vector
Epimastigote forma una membrana ondulante,  replicativa infectiva 0 en medios de cultivo
miden entre 20 y 40 um de largo. liquidos
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2.2.4 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi ocurre en dos tipos de huéspedes, los
vertebrados y los invertebrados. Entre los primeros se encuentran algunas especies
de mamiferos (incluidos los humanos) los cuales acttan como reservorios. Los
huéspedes invertebrados son diversas especies de insectos hematéfagos de la
subfamilia Triatominae (Hemiptera; Reduviidae) (De Fuentes-Vicente et al., 2019;
Telleria et al., 2017).

El ciclo de vida de T. cruzi en el insecto vector inicia cuando este se alimenta de un
mamifero infectado e ingiere tripomastigotes sanguineos, los cuales pasan al
estdbmago (intestino medio anterior) del vector, una vez establecidos en su nuevo
ambiente, los tripomastigotes sanguineos comienzan a diferenciarse en
epimastigotes y esferomastigotes. Los epimastigotes llegan al intestino donde se
lleva a cabo su multiplicacion fision binaria, adhiriéndose por la region del flagelo a
la membrana perimicrovellosa (intestino medio posterior), secretada por las células
intestinales. Los epimastigotes se separan de la membrana y se dirigen al recto,
una vez situados en la regién posterior del intestino, los epimastigotes se diferencian
en tripomastigotes metaciclicos, los cuales se adhieren al epitelio del recto y al saco
rectal del insecto. Cuando el insecto se alimenta, los tripomastigotes metaciclicos

se liberan del recto por la orina o las deyecciones.

El ciclo de vida de T. cruzi continua en el hospedero vertebrado cuando un
triatomino infectado después de alimentarse, deposita deyecciones que contienen
formas infectivas de T. cruzi llamadas tripomastigotes metaciclicos. Estas formas
presentan gran movilidad, la cual ayuda a la penetraciéon de la piel, ya sea por medio
de lesiones o a través de las mucosas hasta llegar al torrente sanguineo. T. cruzi

tiene la capacidad de infectar por medio de fagocitosis diferentes tipos de células,
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como macroéfagos, células musculares, epiteliales o neuronas. Una vez realizando
fagocitosis en cualquiera de estas células, el tripomastigote se transforma en
amastigote, el cual lisa la membrana de la vacuola que lo contiene, provocando que
en el citoplasma de la célula ocurre la replicacion por fision binaria, haciendo que

se sature el citoplasma de la célula infectada (Liu et al., 2015).

Los amastigotes inician su diferenciacion a tripomastigotes sanguineos, los cuales
muestran un movimiento constante e intenso, cuando la membrana celular se
rompe, los tripomastigotes son liberados al espacio extracelular y se dirigen a
infectar nuevas células (Figura 11) (De Fuentes-Vicente et al., 2019; De Souza et
al., 2010).

Reservorios

B
P

o /]

&Fase infectiva
,O Fase diagnostica

Figura 11. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. a) El triatomino se alimenta del
huésped y deyecta, las deyecciones contienen tripomastiogtes metaciclicos que
penetran la piel e infectan células, b) Dentro de las células, los tripomastigotes
metaciclcos se transforman en amastigotes, ¢) Los amastigotes se multiplican por
fision binaria en los tejidos y se transforman en tripomastigotes sanguineos, d) Los
tripomastigotes sanguineos lisan las células que los contienen y entran en el

torrente sanguineo, e) Los tripomastigotes sanguineos pueden infectar otras células
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y transformarse en amastigotes, f) El triatomino se alimenta con la sangre del
huésped infectado e ingiere tripomastigotes sanguineos, g) Los tripomastigotes
sanguineos se transforman en epimastigotes en el intestino medio del vector, h) Los
epimastigotes se multiplican en el intestino medio y migran hacia el recto del vector,
i) En el recto, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes metaciclicos y se

liberan en las deyecciones del triatomino (Pefia-Callejas et al., 2022).

2.3 Vector

Los vectores de Trypanosoma cruzi son insectos hematéfagos de la subfamilia
Triatominae conocidos comunmente como chinche besucona o en argentina
“vinchucas”. Los triatominos domiciliados son capaces de colonizar viviendas mal

construidas en las zonas rurales, suburbanas y urbanas.

2.3.1 Taxonomia

La clasificacién taxondmica del vector M. phyllosomus es la siguiente:

Reino: Animalia
Phylum: Artropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Reduviidae

Subfamilia; Triatominae
Género: Meccus

Especie: Meccus phyllosomus
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2.3.2 Distribucién geogréfica

La modificacion de los ecotopos naturales han sido clave para la invasion y
adaptacion de los vectores en las viviendas humanas, y con ellos, el establecimiento

de la transmision de la enfermedad en entornos urbanos.

Diferentes especies de triatominos se distribuyen desde el sur de los Estados
Unidos hasta el sur de Argentina. La distribucion de los triatominos en el continente
americano se debe a su tolerancia a una diversa gama de ambientes, siendo
factores bibticos y abibticos los que modulan la distribucion de éstos. Entre los
factores bidticos se encuentran la diversidad de alimentos y la presencia o ausencia
de la infeccién por T. cruzi. En el caso de los factores abioticos, la temperatura.

Mientras que la mayoria de los triatominos prefieren habitar ambientes silvestres,
existen ciertas especies que han podido colonizar y adaptarse a las viviendas
humanas, causando que el ciclo de transmision ocurra entre humanos. (De Fuentes-
Vicente et al., 2020)

Existen 149 especies de triatominos en el mundo. Estas especies se encuentran
clasificadas en 5 tribus (Triatomini, Rhodniini, Alberproseniini, Bolboderini y

Cavernicolini) y 17 géneros (Mopgabure-Cueto et al., 2015).

Las especies pertenecientes a los géneros Triatoma, Rhodnius, Panstrongylus y
Meccus, se consideran los principales vectores de T. cruzi en animales domeésticos
y humanos. Se distribuyen ampliamente en el continente americano, desde México

hasta Argentina y Chile (Martinez-lbarra et al., 2017b).

En México se han reportado 34 especies de triatominos, en su mayoria endémicas
en el pais (Morales-Moran et al., 2021) 19 pertenecen al género Triatoma, que es
de suma importancia por su habitos domiciliarios y estrecho contacto con la vivienda
humana, ademas de que en este género se incluyen la mayoria de las especies que
se han encontrado infectadas naturalmente por T. cruzi (Zarate et al., 1985)
(Salazar-Schettino et al., 2010).
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2.3.3 Biologia del vector

La mayoria de las especies de triatominos viven en ecotopos silvestres y estan
asociados con nidos y refugios pequefios de mamiferos y aves, donde
aproximadamente 100 especies de mamiferos y algunas especies de reptiles

participan en el ciclo de transmision de este parasito.

En ambientes silvestres, el parasito circula entre hospederos vertebrados e insectos
vectores, lo que resulta un ciclo de transmision silvestre. Cuando los triatominos
entraron en contacto con las viviendas humanas, los humanos se convirtieron en
una de sus fuentes potenciales de alimento y, como consecuencia, los humanos
comenzaron a participar también en el ciclo de vida de T. cruzi, conocido como ciclo

doméstico.

Los triatominos son insectos cuyo desarrollo comprende el huevo, cinco estadios
ninfales y el imago o adulto (Figura 12) (de Oliveira et al., 2019).

3cm
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Huevos Ninfas

Figura 12. Ciclo de vida de los triatominos. Tomada de:

WWW. researchgate.net

Son hematoéfagos y la mayoria se alimenta de sangre de mamiferos o aves, aunque
existen algunos reportes sobre algunas especies que pueden alimentarse de sangre
de reptiles o anfibios (De Oliveira et al., 2018; Murillo-Solano et al., 2021). También
se ha reportado que algunas especies de triatominos pueden alimentarse de otras

fuentes de alimentacion, por ejemplo: la savia de las plantas, azucar de forma
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experimental, sangre consumida por otros insectos (cleptohematofagia), ingestion
de deyecciones de otros triatominos (coprofagia) o la succion de hemolinfa de otros
triatominos (hemolinfagia) (Genta et al., 2016) (De Fuentes-Vicente et al., 2020). Se
alimentan de sangre durante los cinco estadios de ninfa y como adultos, variando la
cantidad de sangre que ingieren segun la especie y la etapa de vida en la que se

encuentran (Gascon et al., 2008) (De Fuentes-Vicente et al., 2020).

Estos insectos por lo general son de habitos nocturnos y durante el dia permanecen
en acinesia (sin movimiento) en sus refugios (grietas, entre hojas, debajo de la
corteza de los arboles o basura), aunque a veces pueden salir a alimentarse durante
el dia en condiciones adversas cuando llegan a alimentarse de reptiles (De Fuentes-
Vicente et al., 2020). Cuando pican a los hospederos humanos durante la noche, lo
hacen en partes descubiertas del cuerpo que estan frecuentemente expuestas (por
€S0 se cree que tienen preferencia por picar en la cara) y las picaduras son indoloras
debido a que la saliva de los triatominos tiene una accidn anestésica y
anticoagulante. (Rojo-Medina et al., 2018; Sant’Anna et al., 2017).

En ausencia de luz, los triatominos pueden percibir sefiales quimicas, pero la sefial
fisica mas importante es el calor, ya que su sensibilidad térmica les permite percibir
la temperaturay localizar los vasos sanguineos, permitiendo alimentarse de manera

mas eficiente.

En localidades donde existe la presencia de Triatominos, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), recomienda a los servicios médicos calcular cuatro indices
entomoldgicos: indice de infestacion (casas positivas para tiratominos/namero de
casas examinadas x 100); indice de colonizacion (casas con ninfas de
triatominos/nimero de casas positivas para triatominos X 100); indice de
hacinamiento (triatominos capturados/nimero de casas positivas para triatominos x
100) e indice de infeccidén natural (triatominos positivos para T. cruzi/ nUmeros de

triatominos examinados x 100) (Consultation & Office, 2009; Villalobos et al., 2011).

2.3.4 Meccus phyllosomus
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El género Meccus revalidado del complejo Triatoma phyllosoma (Carcavallo et al.,
2000; Martinez-Ibarra et al., 2008) incluye seis especies: M. pallidipennis, M.
longipennis, M. picturatus, M. mazzotti, M. bassolsae y M. phyllosomus), los cuales
se encuentran distribuidos en Meéxico, siendo responsables del 74% de la
transmision de T. cruzi a reservorios en la zona (Diaz et al., 2017b). Esta especie
se ha encontrado en viviendas del sur de México, alojados en piedras, lefia, vallas

de madera, cemento y ladrillo (Martinez-lbarra et al., 2017b).

Figura 13. Ejemplares hembra y macho de Meccus phyllosomus. Cortesia:
Dra. Any Laura Flores Villegas, Laboratorio de Biologia de Parasitos,

Departamento de Microbiologia de Parésitos, FacMed, UNAM.

Meccus phyllosomus es un grupo que se encuentra distribuido en el sur de México,
donde es considerado de importancia epidemioldgica por la estrecha cercania con
la poblacién de la region (Diaz et al., 2017), especificamente a lo largo de la costa

del pacifico del estado de Oaxaca (Salazar-Schettino et al., 2010).

Meccus phyllosomus (Martinez-lbarra et al., 2017) sélo se ha reportado en México
en el estado de Oaxaca, se ha encontrado en una altura entre 10 y 1200 msnm
(Salazar-Schettino et al., 2010). La hembra mide entre 29-39.5 mm y el macho 26.5
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a 38.00 mm (Figura 13) (Salazar-Schettino et al., 2016). Vidal et al., 2000 reporto
en Oaxaca la captura de 33 ejemplares, 3 (9.1%) fueron positivos a Trypanosoma

cruzi.

Se ha estimado que este vector posee un alto riesgo de transmision de T. cruzi en
643 localidades de Oaxaca, afectando 74 798 viviendas y con una poblacion en
riesgo de 353,591 habitantes (Ramsey et al., 2000). Su habitat intradomiciliario
incluye viviendas construidas con hojas de palma, cercanas a la cama, en el
peridomicilio se localizan en gallineros y acimulos de piedras. En la comunidad de
Tehuantepec, mas del 80% de las viviendas estan construidas con cemento, por lo
cual se localizan en el peridomicilio, en estos ecotopos se ha reportado que el perro,
la sangre de humano y las gallinas son la principal fuente de alimentacion (Villalobos
et al., 2011).

El ciclo de vida de huevo a adulto de Meccus phyllosomus es de 172.7 + 21.4 dias,
el porcentaje de eclosion de los huevos es del 79% con un periodo de incubacion
de 20 dias (Martinez-lbarra et al., 2006). Tiene la capacidad de formar hibridos entre
especies del mismo género y con aquellas filogenéticamente cercanas como
Triatoma recurva, lo cual aumenta el riesgo de transmisién de Trypanosoma cruzi.
Dichos hibridos presentan un ciclo de vida més corto, pero un incremento en el
namero de hembras (hembras y machos proporcion 2:1), su fecundidad es
ligeramente mayor y el porcentaje de eclosion de huevos es significativo, dichos
parametros biolégicos indican un fendmeno de “heterosis” o vigor hibrido, lo cual
ocasiona mayor riesgo de transmision de T. cruzi (Diaz et al., 2017a). Estos hibridos

se asocian con resistencia a los insecticidas y altos indices entomoldgicos.

Meccus phyllosomus es una especie que se encuentra en simpatria (viven en la
misma area geografica) con otras especies como Meccus mazzottii y Meccus
pallidipennis, en las tres especies se han encontrado altos indices de infeccion con
T. cruzi. Ramsey et al., 2000 sefialaron que M. phyllosomus también puede

compartir nicho ecologico con Triatoma bolivari (Ramsey et al., 2000).
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La precipitacion anual parece una limitante para la distribucion de esta especie, ya
que no se ha colectado en areas de Oaxaca donde la precipitacion anual excede

1.5 m, condiciones que prevalecen en la region norte del estado.

La infeccion por T. cruzi decrece con la altitud en este vector, los ejemplares de T.
phyllosoma colectados arriba de 800 m. s. n. m. no presentan infeccion (Ramsey et
al., 2000). En un estudio realizado en Oaxaca, se demostro que en localidades entre
los 0-399 metros el indice de colonizacion es de 0.4, el de infestacion de 8.2% y la
infeccion del 47.6%, en 400-700 el indice de colonizacion es de 0.2, el de infestacion
7.3% Yy la infeccion es de 66.7%, entre 800-1200 el indice de colonizacién es de 0.5,

el de infestacion 5.1% y la infeccion es de 0% (Ramsey et al., 2000).

En un estudio realizado en el Istmo de Tehuantepec, se estudiaron dos
comunidades: San Mateo del Mar (10 m. s. n. m.) y Tehuantepec (99 m. s. n. m.),
para la busqueda de Triatoma phyllosoma, en la primera el indice de infestacion fué
de 11.7 %y un indice de colonizacion del 88.8% a diferencia de la segunda localidad
donde del indice de infestacion fue de 9.8% y un indice de colonizacién del 100 %.
Se examinaron las deyecciones de 137 triatominos, principalmente de quinto
estadio y adultos, encontrando un 2.1% de prevalencia de T. cruzi en San Mateo
del Mar y 39.4 % en la ciudad de Tehuantepec (Villalobos et al., 2011). El parasito
T. cruzi comprende un conjunto de poblaciones de cepas que circulan entre

vectores, hombre y reservorios, tanto domésticos como selvaticos.
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2.4 Caracterizacion del aislado

El comportamiento del parasito puede estar influenciado por el mismo hospedero o
las condiciones del medio ambiente, lo que ha incrementado la tendencia a realizar
una caracterizacion de las diferentes cepas de T. cruzi (De Fuentes-Vicente et al.,
2019).

2.4.1 Caracterizacion biolégica

La caracterizacion biologica de las diferentes cepas de T. cruzi se determina
mediante diversos parametros, tales como: periodo prepatente, nivel de
parasitemia, tropismo celular y sobrevivencia, los cuales son parametros utiles para

determinar la virulencia (De Fuentes-Vicente et al., 2019).

2.4.2 Periodo prepatente

El periodo prepatente es el tiempo transcurrido desde la infeccion con el parasito
hasta el momento en el que se puede detectar la presencia de tripomastigotes en el
torrente sanguineo del huésped, es un indicador de la tasa de replicacion del
parasito y se puede ver modificado por la via de inoculacion, la fase del parasito, el

linaje de la cepa y la respuesta inmune del huésped.

2.4.3 Parasitemia

La parasitemia es la presencia de parasitos en el torrente circulatorio, permite
estimar la intensidad de la infeccidn, la que, a su vez, se relaciona con la severidad
de las manifestaciones clinicas. Los niveles de parasitemia varian de acuerdo a la

especie del vector de la cual fue aislado el parasito por primera vez.
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2.4.4 Tropismo

T. cruzi puede invadir diversas células de un hospedero y cada cepa muestra
diferente afinidad por algun tejido en especifico. Por ejemplo, existe evidencia que
demuestra que el linaje Tcl presenta un tropismo celular para masculo cardiaco,

mientras que el linaje Tcll invade principalmente el intestino y el eséfago.

2.45 Mortalidad

La mortalidad se refiere a la pérdida de modelos experimentales en los grupos de

comparacion.

2.4.6 Moleculares

Las variaciones geogréficas en la prevalencia y gravedad de las formas clinicas han
sido asociadas con aspectos inmunolégicos y/o genéticos de las diferentes
poblaciones humanas y/o a la complejidad genotipica de la poblacion del parasito.
Hasta el momento, distintas tipificaciones bioquimicas y moleculares realizadas
sobre multiples aislamientos o cepas del parasito han permitido delinear al menos
6 linajes evolutivos dentro de T. cruzi, llamados Tcl a TcVI. Estos linajes muestran
diferencias con respecto a la infectividad en el insecto vector, invasion y
multiplicacion intracelular in vitro, tropismo tisular, virulencia y susceptibilidad a

drogas en modelos animales definidos.

2.4.7 ldentificacion molecular de T. cruzi

Las técnicas de biologia molecular para detectar T. cruzi se caracterizan por su alto
nivel de sensibilidad y especificidad, debido a que son capaces de detectar el ADN
(acido desoxirribonucleico) del parasito a partir de pequefias cantidades. Estas
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técnicas son basadas en la deteccion de fragmentos especificos de ADN del
parasito, como lo es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas

en inglés “Polymerase Chain Reaction” (Ferrer et al., 2015).

Para realizar la técnica de PCR es necesario utilizar iniciadores, cebadores o
también llamados “primers”, los cuales funcionan como delimitadores en la
amplificacion de ADN, dando como resultado la amplificacion de un fragmento
especifico de ADN, el cual se puede visualizar con ayuda de un gel de agarosa, que
es tratado con compuestos fluorescentes que se intercalan en el ADN, para después
realizar una electroforesis y finalmente visualizar una banda con la fluorescencia a
la luz UV.

2.4.9 Mini-ex6n

Existen diferentes marcadores bioquimicos y moleculares que se han utilizado para
encontrar una relacion entre la diversidad genética del parasito y sus caracteristicas
bioldgicas, uno de ellos es el espaciador intergénico de los genes mini-exon, el cual
ayuda a diferenciar dos grupos filogenéticos; T. cruzi Iy T. cruzi Il. Esta
identificacion es muy importante, ya que permite establecer asociaciones entre la
taxonomia, la biologia del parasito, el desarrollo de la enfermedad y diferentes

parametros epidemiolégicos (Botero et al., 2007).

Los primers utilizados para la identificacion de grupos filogenéticos con ayuda de
mini- exén, amplifican un fragmento de 350 pb para el grupo T. cruzil y un
fragmento de 300 pb para el grupo T. cruzi Il.
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2.4.10 Trypomastigote Small Surface Antigen (TSSA)

En el afio 2002, Di Noia y colaboradores describieron una proteina de T. cruzi

expresada en la superficie de los tripomastigotes (Di Noia et al., 2002).

TSSA es una proteina de T. cruzi expresada en la superficie del tripomastigote a la
cual llamaron antigeno pequefio de la superficie del tripomastigote (Trypomastigote
Small Surface Antigen), que genera una fuerte respuesta humoral en humanos y

animales infectados.

En la actualidad se han descrito al menos 6 isoformas mayoritarias de TSSA, las
cuales se encuentran en los diferentes linajes de T. cruzi (Tcl a VI), sugiriendo el
uso potencial de esta molécula en la tipificacion indirecta, usando técnicas

serolégicas.
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3 Justificacion

En el mundo existen alrededor de seis millones de personas infectadas con
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), de las cuales cerca de un millébn pertenecen a
poblacion mexicana. Las condiciones de vivienda en diversas areas del pais
favorecen la presencia del insecto transmisor, por ello aumenta el riesgo de adquirir
la enfermedad via vectorial. Actualmente, cerca de setenta millones de personas en
el mundo estan en riesgo de infectarse con T. cruzi, lo cual representa un problema

de salud publica.

Oaxaca se encuentra entre los principales estados del pais que presentan mas
casos con enfermedad de Chagas. En localidades del Istmo de Tehuantepec se han
reportado casos autéctonos de cardiomiopatia, megaeséfago y megacolon
asociados con T. cruzi. Aunado a la diversa cantidad de especies de triatominos

que presenta.

Meccus phyllosomus (T. phyllosomus), es una de las especies de mayor importancia
epidemiolodgica, se ha reportado Unicamente en el istmo de Tehuantepec, Oaxaca,
ya que presenta algunas exigencias ecoldgicas (altitud de 10 a 1200 msnm y

precipitacion de 1.5 m) que limitan su distribucién y su dispersion.

El riesgo de infectarse por T. cruzi para las poblaciones humanas de esa region es
de importancia, por lo que se requiere aplicar medidas de control para esos

vectores.

Para esta investigacion se eligieron tres localidades del istmo de Tehuantepec:
Tehuantepec, Vixhana vy Guichivere, con el objetivo de determinar el
comportamiento de los aislados de T. cruzi, obtenidos de la especie M. phyllosomus
(infectadas naturalmente) en el modelo murino CD-1, a través del monitoreo de
parasitemia, sobrevivencia y la expresion del gen TSSA en cuatro tejidos (corazén,

eséfago, gastrocnemio y cerebro).
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4 Preguntas de Investigacion

e (Existe diferencia significativa entre la parasitemia, sobrevivencia y el

tropismo de los tres aislados provenientes de Meccus phyllosomus?

e ¢ El aislado con mayor grado de parasitemia es también el que presenta
mayor porcentaje de mortalidad?

e Como sera la expresion del gen TSSA en los 6rganos de estudio?
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5 Hipotesis

Los aislados de Trypanosoma cruzi presentan diferencias en el
comportamiento biolégico en el modelo murino cuando provienen de diversos
vectores, estas diferencias se observan en la parasitemia, sobrevivencia y tropismo
tisular en ratones infectados. Por lo tanto, en los aislados provenientes de Meccus

phyllosomus no habra diferencias en la parasitemia, la sobrevivencia y el tropismo.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo General

Determinar el grado de virulencia de tres aislados de Trypanosoma cruzi
procedentes de Meccus phyllosomus, mediante la cuantificacion de la
parasitemia, sobrevivencia/mortalidad y tropismo tisular durante la infeccion en

ratones CD-1.

6.2 Objetivos particulares

e Determinar la parasitemia de tres aislados en modelo murino (CD-1).

e Determinar la sobrevivencia/mortalidad en ratones infectados con tres
aislados de Meccus phyllosomus.

e Identificar el linaje al que pertenecen los aislados de T. cruzi obtenidos de
M. phyllosomus.

e Identificar el tropismo hacia corazon, es6fago, gastrocnemio y cerebro en
ratones CD-1 infectados, mediante la expresion del gen TSSA en

corazén, eséfago, gastrocnemio y cerebro en ratones CD-1 infectados.
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7 Disefno Experimental

Aislamiento del parasito a partir de
Meccus phyllosomus

CARACTERIZACION
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CARACTERIZACION
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Extraccidon de
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Curvas de
Sobrevivencia
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Parasitemia
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filogenética de T.
cruzi

Cuantificacion de
parasitos en
sangre

Cuantificacién
RNA y DNA TSSA

Registro diario de
mortalidad

Expresion del gen

Amplificacion de la
region intergénica
mini-exon

Transcripcion
inversa

Cuantificacién de
cDNA
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8 Metodologia

Como primera parte se realizo la obtencion de tres aislados de estudio, los cuales
fueron establecidos en modelo murino previamente para la cuantificacion de
parasitemia y sobrevivencia, asi como el tropismo evaluado mediante la expresion

de TSSA en 6rganos

8.1 Origen de aislados

Los aislados utilizados se obtuvieron de las deyecciones de triatominos de la
especie Meccus phyllosomus infectados con T. cruzi provenientes de Oaxaca,
México (Tabla 3). Los insectos fueron colectados en el afio 2017 en las localidades
abajo descritas, para su identificacion se utilizé la clave de Lent y Wygodzynsky,
1979 (Wygodzinsky y Lent, 1979). La nomenclatura empleada es acorde a la WHO
(Favila-Ruiz et al., 2018).

Tabla 3. Nombre y Procedencia de los aislados

NOMENCLATURA ESPECIE DE TRIATOMINO ZONA GEOGRAFICA

M. phyllosomus

Hembra . .
Tehuantitla, Mpio. Tehuantepec, Oax.

50 m.s.n. m.
Latitud 16°19'3"N
Longitud 95°15'8"W

Tehuantitla
(ITRI/MX/17/TEHUANTITLA)

M. phyllosomus : .
Hembra Vixhana, Mpio. Tehuantepec, Oax.

Vixhana 4_3 m. s.n. m.
Latitud 16°19'3"N

(ITRI/MX/17/VIXHANA) Longitud 95°15'8"W
M. phyllosomus
Macho Guichivere, Mpio. Tehuantepec, Oax.
Guichivere 33m.sn.m.

Latitud 16°19'3"N

(ITRI/MX/17/GUICHIVERE) Longitud 95°15'8"W

56



8.2 Modelo animal

Durante el desarrollo de este proyecto se utilizaron ratones (CD-1) hembras de 4-6
semanas de nacidos, de 18 a 22 g (Figura 14). Fueron controlados en un ciclo de
12 horas luz-oscuridad, temperatura y humedad, agua y alimentos ad libitum, segun
las recomendaciones y criterios establecidos por el Comité Interno para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) y la norma oficial NOM-062-ZOO-
1999.

Figura 14. Modelo experimental. Raton hembra CD-1

8.3 Determinacion de curva de parasitemia

Los animales fueron inoculados con un millén de parasitos (1 x 10° parasitos/mL)
cada uno por via intraperitoneal. Se utilizaron 32 ratones por cada aislado de estudio
(n=32) y un grupo control de 16 ratones, estos ultimos inoculados con citrato de
sodio (3.8%) por via intraperitoneal. Los grupos experimentales en cada caso fueron 8
ratones infectados/4 testigos por cada repeticion (4 repeticiones en total). Cada
tercer dia se realiz6 una toma de muestra sanguinea, la cual fue obtenida por medio

de un corte de la parte distal de la cola del ratén. Se realizé el conteo de parasitos
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en camara Neubauer con 10 ul de la sangre obtenida en dilucién 1:10 con citrato de
sodio (3.8 %), obteniendo el nimero de tripomastigotes sanguineos presentes en
cada muestra por microscopia optica (40x) (Figura 15). La parasitemia se cuantifico
hasta la muerte del raton y en los controles por un periodo de 30 dias. La parasitemia
méaxima se define como el promedio del nimero de parasitos en el dia en el que se

presenta la mayor parasitemia.

Neubauer
improved C €
bright-line

0@

0,100
Tiefe -Depth
Profondeur

in Germany

0,0025 mm?

Figura 15. Camara Neubauer utilizada para el conteo de tripomastigotes

sanguineos.

8.4 Determinacion de Sobrevivencia

Para determinar la sobrevivencia se realizé una observacion diaria en los tres
grupos de ratones infectados y el grupo control durante 30 dias, en el cual se registré
el nimero de eventos diarios de muerte y se observaron en los ratones algunos
signos de infeccidn. La sobrevivencia se define como el nimero de ratones que
persisten al final del experimento (30 dias), la supervivencia media es el dia en el

gue se produjo el 50% de la mortalidad en los ratones.
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8.5 Extraccion de Organos

Los drganos fueron obtenidos para la extraccion de RNA total de cada tejido.
Posterior al sacrificio por eutanasia en los dias significativos posteriores a la
infeccion (14, 18, 20y 22). Se obtuvieron corazon, eséfago, gastrocnemio y cerebro
(Figura 16) de dos ratones infectados y uno del grupo control por cada dia
significativo, cada organo fue depositado en criotubos de 1.5 mL y posteriormente
se colocaron en varillas de almacenamiento, se introdujeron en nitrégeno liquido
durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron y con ayuda de pistilos
de plastico previamente esterilizados, se trituraron mecanicamente. Finalmente,

fueron almacenados a -20 °C hasta su uso.

Figura 16. Organos extraidos (Es6fago, corazén, cerebro y gastrocnemio).
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8.6 Identificacion filogenética de T. cruzi

La identificacion filogenética de los tres aislados de estudio se realizé mediante la
identificacion de la region intergénica del gen mini-exén. Se extrajo DNA de los
organos de estudio, posteriormente se realizé una PCR y finalmente se visualizaron

los resultados con ayuda de una electroforesis en gel de agarosa.

8.7 Extraccion de ADN

La extraccion de DNA de los 6rganos de estudio para la identificacion filogenética
de T. cruzi se realizé con ayuda del kit comercial Dual Genomic DNA Isolation Kit
(Tissue Reagent Dual Column Based), siguiendo las instrucciones del fabricante
(Figura 17).

1. Preparacion de la muestra 4. DNA
2. Lisis 5. Lavados
3. Eliminacion de restos proteicos 6. Elusion de DNA
Sample Protein o '
Preparation Lysis Removal DNA Binding Wash DNA Elution

ed '
\ Ilg ‘

-7-5-7-7

Figura 17. Pasos para la extraccion de DNA en tejidos.
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8.8 Identificacion de unidades discretas de tipificacion mediante PCR

Se realiz6 la amplificacion de la region intergénica del miniexon con los
oligonucledtidos TC, TC1y TC2 (Tabla 4) (Souto et al., 1996), que con un producto
de amplificacion de 350 pb discrimina a Tcl del resto de las DTU (Tabla 5), se
obtiene un amplicén de 300 pb para Tcll, TcV y TcVl, o la ausencia de producto de

amplificacion para Tclll y TclV.

Tabla 4. Oligonucledtidos para la identificacion de T. cruzi.

Oligonucledtio Secuencia (3°-5)
TC1Fw GTGTCCGCCACCTCCTTC
TC2Fw CCTGCAGGCACACGTGT

TCRv CCCTCCCAGGCCACACT

Tabla 5. Clasificacion T. cruzi con mini-exon

T. cruzi Pb
| 350
1 300

Se prepard la solucion mix la cual contenia Buffer, dNTPs, Oligonucle6tidos (Sigma-
Aldrich), Taq polimerasa, agua y el ADN extraido. Las cantidades utilizadas para

esta reaccion se especifican en la tabla 6.

En un tubo de PCR se colocaron 9 pl de solucién mix mas 1l de ADN (muestra
problema), para obtener un volumen final de 10 pl. A cada tubo se le agregé 5 pl de
colorante de carga ADN 6X (Thermo Fisher Scientific) para observar la corrida del

gel durante el experimento.
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Tabla 6. Reactivos y cantidades para la PCR

Solucién
Buffer
dNTPs
Oligonucledtidos
Tag. polimerasa
Agua
ADN

Volumen total

Volumen (ul)
1
0.2
0.4
0.15
7.25

10

La técnica de PCR se realizd bajo condiciones especificas para mini-exon. A

continuacion, se muestra la tabla con los valores de temperatura, tiempo y ciclos en

los que fue realizada esta reaccion (Tabla 7).

Las condiciones térmicas de PCR para las muestras de ADN usando los

oligonucledtidos TC, TC1, TC2 fueron de 30 ciclos de amplificacion: 94 °C durante

30s, alineamiento 30s a 55 °C y extensiéon 30s a 72 °C, seguido por una elongacién

final de 10 min. a 72 °C.

Tabla 7. Condiciones de temperatura para PCR Mini-exon

Temperatura °C
94
94
55
72
72

Tiempo (s)
30
30
30
30
10 min

Ciclos
30
30
30
30
30
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8.9 Visualizacién de ADN

Los productos de amplificacion se corrieron en un gel de agarosa al 2%, el cual fue
preparado con 0.7g de agarosa mas 700 pl de Tris, acetato y EDTA (TAE) SOX
Buffer, aforando a 35 mL con agua Milli-Q. Finalmente se le agreg6 3.5 pl de Gel

red (10X) a la mezcla para la tincion y visualizacion de los acidos nucleicos.

Una vez preparado el gel de corrida se cargaron 20 ul de cada muestra problema a
70 volts por una hora. Para la visualizacion de las bandas de ADN se utilizé un

transiluminador de luz UV.

8.10 Extraccion de RNA (técnica TRIzol®)

La extraccion de RNA se realizd con la técnica de TRIzol®, la cual fue adaptada y

estandarizada para 100 mg de tejido.

Se afiadié 1mL de TRIzol® Reagent (Life Technologies) a cada muestra de tejido a
analizar y se homogenizd6 mecanicamente con ayuda de pistilos de plastico, la
mezcla anterior se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se dejé incubar por 5

minutos a temperatura ambiente.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se agregd 200 ul de cloroformo por
cada mililitro utilizado de TRIzol®, se homogeneiz6 con ayuda del vortex y se incubd
durante 3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugé a 12 000 g por 15 min a
4°C y se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo, se afiadié 0.5 mL de isopropanol

frio y se dejo toda la noche a -20°C.

El precipitado obtenido se centrifugd a 12 000 g por 10 min a 4°C y se removio el
sobrenadante, se lavo el pellet con 1 mL de etanol (EtOH 75 %) y se volvibé a
centrifugar a 7 500 g por 5 min (este lavado se llevo a cabo 2 veces), posteriormente

se lavo el pellet con 1 mL de etanol (EtOH 100%) y se dejo secar sobre una toalla
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absorbente, finalmente se resuspendié el pellet con 200 yL de agua inyectable y se

almacenaron las muestras a -70°C.

8.11 Cuantificacién de acidos nucleicos

Mediante espectrofotometria se determind la concentracion y la pureza de una
muestra de ADN basandose en la capacidad de absorbancia de un compuesto

presente en una solucién a una longitud de onda determinada.

De este modo, la concentracion de la muestra de ADN se calcula teniendo en cuenta
el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm. Mientras que
la relacion de absorbancias A260/280 y A260/230 se utilizan para evaluar la pureza
de las muestras (Figura 18).

La relacion A260/280 es muy estable y se considera que un DNA de pureza 6ptima
tiene un valor entre 1.8-2.0 nm. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos
una relacibn A260/280 > 1.6. Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible
contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. Una relacion

A260/280 > 2.1 podria deberse a la presencia de ARN en la muestra.

A 230 nm absorben contaminantes como sales caotrépicas, fenoles o carbohidratos.
En general, se considera que el DNA es puro cuando la lectura A260/230 se sitia
en torno 1.8-2.2. Una lectura menor de 1.8 nm se relaciona con la presencia de
contaminantes en la muestra. Cuanto menor sea esta lectura, la presencia de

contaminantes en la muestra sera mayor.

Una relacién < 1.5 estaria indicando una impureza relevante en la muestra que

podria comprometer su funcionalidad.

No obstante, esta relacion resulta mucho mas variable que la relacion A260/280
dependiendo de factores como la concentracion de DNA o de la composicion del

tampon de resuspension de la muestra.

60



Para la cuantificacion de RNA y DNA presente en todas las extracciones de tejido,
se realizd un analisis de micro volimenes de acidos nucleicos por medio del equipo
NanoDrop, en cual mide la concentracion de ADN y ARN (Abs260/280 y 260/230),

donde se coloc6 1 pl de cada muestra problema-RNA total.

Después de cuantificar y verificar la integridad del RNA total, se utilizaron 2 pg de
RNA total para la sintesis de cDNA (20 uL). Las reacciones de sintesis de cDNA se
realizaron con el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied
Biosystems) empleando RT random primers y siguiendo la recomendacion del

proveedor.

Técnica de analisis Analisis Parametros Criterios validez

>1,8-2,1. Pureza 6ptima

>1,6-1,7. Pureza aceptable

A260/280 Pureza

< 1,6 . ADN contaminado con
compuestos aromaticos

Espectrofotometria

>2,1. ADN contaminado con ARN

> 2-2,2. Pureza 6ptima*

> 1,8. Pureza aceptable*

A260/230 Pureza < 1,8. ADN contaminado con sales,
fenol, hidratos de carbono...

< 1,5. ADN altamente contaminado
con sales, fenol, hidratos de carbono...

*Estos ratios sdlo tendrian validez con concentraciones altas de ADN (aprox > SOng/ul)

Figura 18. Valores indicativos de pureza en muestras de ADN. Tomada de:

www.bancoadn.org
8.12 Transcripcion Inversa (cDNA)
Una vez obtenido el RNA total de cada Organo, se realizO la reaccion de
transcripcion inversa, para la cual, se utilizoé el kit comercial “High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems). Las cantidades empleadas en la

reaccion se encuentran indicadas en la tabla 8.
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Tabla 8. Cantidades empleadas para la reaccion de transcripcion inversa.

Componentes Volumen/reaccion (ul)
Buffer (10X) 2.0
Dntp (25X) 0.8
Primers 2.0
Transcriptasa reversa 1.0
Agua 4.2
RNA total (2ug) 10
Total 20

Finalmente, se realizd la cuantificaciéon del DNA obtenido durante la transcripcion
inversa. La cuantificacién se realiz6 con ayuda del equipo NanoDrop, donde se

colocé 1pl del DNA extraido de cada muestra problema.

8.13 PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

La PCR cuantitativa en tiempo real gPCR) se realiz6 mediante el método de curva
estandar con oligonucledtidos especificos para los genes de tssa y Actb (ID:
P60710) (Tabla 9) que codifican para la proteina de adhesién antigénica de
superficie de los tripomastigotes de Trypanosoma cruzi (TSSA) y actina (ACTB).
Los oligonucled6tidos se examinaron inicialmente en busca de ausencia de dimeros
o hibridacion cruzada. Los oligonucleétidos utilizados fueron los que se muestran a
continuacion en la tabla 9 (Risso et al., 2004) (Di Noia et al., 2002).

Tabla 9. Oligonucleétidos utilizados para RT-gPCR

Oligonucledtido Secuencia (5°-3")
tssaFw TTTGAGGAGGCTTCTGCT
tssaRv ATTCATGACTACGTGCCG
ActbFw TCTGGCACCACACCTTCTAC
ActbRv TTCACGGTTGGCCTTAGGGT
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Los oligonucleétidos empleados tienen entre 98 - 100% de eficiencia de
amplificacion. El andlisis de RT-qPCR se realiz6 utilizando las muestras de cDNA

(dilucion 1:10) y el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen).

El colorante de deteccion utilizado fue SYBR Green (2 x KAPA SYBR FAST
gBioline). La gPCR se llevé a cabo bajo las condiciones de tiempo y temperatura
mostradas en la tabla 10. Los datos de transcripcion de tssa se normalizaron en
relacion con las cantidades de transcripcion de Actb. Los niveles de cambio de
expresion relativa se evaluaron en términos de nivel de veces de induccion con

respecto al tiempo cero (ratones no infectados).

Los datos obtenidos son los valores del promedio y error estandar de al menos dos
réplicas biologicas independientes, donde cada réplica biolégica implica cuatro

réplicas técnicas (total n= 8).

Tabla 10. Condiciones de tiempo y temperatura para la RT-gPCR

Temperatura °C Tiempo (s) Ciclos
95 10 min 1
95 15s 35
58 30s 35
72 30s 35

8.14 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del conteo de parésitos para la obtencién de la parasitemia
entre los diferentes dias, fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y
si existian diferencias significativas (p<0.05), se realizaron pruebas pareadas de U
de Mann-Whitney para encontrar qué grupos eran diferentes. Las curvas de
sobrevivencia fueron analizadas mediante Log-Rank (Mantel Cox), utilizando los
softwares Prism8 y SPSS (Ver. 25).

63



9 Resultados

Se presentan los resultados de la caracterizacion bioldgica y molecular que se

realizo en los tres aislados provenientes del vector Meccus phyllosomus.

9.1 Curvas de Parasitemia

En los tres aislados analizados, el periodo prepatente o la presencia de
tripomastigotes sanguineos fue en el dia 2 posterior a la inoculacion. El aislado de la
localidad Tehuantitla presentd un pico de parasitemia de 2.3 X 107 parasitos/mL en
el dia 22 post inoculacion. Los aislados Vixhana 1.7 x 107 parasitos/mL en el dia 24
y Guichivere 1.2 x 107 parasitos/mL en el dia 18, siendo este Ultimo el que present6
la menor parasitemia. Se encontraron diferencias significativas entre Vixhana y
Guichivere (p=0.028) y entre Tehuantitla y Guichivere (p=0.002) en el dia 14. En el
dia 20 se encontraron diferencias significativas entre Tehuantitla y Guichivere
(p=0.016). En el dia 22 también se encontraron diferencias significativas en los
valores de parasitemia entre Tehuantitla y Guichivere (p=0.028) (Figura 19).

2.5%x107 = .
- Tehuantitla

4 Vixhana
-®- Guichivere

2x1074

1.5x107+

Parasitos /mL

1%x107

5x106+

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo (dias)

Figura 19. Parasitemia en ratones (n=32) CD-1 infectados con los aislados de

Tehuantitla, Vixhana y Guichivere durante 30 dias posteriores a la infeccion.
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9.2 Curvas de sobrevivencia

La sobrevivencia de los ratones infectados con tripomastigotes sanguineos en los
dias 22, 26 y 28 post-infeccion fue del 0% en los tres aislados Guichivere, Vixhana
y Tehuantitla, respectivamente, mientras que el grupo control presentdé un 100% de
sobrevivencia hasta el dia 30. Se obtuvieron diferencias significativas en la
supervivencia entre los tres aislados (Log-Rank, Mantel-Cox, x?=92.32, <0.001). En
las comparaciones pareadas entre el control, con los tres aislados, en todas las
comparaciones existieron diferencias altamente significativas (p<0.001, en todos los
casos). Sin embargo, al comparar de forma pareada la supervivencia entre los tres
aislados, en ninguna se observan diferencias significativas (p>0.05 en todos los
casos). El tiempo de sobrevivencia media de los aislados fue de 16, 22 y 19 dias,

para Tehuantitla, Vixhana y Guichivere respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevivencia de ratones CD-1 infectados con los aislados Tehuantitla,
Guichivere, Vixhana (n=32) y el grupo control (n=16), durante 30 dias posterior a la

infeccion.
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Las comparaciones de los parametros analizados para la caracterizacion biolégica

de los tres aislados se muestran de manera concreta en la tabla 11.

Tabla 11. Parametros de parasitemia y sobrevivencia en los tres casos aislados

Aislado

Tehuantitla
(ITRIUMX/17/
TEHUANTITLA)
Vixhana
(ITRUMX/17/
VIXHANA-M)
Guichivere
(ITRIUMX/17/
GUICHIVERE-H)

Sobrevivencia

0%
Dia 28

0%
Dia 26

0%
Dia 22

de estudio.

Sobrevivencia
media

(Dias)

16

20

19

Parasitemia
méaxima promedio

2.3X107
Dia 22

1.7X107
Dia 24

1.2X107
Dia 18

9.3 Identificacion filogenética de T. cruzi

Observaciones

Paralisis en los cuartos traseros,
pelo erizado

Pardlisis en los cuartos traseros,
pelo erizado, Ptosis palpebral

Paralisis en los cuartos traseros,
pelo erizado

En cuanto a la genotipificacion de T. cruzi por la amplificacion de la region

intergénica del gen mini exén, se observé una banda de 350 pb (Figura 24) en las

muestras provenientes de los tres aislados, lo cual corresponde a la identificacion

de T. cruzi I.
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T Vv G

Figura 24. Amplificacién por PCR de la region intergénica del gen mini-exon para
los aislados del vector Meccus phyllosomus. M: Marcador molecular escalera de
100 pb, T: aislado de Tehuantitla; V: aislado de Vixhana; G: Aislado Guichivere.

9.4 Cuantificacion de RNA y DNA

Para evaluar la calidad del RNA y DNA extraido se determiné la concentracion y la
relacion de absorbancias A260/A280.

9.4.1 Calidad y pureza del RNA

En las tablas 12,13,14 y 15 se observa la cuantificacion de acidos nucleicos (RNA
total antes de la transcripcion inversa) en corazon, eséfago, gastrocnemio y cerebro

de los tres aislados y el grupo control.

Se obtuvieron valores para la relacion de absorbancia A260/280 entre 1.8 y 2.1 para
los tres aislados en los 4 dias analizados, mientras que en la relacion de

absorbancia A260/230 la mayoria de los resultados se encuentran entre 1.8 y 2.2,
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siendo los valores de eso6fago los que salen de este rango como se muestran en las

tablas.
Tabla 1. Valores de cuantificacion de RNA del aislado Tehuantitla
Organo RNA pg/mL A260/A280 A260/A230
Corazon 1038 1.958 2.257
Corazon 396 1.922 2.386
Eso6fago 106 1.839 2.789
S Eséfago 146 1.825 2.517
g Gastrocnemio 200 1.852 2.439
Gastrocnemio 818 1.911 2.272
Cerebro 856 1.937 2.326
Cerebro 488 1.906 2.369
Corazén 192 1.882 2.526
Corazon 460 1.933 2.396
Eso6fago 194 1.865 2.205
3 Es6fago 338 1.878 2.449
g Gastrocnemio 976 1.921 2.291
Gastrocnemio 250 1.838 2.551
Cerebro 1012 1.931 2.343
Cerebro 584 1.908 2.347
Corazon 506 1.833 2.410
Corazon 360 1.895 2.432
Eso6fago 130 1.857 2.241
8 Eso6fago 920 1.800 1.607
g Gastrocnemio 464 1.856 2.343
Gastrocnemio 210 1.842 2.386
Cerebro 610 1.894 2.402
Cerebro 328 1.885 2.603
Corazon 1088 1.943 2.386
Corazon 462 1.909 2.406
Eso6fago 246 1.864 2.406
S Esofago 204 1.855 2.267
2 Gastrocnemio 658 1.902 2.333
Gastrocnemio 350 1.862 2.431
Cerebro 562 1.861 2.381
Cerebro 1322 1.950 2.279
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Dia 14

Dia 18

Dia 20

Dia 22

Tabla 2. Valores de cuantificacion de RNA del aislado Vixhana

Organo
Corazbn
Corazoén
Esdéfago
Eséfago
Gastrochemio
Gastrocnhemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazoén
Esdéfago
Eso6fago
Gastrochemio
Gastrochemio
Cerebro
Cerebro
Corazoén
Corazén
Eso6fago
Esdéfago
Gastrochemio
Gastrochemio
Cerebro
Cerebro
Corazoén
Corazén
Eso6fago
Esdéfago
Gastrochemio
Gastrochemio
Cerebro
Cerebro

RNA pg/mL
806
748
108
198
598
614
194
156
268
1434
42
402
1114
1028
410
1014
1312
844
114
292
360
136
1322
658
498
414
132
152
372
176
184
1246

A260/A280
2.005
1.958
1.862
1.980
1.904
1.919
1.902
1.950
1.942
1.997
2.100
2.116
1.961
1.979
1.971
1.973
1.976
1.963
1.900
2.116
1.915
1.943
1.979
1.970
1.930
1.953
2.062
2.111
1.918
1.872
1.917
1.965

A260/A230

2.132
2.89

2.00

1.053
2.121
1.968
2.205
2.294
2.271
2.213
0.700
1.500
2.176
1.911
2.303
2.305
2.239
2.269
1.239
1.390
2.195
1.859
2.287
2.056
2.284
2.250
0.985
1.000
2.138
2.316
2.629
2.325
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Dia 14

Dia 18

Dia 20

Dia 22

Tabla 3. Valores de cuantificaciéon de RNA del aislado Guichivere

Organo

Corazon
Corazo6n
Esoéfago
Eso6fago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazon
Corazo6n
Esdéfago
Eso6fago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazon
Corazén
Esoéfago
Eso6fago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazon
Corazoén
Esoéfago
Eso6fago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro

RNA
pg/mL
582
250
144
144
170
558
396
918
234
266
94
294
290
196
516
270
850
460
238
112
300
212
942
302
336
674
142
34
80
26
254
465

A260/A280

1.993
2.016
1.846
1.846
1.889
1.951
1.960
2.017
1.950
1.956
1.880
1.885
1.959
1.960
1.985
1.985
1.995
1.949
1.859
1.931
1.923
1.893
1.971
1.936
1.909
1.959
1.868
1.889
1.905
1.857
1.924
1.966

A260/A230

2.205
2.500
2.118
2.250
2.297
2.306
2.276
2.318
2.388
2.375
2.043
2.297
2.302
2.513
2.389
2.368
2.104
2.190
2.333
1.867
2.381
2.208
2.403
2.517
2.400
2.390
2.536
3.400
1.881
3.250
2.442
3.327
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Dial8 Dial8 Dial4

Dia 22

Tabla 4. Valores de cuantificacion de RNA del grupo control

Organo
Corazén
Eso6fago
Gastocnemio
Cerebro
Corazoén
Eso6fago
Gastocnemio
Cerebro
Corazoén
Eso6fago
Gastocnemio
Cerebro
Corazoén
Eso6fago
Gastocnemio
Cerebro

1.1.1 Calidad y pureza del DNA (cDNA)

RNA pg/mL
670
58
32
1734
522
84
360
1050
742
174
300
1064
258
138
256
1936

A260/A280
1.994
1.812
1.778
2.02
2.008
1.909
1.935
1.989
2.005
1.891
1.923
1.985
2.01
1.917
1.910
2.000

A260/A230
2.310
1.318
0.889
2.252
2.270
1.500
2.278
2.313
2.290
2.122
2.308
2.163
2.263
1.816
2.169
2.220

En las tablas 16,17,18 y 19 se observa la cuantificacion de acidos nucleicos (cDNA

posterior a la transcripcion inversa) en corazén, eséfago, gastrocnemio y cerebro de

los tres aislados y el grupo control.

La cuantificacion de cDNA en corazén, eséfago, gastrocnemio y cerebro de los tres

aislados y el grupo control para la relacion A260/A280 fueron superiores a 1.7,

mientras que para la relacibn A260/A230 fueron superiores a 2 en todos los casos,

mostrando que se obtuvo un DNA de pureza éptima durante la extraccion de RNA.
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Dia 14

Dia 18

Dia 20

Dia 22

Tabla 5. Valores de cuantificaciéon de cDNA del aislado Tehuantitla.

Organo
Corazé6n
Corazon
Esofago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Esofago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Esofago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Eso6fago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro

cDNA pg/mL
2396.3
2637.6
1310.3
1579.3
1342.9
1449.1
1959.0
1473.1
2465.8
1432.9
1415.9
1581.5
1562.0
1551.3
1696.2
1423.5
1723.3
1491.6
2614.9
1470.5
1756.8
1870.4
1620.5
2900.0
2014.7
1821.1
2435.8
1491.2
1451.8
1501.7
1358.4
1513.2

A260/A280
1.77
1.76
1.78
1.78
1.78
1.78
1.77
1.78
1.76
1.77
1.78
1.79
1.78
1.78
1.77
1.78
1.77
1.77
1.74
1.76
1.76
1.77
1.78
1.74
1.77
1.77
1.75
1.78
1.78
1.78
1.77
1.80

A260/A230

231
2.27
2.34
2.34
2.35
2.35
2.31
2.33
2.32
2.32
2.27
2.32
2.34
2.35
2.33
2.32
2.34
2.32
2.25
2.16
2.26
2.31
2.32
2.28
2.31
2.31
2.30
2.27
2.32
2.32
2.30
2.31
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Dia 14

Dia 18

Dia 20

Dia 22

Tabla 6. Valores de cuantificaciéon de cDNA del aislado Vixhana.

Organo
Corazé6n
Corazon
Esofago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Esofago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Esofago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Eso6fago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro

cDNA pg/mL
4227.9
3131.8
1544.9
1851.8
1781.4
3049.4
3112.3
2068.4
4720.2
3241.0
1059.9
2520.0
2310.8
1908.2
3711.0
2216.4
2418.0
1883.6
1814.9
1073.4
1853.0
1751.9
3320.1
4072.8
5648.6
3568.9
2387.3
2721.8
2272.5
2093.8
2839.2
3785.4

A260/A280
1.70
1.75
1.77
1.76
1.78
1.75
1.75
1.78
1.64
1.75
1.77
1.75
1.76
1.77
1.71
1.77
1.78
1.78
1.76
1.71
1.77
1.75
1.75
1.71
1.06
1.74
1.76
1.74
1.77
1.77
1.76
1.73

A260/A230

2.19
2.29
2.32
2.27
2.35
2.31
2.31
2.33
2.10
2.29
1.89
2.30
2.34
2.31
2.25
2.33
2.36
2.35
2.33
2.24
2.33
2.25
2.28
2.21
2.28
2.25
2.18
2.14
2.33
2.33
2.31
2.24
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Dia 14

Dia 18

Dia 20

Dia 22

Tabla 7. Valores de cuantificacion de cDNA del aislado Guichivere.

Organo
Corazon
Corazo6n
Esoéfago
Eso6fago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazon
Corazén
Esoéfago
Eso6fago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Esofago
Esdéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro
Corazén
Corazon
Eso6fago
Esoéfago
Gastrocnemio
Gastrocnemio
Cerebro
Cerebro

cDNA pg/mL
1812.0
2059.3
1801.6
1849.3
1732.6
2683.3
2068.6
2000.6
1988.1
2610.8
1428.1
2015.9
2120.0
1846.4
1978.1
1890.1
2011.0
2009.9
2793.9
2467.0
2880.1
1843.4
1992.8
2135.1
2458.9
1953.4
2016.9
922.6
822.2
543.1
2548.5
1432.6

A260/A280
1.78
1.78
1.78
1.79
1.78
1.77
1.78
1.78
1.78
1.78
1.79
1.78
1.78
1.78
1.78
1.78
1.78
1.78
1.76
1.77
1.77
1.77
1.78
1.78
1.76
1.79
1.77
1.79
1.80
1.75
1.78
1.80

A260/A230

2.34
2.35
2.34
2.36
2.35
2.34
2.34
2.35
2.36
2.33
2.37
2.35
2.35
2.36
2.36
2.36
2.33
2.36
2.32
2.32
2.31
2.33
2.35
2.34
2.34
2.36
2.34
2.32
2.28
2.32
2.34
2.35
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Tabla 8. Valores de cuantificacion de cDNA del grupo control.

Organo cDNA pg/mL A260/A280 A260/A230
Corazoén 3015.3 1.76 2.30
= Esofago 936.5 1.80 2.29
«  Gastocnemio 1025.7 1.78 2.23
(@) Cerebro 1922.1 1.78 2.33
Corazén 3060.5 1.76 2.29
3 Eséfago 1340.4 1.78 2.26
8 Gastocnemio 1489.4 1.80 2.33
a Cerebro 1949.2 1.79 2.35
© Corazoén 4831 1.65 2.12
— Esofago 2255.3 1.78 2.33
g Gastocnemio 3602.3 1.75 2.27
Cerebro 2416.7 1.85 2.18
o~ Corazon 2107.8 1.79 2.36
5 Esdfago 2656.1 1.78 2.32
A  Gastocnemio 2181 1.79 2.23
Cerebro 2617.6 1.78 2.31

9.5 Expresion del gen tssa de T. cruzi

Las graficas obtenidas (Figura 25) nos muestran que para el aislado de Tehuantitla
el nivel mas elevado de la expresion relativa del gen TSSA se present6 en corazon
al dia 20y 22 posterior a la inoculacion. Los niveles mas altos de TSSA para Vixhana
se obtuvieron en gastrocnemio al dia 22 después de la inoculacion. Para el aislado

de Guichivere hay una mayor expresion en el eséfago el dia 22.
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Figura 25. Niveles de expresion relativa del gen tssa en diferentes tejidos de ratones
infectados con aislados de T. cruzi de distintas localidades de Oaxaca. El andlisis
de gPCR se realiz6 con RNA total de corazon, es6fago, gastrocnemio y cerebro de
ratones sanos (tiempo 0) e infectados (14, 18, 20 y 22 dias post infeccion) con
aislados de Tehuantitla (A), Vixhana (B), o Guichivere (C). Los datos obtenidos del

transcrito de tssa se normalizaron contra el nivel de expresion del gen B-actina
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(Actb). Las barras de error indican la desviacién estandar (DS) de al menos dos

réplicas bioldgicas y cuatro réplicas técnicas (n= 8).

Los datos que se muestran son los valores del promedio y error estandar de al menos
dos réplicas biologicas independientes, donde cada réplica biolégica implica cuatro

réplicas técnicas (total n= 8).
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10 Discusion

El estudio de aislados provenientes de M. phyllosomus permite comprender
aspectos de la biologia del parasito y del comportamiento de los aislados obtenidos

del vector triatomino.

A pesar de la importancia de la enfermedad en el estado de Oaxaca, es poco lo que
se ha reportado sobre la biologia del vector M. phyllosomus vy la virulencia de los
aislados obtenidos de éste. En este trabajo se obtuvieron aislados de T. cruzi
provenientes de M. phyllosomus, para realizar su caracterizacion biologica y
molecular. Los aislados fueron obtenidos a partir de deyecciones de triatominos
infectados naturalmente con T. cruzi y colectados en tres comunidades del Estado
de Oaxaca, que es una region altamente endémica de la infeccién por T. cruzi y de

la enfermedad de Chagas en México (Carabarin-Lima et al., 2013).

El comportamiento biolégico de los tres aislados provenientes del vector M.
phyllosomus, mostré niveles de parasitemia diferentes entre ellos en el modelo
murino CD-1 inoculados por via intraperitoneal. Las parasitemias iniciales se

presentaron al dia 2 post inoculacion para los tres aislados.

El aislado Tehuantitla presenté la parasitemia mas alta post-inoculaciéon de 2.3 X
107 parasitos/mL en el dia 22, seguido del asilado Vixhana que present6 1.7 X 107
parasitos/mL el dia 24 y Guichivere, el cual presenta la parasitemia mas baja con
1.2 X 107 paréasitos/mL el dia 22. En el dia 14, se encontraron diferencias
significativas entre Vixhana y Guichivere (p=0.028) y entre Tehuantitla y Guichivere
(p=0.002). Se encontraron diferencias significativas entre Tehuantitla y Guichivere
(p=0.016) en el dia 20 y también se encontraron diferencias significativas entre
Tehuantitla y Guichivere (p=0.028) en el dia 22.

Existen otros aislados provenientes de diferentes vectores que de igual manera han
sido evaluados en modelo murino CD-1 y presentan diferentes grados de
parasitemia, como es el caso del aislado TQ proveniente del vector M. pallidipennis

(Tequesquitengo, Morelos), el cual presenté una parasitemia maxima de 44 X 10°
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parasitos/mL el dia 13 post-inoculacion. El aislado Qro proveniente del vector T.
barberi (La cueva, Querétaro) con una parasitemia maxima de 21 X 106
parasitos/mL el dia 6 post-inoculacion y el aislado Xal-615 proveniente del vector T.
dimidiata (Xalapa, Veracruz) con una parasitemia de 12 X 10° paréasitos/mL el dia
12 (Aguilar-Diaz, 2004).

Se han estudiado aislados provenientes de vectores del género Meccus (M.
pallidipennis, M. longipennis y M. picturata) de Jalisco, México, de los cuales
reportaron valores de parasitemia maxima de 4.6 X 10° parasitos/mL y 10’

parasitos/mL (Gomez-Hernandez et al., 1999).

También, como parte de la caracterizacion bioldgica, se evalu6 la sobrevivencia,
que se define como el numero de ratones que persisten al final del experimento,
que para este caso fueron 30 dias post-infeccion, obteniendo un 0% de
sobrevivencia en los grupos de ratones infectados para los tres aislados en los dias
28, 26 y 22 para Tehuantitla, Vixhana y Guichivere respectivamente, lo que nos
indica que los tres aislados causan baja sobrevivencia en nuestra poblacion de
estudio en un periodo no mayor de 30 dias.

Otro pardmetro evaluado en este trabajo fue la sobrevivencia media, siendo el dia
en el cual se presenta el 50% de mortalidad en los ratones de estudio. El aislado de
Tehuantitla presentd una sobrevivencia media el dia 16, Vixhana el dia 22 y

Guichivere el dia 19.

En 2015 Mendoza-Rodriguez al realizar la caracterizacion biologica de cepas
mexicanas provenientes de Meccus pallidipennis obtiene que para el aislado
Morelos hay una sobrevivencia de 0% en el dia 59 pi (Mendoza-Rodriguez, 2015)
Con estos datos podemos observar que los tres casos aislados de estudio son

mortales en un periodo de menor tiempo.

Estos resultados muestran que el aislado Tehuantitla proveniente del vector M.

phyllosomus fue la cepa con mayor parasitemia, sin embargo, la sobrevivencia mas
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baja en el menor tiempo fue la del aislado Guichivere, el cual obtuvo el 0% de
sobrevivencia el dia 22.

Los resultados de genotipificacidn mostraron que los aislados provenientes de M.
phyllosomus corresponden al genotipo Tcl, ya que se obtuvo un producto de

amplificacion de 350 pb con los oligonucleétidos para el gen mini-exoén.

El linaje mas reportado en México es el Tcl, que se ha encontrado en humanos, en
diversos mamiferos y en aislados provenientes de varias especies de triatominos
infectados. Se han realizado otros estudios por Pérez Espafia y colaboradores en
el estado de Hidalgo, por medio de la técnica molecular de PCR multiplex que
amplifica el gen mini-exon, se encontr6 el linaje Tcl en tres especies de insectos

vectores; T. dimidiata, T. mexicana y T. gerstaeckeri. (Pérez Espafia et al., 2019)

Es importante realizar la genotipificacion de los aislados ya que, en Oaxaca, asi
como en el resto del pais se ha reportado la presencia de T. cruzi TCI como el Gnico
linaje presente en esta zona (Bosseno, Espinoza et al. 2000, Barnabe et al. 2009).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha identificado la presencia de otras cinco
DTUs (Tcll-TcVl), las cuales han sido determinadas en muestras de mamiferos y de

triatominos (Ibafiez-Cervantes et al., 2013)

La enfermedad de Chagas se considera un problema de salud publica en muchos
paises por la gran cantidad de personas afectadas y la variedad de manifestaciones
clinicas con que se presenta. Muchos estudios han llevado a pensar que dicha
variacion esta ligada directamente al genotipo de los parasitos circulantes, ya que
diferencias genéticas en las poblaciones del parasito hacen que estos presenten un
tropismo diferencial por tejidos del hospedero durante la fase crénica de la
enfermedad (Andrade et al., 1999)

En el caso de los linajes Tcll-TcVI existen pocos estudios en México, y en éstos se
ha reportado la presencia de los diferentes linajes de T. cruzi en heces de varias
especies de vectores provenientes del estado de Michoacan. De enero a noviembre

del 2009, Ibafiez y colaboradores recolectaron 100 ejemplares adultos machos y
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hembras de Meccus pallidipennis, M. longipennis y Triatoma barberi. El 20 % de los
aislados fueron tipificados como TclV, el 46,66 % como Tcl, el 13,33 % como Tcll y
el 6,66 % como Tc Il (Ibafiez-Cervantes et al., 2013).

Estudios previos han spgerido que Tcl es el linaje méas relacionado con
cardiomiopatia y Tcll con TcVI se encuentran mas relacionados con sindromes

digestivos (megaesofago/megacolon) (Ibdfez-Cervantes et al., 2013).

En los ratones infectados con el aislado de Tehuantitla, se detecté la expresion del
gen tssa principalmente en corazén, gastrocnemio y cerebro en los dias 20 y 22

post infeccidn (Figura 25A).

En la infeccion con el aislado de Vixhana se detectd que la expresion del gen tssa
nos indica un tropismo diferencial en el gastrocnemio el dia 18 post infeccién (Figura
25B).

En este trabajo podemos ver que el aislado Guichivere a pesar de ser identificado
como Tcl, presenta un tropismo claramente marcado en el eséfago, presentando un
incremento paulatino en la expresion del gen tssa desde el dia 14 hasta el dia 22

post infeccion (Figura 25C).

Es importante resaltar que la infeccion con el aislado de Tehuantitla presenta la
mayor parasitemia (Figura 19) y expresion del gen tssa en corazén, gastrocnemio y

cerebro (Figura 25A), por lo que se considera el aislado mas virulento.

La técnica de qPCR puede utilizarse como una técnica de rutina en la deteccion de
parasitos en muestras de sangre. Las ventajas de este ensayo son su alta
sensibilidad y especificidad de los oligonucleotidos para T. cruzi. Ofrece un riesgo

reducido de falsos positivos para identificar correctamente el parasito.
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11 Conclusiones

El comportamiento biologico en los tres aislados fue diferente aun cuando
provenian de la misma especie de triatomino, Meccus phyllosomus. Se
esperaria que aislados provenientes de éste vector presenten un mismo
comportamiento al descrito en este trabajo.

El aislado Tehuantitla present6 la parasitemia mas alta de 2.3 X 107
parasitos/mL post-inoculacion. Se presentaron diferencias significativas entre
los tres aislados en los dias 14, 20y 22.

Los tres aislados presentaron un 0% de sobrevivencia el dia 28 para
Tehuantitla, 26 para Vixhana y 22 para Guichivere. En el grupo control se
presentd un 100% de sobrevivencia a los 30 dias post inoculacién (solucién
salina isoténica). Se presentaron diferencias significativas entre los tres
aislados con respecto al grupo control. No obstante, el tiempo de
sobrevivencia media fue menor en el aislado de Tehuantitla en el dia 16, en
comparacion con Vixhana el dia 22 y Guichivere el dia 19.

Los resultados de genotipificacion mostraron que los aislados de Meccus
phyllosomus corresponden a poblaciones de Tcl, caracterizados por una
banda de amplificacion de 350 pares de base para el gen mini exon,
principalmente distribuido en Sudamérica, Centroamérica y México. Estos
aislados estan asociados predominantemente con casos de cardiomiopatia

y mayor resistencia al benznidazol que otros grupos genéticos.
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Los aislados de Tehuantitla, Vixhana y Guichivere muestran diferente
tropismo tisular, Tehuantitla con predominio en corazén y cerebro, Vixhana
en el gastrocnemio y Guichivere en el eséfago. No se han reportado estudios
previos sobre el comportamiento de estos aislados y que ademas
correlacionen la parasitemia con niveles de expresion del gen tssa en
diferentes 6rganos.

El aislado Tehuantitla fue el que presenté mayor grado de virulencia al
considerar la parasitemia, la sobrevivencia y el tropismo (expresion del gen

tssa).
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