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RESUMEN

En este trabajo se estudia el grado de homologfa entre
las secuencias nucleotfdicas de tres aislados de T. cruzi
de diferente origen geogréfico (MExico, Venezuela y Arden
tina), se determina el porcentaje de secuencias que com~
parten y su divergencia.

Para determinar esta homologfa se utiliz6 la técnica de
reasociacifén del ADN y cromatografia té&rmica de las se-
cuencias compartidas, aplicada a las secuencias nucleotfi-
dicas {inicas y repetidas por separado.

Los resultados indican que el material genético del aisla
do argentino estd representado précticamente en su totali
dad y sin divergencia en sus secuencias Gnicas en el gen§
ma del aislado venezolano. Y el aislado mexicano carece
de aproximadamente 7% de las secuencias tanto repetidas -
como fGnicas que presenta el aislado argentino y las se-
cuencias que si comparte muestran una ligera divergencia
de 1.45 y 2.2% en repetidas y Gnicas respectivamente



INTRODUCCION

a) Antecedentes

Irypanosoma (Schizotrypanum) cruzi es un protoctista flagelado

descubierto en 1908 poxr Carlos Chagas en Brasil, Es el causan-

te de la enfermedad de Chagas y es transmitido por vectores he-
matéfagos. T. cruzi pertenece:
' Phylum Protoéoa
Subphylum Sarcomastigophora
Superclase Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Familia Trypancsomatidae (46)

Puede encontrarse en tres formas morfoldgicas diferentes: la
amastigota, la epimastigota y. la tripomastigota, La forma amas-
tigota presenta un flagelo muy peqguefio,.es esférica u ovalada,

de 2 pm de didmetro y es la forma reproductiva intracelular en
' el mamifero lospedero; la epimastigota tiene el cinetoplasto an-
'terior al nGcleo, presenta flagelo, tiene 20 )m de large, <5 la
forma reproductiva en el tracto digestivo del vector y el compo-
nente principal en cultiyos axénicos; la forma tripomastigota
tiene el cinetoplasto’pdstérior al ndecleo, mide 20 pm de largo,
es la forma infectiva, pero no reproductiva, y se encuentra en
el recto del vector. Los tripomastigotes en el mamifero hospe-
dero llevan la infeccién dé una célula a otra y también pueden

iniciar la infecci6n en el vector hemat6fago cuando &ste los in-

giere,



La diferenciacifn del organismo se realiza como sigue: los vec-
tores hemat6fagos (insectos triatomas) se infectan con los tripo-
mastigotes presentes en la sangre periférica de hospederos reser-
vorios (vertebrados). Los tripomastigotes se transforman y se
reproducen como epimastigotes, en e{ intestino del vector; en el
transcurso ae 2 a 4 semanas se desarrollan como tripomastigotes
metacfclicos, en el &mpula rectal del vector. Esta forma infec-
tiva es excretada en las heces y puede infectar al mamifero hos-
pedero, a travé&s del contacto de las heces con mucosas © pegue-—

has heridas en la piel. Ya en el hospedero, al cabo de 1 a 2
semanas, el parisito migra probablemente del sistema reticuloen-
dotelial al torrente sanguineo, en donde permanece por tiempo 'in-
determinado, hasta que invade las cé&lulas de algunos tejidos,

en misculo y c&lulas neuronales es donde se observan mayores le-
siones. Al encontrarse en las c&lulas, el tripanosoma se trans-
forma en la forma amastigota, la cual se multiplica y produce pseu-
dogquistes. Transcurridos 5 dfas, los amastigotes se transforman en
tripomastigotes y rompen el pseudoquiste, entran al torrente san-

guineo y continfian la infeccifn al invadir nuevos tejidos.

Lo anterior se ilustra en la figura del ciclo de vida de T. cruzi

gue se presenta a continuaciodn.
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La distribucitn del pardsito estd ampliamente extendida en América
desde la frontera entre Canadi y Estado Unidos hasta Argentina.
En Mé&xico se han reportado 119 casos de infeccifén en humanos por

T. cruzi en 15 estados de la Repfiblica Mexicana (1).

La enfermedad de Chagas puede presentarse en diversas fases:

una aguda caracterizada por miocarditis e invasi6n de mdsculo li-
so, esquelé&tico, cé€lulas gliales y del sistema reticuloendotelial;
una fase crbnica, con megaes6fago, megacolon, y algunas veces,

megatrdguea; y, una fase latente asintomitica.

b) Caracterizacidn de difefentes poblaciones de T. cruzi

Se han realizado diversos estudios respecto de la heterogeneidad
de los aislados de T. cruzi, a nivel fenotipico,. Entre ellos
pueden seﬁalaréé los grados de infectividad en hospederos ani-
males y humanos (2); los tamafios: el désarrollo de aislados sud-
amexicanos en veétores de norteam&rica muestra que la forma me-
tacfclica del pardsito es mucho menor, y viceversa (3); la re-
lacifn parfsito-vector se ha hecho con vectores de Panami y Ar-
gentina: los primeros no son infectados cuando el vector se ali-
menta de sangre de pacientés con enfermedad de Chagas de Argen-

tina, y viceversa (4).

Existe una gran cantidad de evidencias que muestran que dife-
rentes poblaciones de P. cruzi invaden selectivamente O6rganos y

tejidos; los mds frecuentes son: el p&ncreas, la vejiga, el te-



jido adiposo, el mlsculo liso, esquelé&tico y cardiaco y el sis-
tema nervioso central. Los estudios realizados'por Melo y Bre-
nnexr (5) muestran que dos aislados como el Y, obtenido de un pa-
ciente en fase aguda, y Berenice, de un caso crfnico asintomiti-
co, tienen gran afinidad por el bazo, el higado y la mé&dula &sea,

mientras gue otro aislado denominado Cl, de un Triatoma infestans

précticamente no parasit6 a ninguno de estos 6rganos. Por otra
parte, Berenice y ABC, aislado de un caso crénico con megacolon y
miocarditis, afectan el msculo liso de estos Srganos mis severa-—

mente de lo gue lo hacen Y v C1.

Tambiéh, se han observado diferencias geogrdficas de los sindro;
mes de Chagas: En Paraguay, Argentina, Chile y Bolivia existen
numerosos casos con megacolon y pocos con megaes6fago, en Brasil
hay miles con megaesGfago y megacolon; en Venezuela hay pocos ca-—
sos con megaesbfago o megacolon, y lo mis frecuente es la cardio-

miopatfa crénica (6).

La caracterizacién con isoenzimas (7,8) muestra cierta correla-
cifn entre el patrSn iscenzimdtico y la patologfa, asi, le en-
fermedad de Chagas, sin megacardia, megaesS6fago ni megacolon,
endémica en Venezuela, es causada predominéntemente por organis-—
mos con un determinado patrén isoenzimitico; cuando se agrupa por
patrones isoenzimdticos a una poblacibn se le denomina zimodema.
Otro zimodema diferente se encontrd al oeste y centro del Brasil,
donde la enfermedad de Chagas estd caracterizada por sindromes

"mega", y se identific6 un Gltimo zimodema, que se encontrS tan-
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to en Venezuela como en el vValle del Amazonas, donde T. cruzi es

silvestre y las infecciones en humanos son raras.

Galvédn et al (9) con estudios de isoenzimas en T. cruzi de Cos-
ta Rica, Mé&xico, Venezuela y Argentina, reportan gque la poblacién
de Argentina presenta una variaci6n g&nica mds alta, gue se ma-
nifiesta como valores mayores de polimorfismo enzimitico y hete-
rocigocidad y que la divergencia evolﬁtiva, calculada a partir

de los valores de distancias g8nicas, es de 0.362 x 106 afios res-—

pecto de las poblaciones de Costa Rica, M&xico y Venezuela.

También se hén enéontrado diferencias inmunolSgicas en distintos
aislados de T, cruzi, como por ejemplo la susceptibilidad de 1i-
sis por complemento con suero de humano normal (10), asfi como la
respuesta inmune celular (11), Otras diferencias observadas con
distintos aislados de T, cruzi son la susceptibilidad a drogas
(12, 13) y la incidencia de parasitismo de placenta (14). A ni-
vel genotfpico se ha estudiado el ADN de cinetoplasto de varios .
aislados de T. cruzi con enzimas de restriccifn, obtenié&ndose
patrones de diéestidn diferentes, a cuyos grupos se les denomitna

esquizodemas (15, 16).

En este contexto, es de esperarse que también exista una variabili-
dad genBmica éonsiderable intraespecffica. Los estudios de reaso-
ciacifén del ADN y el andlisis de fusidén de los hIbridos, en erizo de
mar (37), de distintas especies y localizaciones geogr&ficas, pusie-
ron de manifiesto la utilidad de estas té&cnicas en el andlisis de

dicha variabilidad.



A la fecha, se tiene un marco general de organizacién genGmica
que puede servir como criterio de referencia en en andlisis de ge-

nomas particulares.



c) Reasociaci6n de ADN

La mayorfa de lqs organismos vivos mantienen su informacién gené&-—
tica en las secuencias de 4dcido desoxirribonucleico. En el geno-
ma de procariotes la mayorfa de las secuencias se encuentran re-
preéentadas una sola vez, fnicamente algunos genes como los que
codifican para ARNt, ARNr y secuencias de insercién se han en-
contrado en copia m@ltiple, Sin embarge, los organismos euca-
riotes que tienen genomas mayores poseen secuencias nucleotfdi-
cas en diferentes niveles de multiplicidad y algunas gue s8lo se
encuentran una vez en €l genoma haploide (17), La cantidad de ADN
copia multiple varfa en los diferentes grupos, por ejemplo: el
genoma de la mayor parte de los hongos primitivos (18, 19) y de
algunas algas (20) estd formado b&sicamente de secuencias Gnicas y
s6lo del 2 al 18% estd formado de secuencias repetidas, En el

ADN nuclear de organismos de un orden taxonémico m&s alto, ya sea
en plantas o en animales, el porcentaje de ADN repetido es mayor,
por ejemplo en las angiospermas es de 40 al 85% y en vertebrados

e invertebrados superiores del 25 al 60% (21a24). Se considera
que los genomas de eucariotes tienen mucho mds ADN del que necesi-—
tan para codificar a todos los genes expresados durante su ciclo

de vida (25, 26)

Britten y Kohne en 1968 (17) reportaron gue algunas secuencias nu-
cleotidicas se encontraban repetidas en el genoma. Asf definieron
3 componentes generales del genoma de eucariotes. Estos componen-
tes se pueden clasificar como finicos, moderadamente repetidos, con

10 a 104 copias por genoma (haploide) y altamente repetidos, con
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10s © mis copias. Las secuencias (nicas contienen, aunque no
exclusivamente, los c6digos para protefinas; las secuencias alta-
mente repetidas consisten en secuencias cortas repetidas en tan-
dem, parecen no estar interdispersas con otro tipo de secuencias,
se han asociado con componentes estructurales de 1los cromosomas,
principalmente con las posiciones centroméricas y teloméricas (27,
28), pero su funcién an no se conoce; y las secuencias moderada-
mente repetidas, que se pueden dividir en cortas y largas, se en-
cuentran interdispersas con secuencias (nicas e incluyen los ge-

nes de histonas y de ARN ribosomal (29).

El arreglo de las secuencias moderadamente repetidas puede ser
bisicamente de 2 tipos: Xenopus, con ADN repetido de longitudes
entre 200 y 400 nucleStidos, interdisperso entre secuencias fini-
cas de longitudes de 1,000 a 2,000 nucleStidos (30). Este arre-
glo se ha encontrado en la mayorfia de los genomas de eucariontes
v se ledenomina "Perfodo Corto de Interdispersién" y el segundo
tipo, Drosophila (31) donde las secuencias Gnicas-y las repetidas
son muy largas (de muchos miles de nucleStidos) y se les denomina
"pPerfodo Largo de Interdispersién". El perfodo largo de inter-
dispersién se ha demostrado en algunos insectos como la mosca del
vinagre (31), en un guironSmido (32),; en la abeja (33), en un ne-

mdtodo (34), en un hongo de agua (19), y en el hdmster sirio (35).

un hallazgo importante es gue las secuencias repetidas parecen
ser mads estables evolutivamente, gue las secuencias Gnicas, pués

en &stas Gltimas se ha manifestado una mayor variabilidad inter-

especifica (36, 37, 38).
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Los estudios de repeticifén y arreglo de secuencias nucleotfdicas
se basan en las té&cnicas de reasociacifn y determinacién de puntos
de fusi6n de los hibridos, por lo que es pertinente discutirlos
con mayor amplitud. Los parfimetros gue controlan la reasociacifn
de las secuencias complementarias del ADN son la concentracidn de
las molé&culas y el tiempo de incubacidén. El producto de la con-
centracién inicial del ADN (CO en molas de nucleStidos/litro) en
funcién del tiempo de incubacién (t, segundos) se abrevia Cot. La
reasociacifn del ADN se puede ver a través de una grafica del por-—

centaje del ADN que se reasoci8, en funcién del logaritmo del Cot.

La reaccifn se monitorea usando isStopos radiocactivos (39).

La reasociacifn del ADN es bimolecular y se acerca a una ciné&ti-
ca de 20 orden. La velocidad de reasociacién por lo tanto se

describe con la siguiente ecuacién:

dac _ _ 2
ac - kC

donde C es la concentracifn de las secuencias en hé€lice sencilla

en el tiempo t v k es la constante de velocidad de reasociacifn.

Integrando esta ecuacifn entre los l1fmites de la concentracifn ini-

cial de ADN, Cor €en el tiempo t=0, y la concentracién C gue perma-~

nece en hé&lice sencilla despu&s de un tiempo t, se tiene:
c - 1

C0 i + kCot

Cuando la mitad de la reaccifn se ha llevado a cabo:

1 1
2 1 + kCotl/2
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Por lo tanto, al despejar:

Cot1/2 T -
Asi, la reasociacifn de un ADN se puede describir por la constante
de velocidad, k, dada en litros x molas de nucleStido ~ % x segundos T,
O bien en términos de su reciproco, el cotl/é dado en molas de nu-

cleStidos x segundos x litro L.

Las curvas de reasociacién que se obtienen con diferentes geno-
mas, dependen del tamafio de &stos, es decir, para una C, fija,
mientras mis complejo sea un genoma (longitud total de secuencias
diferentes), requeriri de mayor tiempo para que, por choques al
azar, encuentre una secuencia complementaria; por otra parte, la
probabilidad de reasociacifén se incrementa en funcién del nGmero
de repeticiones en gue se encuentra una secuencia y, por lo tanto,

el tiempo para que esto se realice es menor.

Britten y Kohne (17) al trabajar con secuencias nucleotfdicas sin-
té&ticas de poli U + poli A y ADN de E. coli (4.2 x 106 pares de
bases), encontraron gue el Cetl/2 en gue se lleva a cabo la rea-
sociaci6n de ADN depende del tamafio del genoma y que la reaccidn
de reasociacifn de cada grupo de secuencias representan un compo-
nente cinético que requiere de 2 6rdenes de magnitud del Cot para
realizarse. Por lo tanto, al obtener curvas de reasociacién que
se desarrollan en mias de 2 S6rdenes de magnitud del Cots se inter-

preta que poseeen mds de un componente cinético.
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Tomando como paré&metro. el tamafio del genoma de E. coli se puede es-
tablecer la relacifn entre el C°t1/2 de la reaccién y el nlGmero de
pares de nuclefStidos que posea otro genoma, siempre y cuando no
existan secuencias repetidas, ya que al tomar en cuenta la canti-
dad de ADN del total del genoma gue estd siendo representada en

ese componente cin&tico (de secuenclas repetidas) serfa excesivo
para el tamafo y cantidad obtenidas en su ciné&tica de reasociacién,
lo cual se explica por el nfimero de repeticiones en las gque se en-—

cuentran las mencionadas secuencias (17).

Las curvas de reasociacifn estdn influidas por las siguientes con-

dictones experimentales:

= El criterio., La diferencia entre la temperatura media de fu-
si6n, Tm, del ADN y la temperatura de incubacidn se denomina
criterio., ILa temperatura controla la restriccifén de la reaccifn
de reasociacifn. A temperaturas altas.los pares de bases que
reasocian estég mejor hechos, Conforme lé temperatura de incu-
bacidn baja, 1los pares de pases se forman con grados mids altos
de mal apareamiento. Para secuencias fnicas, la tasa de reaso-
ciacibn tiene un 6ptimo en el intervalo de 15 a 30°C abajo de ia
temperatura media de fusi6n (40).

-~ La longitud de las mol&culas de ADN. La tasa de reasociacién
es proporcional a la rafz cuadrada de la longitud de las molé-
culas de ADN £29).

- La concentracifn de sales. En una reaccién de reasociacién el

observado se multiplica por un factor de correccidn em-

Cotiy/2

pirico ¥d por concentracién de sales. Conforme la concentracidn
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de sales aumenta, la reasociacifn se realiza mAs répidaﬁente,
por ejemplo, con buffer fosfatos neutro (BFN) 0.41 M se tiene
un valor de ¥ de 5, es decir, el C,t se multiplica en 5 veces,
mientras gue con BFN 0.12 M el valor de ¥ es 1 (29).

-~ La viscosidad. Disminuye la temperatura de fusién,

La determinacién de los puntos de fusifn de los valores termina-—
les en las curvas de reasociacifn representa una estimacidén del
apareamiento defectuoso (mismatching) entre los hibridos, Uti-
lizando polimeros artificia;es de ADN se encontrd gue cuando el
1% de las bases no son complementarias? la temperatura media de

fusibn, Tm, disminuye en 1°C (17).

La temperatura media de fusifn se ha utilizado para estudiar el
grado de divergencia entre los genomas de diferentes especies.
Se ha encontrado que la divergencia entre ADN secuencia dnica
de especies diferentes concuerda con la separacifn evolutiva ya

conocida (41).
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d) Organizacifn del genoma de T. cruzi

Hasta ahora el ADN total de T. cruzi analizado mediante ciné&tica
de reasociacidfn muestra qgue el genoma comprende 9% de secuencias
altamente repetidas con 25,000 copias por genoma haploide, un
35% de secuencias moderadamente repetidas con reiteraciGﬁ de
frecuencia de 26 copias por genoma haploide y 49% de secuencias
finicas. Ias secuencias repetidas, alrededor de 6,900, presen-
tan el patré6n largo de interdispersi6n, con una longitud modal
de 7,800 pares de bases. La complejidad cinética del ADN total

es compatible con un genoma por lo menos diploide (42).

e) Objetivo

Dado gue existe una gran cantidad de evidencias fenotipicas que
caracterizan a diferentes aislados de T. cruzi como: grados de
infectividad en hospederos animales y humanos (2); relaci&n pa-
résitOjvector (4); invasibn selectiva de 6rganos y tejidos (5):
diferencias geogrdficas de los sindromes de Chagas (6); diferen-
tes patrones isoenzimdticos (7, 8); entre otros, es de esperarse

que también exista una variabilidad genSmica intraespecifica.

Para determinar el grado de homologfia entre las secuencias nucleo-
tfdicas de tres aislados de T. cruzi de diferente origen geogrd-
fico (M&xico, Venezuela y Argentina), se utilizé la técnica de rea-
sociacidn del ADN aplicada a las secuencias finicas y repetidas por
separado. Se utiliz6 un criterio muy restringido para comparar s6-
lo las secuencias que sean muy parecidas entre si, identificando

el porcentaje de secuencias gue se comparten y su divergencia.
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El grado de divergencia entre las secuencias que comparten los
gehomas de los aislados de T. cruzi mencionados se determiné por
la diferencia del punto medio de fusifn del duplex homlogo con
los obtenidos para los duplex heterdlogos, el cual indica el por-

centaje de nucleftidos diferentes.
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MATERIALES Y METODOS

a) Aislados

Se utilizaron tres aislados, uno proveniente de ¥xiatoma barberi,

en La Cruz, Jal., México, denominado 4; el OPS proveniente de

Rhodnius prolixus, en Belé&n, Miranda, Venezuela; y el RA, aislado

a partir de un hué&sped humano, en La Pampa, Argentina,

b) Cultivo

El crecimiento de los aislados de T. cruzi se llev6 a cabo en me-
dio de cultivo LIT, en botellas con agitacidén, a 28°C. La compo-
sici6n del medio LIT es la siguiente: caldo de Schaedler (infu-
sién de hfgado) 20 gy triptosa, 5 g; fosfato dibdsico de sodio

5 g; clq:uro de sodio 4 g; cloruro de potasio 0.4 g y dextrosa

2 g por 1,000 mi de-agua. El pH de la solucidn se ajusts a 7.4
con dcido clorhfdrico concentrado y se esterilizé en autoclave a
20 lb/pul2 durante 15 minutos. Se agregS 5% de suero fetal bo-
vino, inactivado 30 minutos a 56°C, y 0.4% de hemina (5 mg/mi,

disuelta en trietanolamina al 508},

Todos los cultivos se hicieron con una concentracién inicial de
5 a 10 x 106 células/ml, provenientes de cultivos mantenidos en
fase logarftmica de crecimiento (40 a 60 x 106 células/ml). EL
ﬁﬁmero de tripanoéomas se determind con un contador de cé&lulas
(Coulter Counter modelo F) usando una solucifn de cloruro de so-

dio al 0.85% y formaldehfdo al 0.07%.
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El marcaje radioactivo de los tripanosomas se realizé in vivo en

3

un cultivo de 120 ml con 1.5 mCi de timidina metil-~"H. La acti-

vidad especifica del ADN aislado fue de 67,000 cpm/ng.

¢) Cosecha

Los cultivos se cosecharon en fase logaritmica centrifugando a
13,000 x g durante 10 minutos a 4“6; lavando dos veces con solu-
ci8n salina citrato (SSC) 1X (citrato de sodio 0.015 M, cloruro

de sodio 0,15 M, pH=7) con 5 mM de EDTA.

d) Aislamiento del ADN

Los tripanosomas cosechados (1 x 106células/m1) se resuspendieron
en $§SC 1X, 5mM EDTA. Se agregl sarcosil en solucidén (1% concen-
tracién final), agitando suavemente durante 15 minutos; se agregd
pronasa preincubada 2 horas a 37°C (1 mg/ml) y se dej6 incubar a
37°cC duranée un mfnimo de 12 horas. Posteriormente se agregs
NaClO4 (1M final) y se agit8. Se realizaron 2 extracciones con
fenol~cloroformo~alcohol isoamflico (24:24:1); 2 volGmenes, cmul~
gificando, a mano, durante 20 minutos, a 4°C. La fgse acuosa se
separ6 mediante una centrifugacién a 6,800 %x g, a 4°C, durante

15 minutos. La fase acuosa se dializ6 a 4°C contra SSC ix (tres

cambios) ,

La muestra obtenida se incub8 con ribonucleasa A, preincubada 2
minutos a 100°C (0,1-mg/ml), durante 30 minutos, a 37°C. Se hi-

cieron 2 extracciones mids utilizando 2 volGmenes de cloroformo-
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alcohol isocamflico (24:1), Los 3 cambios de diflisis se hicie-

ron contra SSC 0,1Xx a 4°cC,

La pureza de las muestras de ADN se determiné por absorbencia, a
280 nm para detectar aromfticos, 260 nm para dcidos nucl&icos y
230 nm para enlaces peptidicos, en un espectrofotSmetro (Carl

Zeiss) .

3n del aislado argentino se tom&S una

De la preparacién de ADN
alfcuota para determinar las cpm/Pg de ADN, utilizando Scinti-
Verse (Fisher Scientific Co.) como liguide de centelleo, Yy un

espectrSmetro de centelleo liguido (Packard, modelo 3390).

e) Rompimiento del ADN

Las preparaciones de ADN se rompieron utilizando un homogenizador
virtis 60K, en un bafio de hielo y agua a 4,500 rpm durante 20 mi-
nutos en buffer fosfatos neutro (BFN) 0,12 M. Una segunda ruptu-
ra dé la muestra de ADN se realizd en BFN 0.12 M, glicerol 66%,
acetato de sodio 0.01 M, con 50,000 rpm 20 minutos en un bafio de

hielo seco y etanol,

Despuésg de la primera ruptura del ADN, se purific6 de nuevo con
una soluci6n de MUP (urea 8 M; BFN 0,12 M; NaClo, 1 M; EDTA 0.01 M;
SDS 1%), de la siguiente manera; se aplicé la preparacifn de ADN
en hidroxiapatita (HAP) con BFN 0.12 M (1 g HAP/100 png ADN), en
una columna de vidrio con refrigeracibn, calibrada a 40°C; en es-—

tas condiciones el ARN de h&8lice sencilla se eluye de -la columna.
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Se agregl 1 volumen de MUP poco a pocO y posteriormente se lavé
con 5 volfimenes de BFN 0,12 M, La elucién del ADN de la columna
se hizo aumentando la temperatura del bafio Marfa a 60°C y con
BFN 0.41 M. El paso del material ﬁor la columna se siguid con un
monitor de absorbencia de flujo continuo (ISCO modelo UA-S). Pa-
ra gquitar el exceso de urea se centrifugé la muestra a 10,000 x
g. La preparacifn de ADN se dializ8 contra EDTA 0.01 M a tempe-
ratura ambiente con dos cambios de una hora cada uno; contra dos
cambios de EDTA 0.01 M a 4°C y contra tres cambios de EDTA 0.001

m a 4°C.

£) Determinacién del tamafio de los fragmentos de ADN

Se hizo mediante electroforesis en placa de agarosa al 0.8% en
una solucién de tris~borato-EDTA (Tris base 90 mM; EDTA 2.5 mM;
H3BO3; 90 mM, pH=8.2), utilizando el fago A, digerido con la en-
zima de restriccién Hind IiI, como marcador de tamafios. La elec-
troforesis se corrié con voltaje consfante, 40 VvV, a temperatura
ambiente. Se tifieron las bandas de ADN con una solucifn de bro- .
muro de etidio (3 nug/ml) durante 15 minutos y se observaron bajo

luz ultravioleta.

g) Separacién de secuencias dnicas y repetidas

Con base en la cinética de reasociacidn de T. cruzi realizada por
Castro et al (42), con ADN del aislado mexicano cortado en frag-
mentos de 380 pares de bases, se mostr8 cue las secuencias que
reasocian a C,t 2 corresponden a una fraccifn enriquecida de se-

cuencias repetidas y las secuencias que reasocilan a C,t 8, in-
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cluyen la totalidad de las secuencias repetidas con una pequefia
contaminacifn de secuencias (nicas. Por lo tanto como paso ini-

cial se calculd el Cot mediante la siguiente relacifn:

Absorbencia 260 * coeficiente de velocidad x tiempo (horas)

2
El coeficiente de velocidad se refiere al ajuste por la concentra-

cién de sales utilizada en la reaccién.

La preparacidn de ADN del ailslado argentino, marcado con 3H, se

desnaturaliz6é en ebullicién durante 10 minutos; inmediatamente des-
pués se puso a incubar a 64°C, durante‘el tiempo necesario para ob-
tener el C t 2, La muestra se enfrif con un bafio de hielo y alco-

hol de 96° para parar la reaccifn de reasociacidn.

Para separar la fraccifn renaturalizada que contiene la fraccidn
enriquecida en secuencias repetidas, la muestra se pasS por una
columna de HAP en BFN 0.12 M, calibrada a 64°C utilizando un ter-

}. Se colecitd el material gque no se re-—

[&]

momiyx (Colora Mcdelo ET
naturaliz® eluyendo con BFN 0.12 M, Para despegar la fraccién que
sf renaturalizd se eluyS con BFN 0.41 M y se tom6 una alfcuota pa-
ra determinar lﬁ concentracifn del ADN usando como indicador las
cpm.

Para separar las secuencias finicas, la preparacién de ADN 3H se
incub6 en condiciones para C,t 8, siguiendo el procedimiento arri-
ba descrito; en este caso, la fraccifn gque no renaturalizl corres-

ponde a la porcién enriquecida con secuencias fnicas,
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h) Curvas de Réasociacién

Los experimentos de reasociacibn se hicieron a un criterio muy
restringido de 22.4°C abajo del punto de fusi6n del ADN total. E1
ADN marcado radiocactivamente, denominado el marcador, sSe pone a
reasociax con un exceso de ADN sin marca, denominado el gufa de la
reaccién, en una relacién de 1:500. Las mezclas de ADN se ajusta-
ron a las concentraciones de sales que permitieran gue la reaso-
ciaci6n ocurriera en un lapso razonable de tiempo, siendo BFN 0.12

M para secuencias repetidas y 0.41 M para secuencias Gnicas.

Las mezclas de ADN se agitaron y se separaron en fracciones colo-
céndolas en capilares de vidrio sellados a la flama por ambos ex-—
tremos. Las mezclas de ADN en los capilares se desnaturalizaron
en ebullicién durante 10 minutos e inmediatamente se pusieron en
el bafio de incubacifn. Para detener la reaccidn, se pasaron a un

bafio de hielo y alcohol de 96°, a los diferentes tiempos previs-

tos.

Para secuencias repetidas los valores de Cot analizados fueron de
1072 a 10° vy para las secuencias dnicas fueron de 1071 a 103-1.
Con ello se da tiempo en exceso para gue las secuencias correspon-

dientes se reasocien.

Una vez terminada la reaccifn, las muestras se revisaron por cro-
matograffa en HAP, diluyendo cada punto 20 veces (0.5 ml), en BFN
0.12 M frfo, para evitar que la reasociacibn contin@e, el capilar
se enjuagl varias veces y se aplic6 la muestra diluida a la co-

lumna de HAP, previamente calibrada a 64°C.
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La hélice sencilla se eluy6 con 0,12 M y la hélice doble con 0.41 M
de BFN; a estas fracciones se les agregaron 12 ml de Scinti-Verse
Yy se agités hasta que se formS un gel. Antes de medir la radioac-
tividad de las muestras, se dejaron un minimo de 10 minutos en la
oscuridad a 12°C, para evitar la alteracifn de las lecturas por el

efecto de la temperatura y la luz.

i) DPeterminacién de los puntos de fusién (Tm)
Para determinar los puntos de fusifn de las difexrentes mezclas se

utilizaron los capilares con las fracciones reasociadas en el 4l-
' 3.1

timo Cot, es decir, Cot = 102 en secuencias repetidas y Cot = 10

en secuencilas tnicas.,

La mezcla de reaccibn de.cada capilar se diluy6 20 veces en BFN
0,12 M frfo, enjuagando varias veces el capilar, y se aplic6 a
una columna de HAP en BFN 0.12 a 64°C. EI1 material se eluy8 con
el mismo buffer hasta completar 6 ml volumen necesario para eluir
todo el ADN de h€lice sencillla, Se colectd esta fraccién y se
agregaron 6 ml del buffer, esperando 2.5 minutos para que se al-
canzara la temperatura anterior, enseguida se incrementé la tem-
pefatura del bafio Marfa en 3°C. Transcurrido un minuto de gue se
a;canza la nueva temperatura, el material fusionado se eluy6 por
pfesién. Esta operacifn se realiz6 en intervalos de 3°C, desde
64°C hasta 94°C. Despu&s de eluir el material a 94°C, el ADN que

queda se eluye con BFN 0,41 M,
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Al material obtenido en cada temperatura, se le agregaron 9 ml
de Scinti-Verse. se agitd hasta que se form6 un gel y se de-—

terminaron las cpm,
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RESULTADOS

El ADN utilizado de los aislados latinoamericanos se obtuvo con
una pureza adécuada, como se indica en el Cuadro 1. El1 tamafo
de los fragmentos del ADN en promedio fue de 350 pares de bases

como se puede apreciar en las Figuras 1 y 2.

En las Figuras 3 y 4 se presentan las curvas de cinética de rea-
sociacién de las secuencias repetidas y inicas de los aislados
mexicano y venezolano, usando al argentino como marcador. Se
observa gque los puntos obtenidos en ambas curvas son muy simila-
res. La reasociacisSn de las secuencias repetidas tuvo gque ser
ajustada en el hibrido RA*-~-OPS ya que el tamafiode los fragmentos
de OPS era de 5,890 pares de bases, en lugar de 350 pb como el
resto de los aislados. Hecho el ajuste de este duplex,.los tres

hibridos tienen un Cotl/z practicamente igual.

Las secuencias repetidas de ADN del aislado argentino se rea-—
sociaron con sus ‘hom6logos en un 93.2% y en un 73.4% en las se-
cuencias finicas. Revisando los porcentajes de hé€lice sencilla

y de hélice doble en el Gltimo punto de cada curva de reaso-—
clacifn, se obtuvo el porcentaje de reasociacibén de los dife-
rente hibridos, cuyo resultado se indica en el Cuadro 2. Se
observa gue el aislado venezolano (OPS) comparte pricticamente
todas las secuencias repetidas con el aislado argentino (RA) asi
como la mayoria de las secuencias finicas. Por otra parte, el ais-
lado mexicano (4) no tiene presentes alrededor de 7% de las se-—

cuencias inicas y repetidas de la RA.
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Para obtener el punto de fusibn de los hibridos obtenidos se
hicieron cromatograffas té&rmicas utilizando los Gltimos puntos

de cada curva de reasociacidn, es decir, Cot = 102 para secuen-

cias repetidas y Cot = 103'1 para secuencias finicas. Las curvas

obtenidas se muestran en las Figuras 5 a 10 y el resumen de las
curvas mencionadas aparece en los Cuadros 3 y 4. El punto de
fusi6én, como ya se indicS, sirve para cuantificar el porcén—
taje de bases mal apareadas, donde la depresifn del punto de fu-
sién en 1°C corresponde a 1% de bases mal apareadas. En las se-—
cuencias repetidas la depresién del punto de fusibén del hibrido
RA*~4 en relacifén al homSlogo RA*~RA es de 1.46°C; sin embargo
’el hibrido RA*-OPS muestra un incremento en 1.53°C. En las se-—
cuencias Gnicas se observa una clara depresién en 2.2°C en el
hfbrido RA*-4 vy el hibrido RA*-OPS muestra una temperatura de fu-
s5i6n prdcticamente igual al hom6logo, ya que la diferencia de

0.1°C puede incluirse en la incertidumbre inherente al termSme-

tro utilizado.

Las graficas .para determinar el punto medio de fusién comienzan
en cero ya que al colocar las mezclas del ADN se eliminan de 1la
columna las secuencias gque no reasociaron durante la incubacién,
cuya determinacifn sirve para saber el porcentaje que no es
compartido con ?l marcador de la reaccién (ADN argentino), los

cuales se observan en el Cuadro 2.

Con objeto de afinar la determinacibn de los puntos medios de fu-

si6n se hizo un ajuste matemdtico de regresién polinomial de los
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datos obtenidos, utilizando un programa de computacién adecuado
del Departamento de Matemiticas de la UAM Unidad Xochimilco.

Los datos obtenidos, Cuadro 5, fueron muy similares a los obteni-
dos en el ajuste hecho gr&dficamente, simplemente se marca mds el
efecto pero sigue habiendo una diferencia con RA*-4 y mayor homo-

geneidad con RA*-OPS.



CUADRO 1

Pureza del ADN

Aislado gg%?gégn gzéigggn
nm nm
RA* 1.80 1,99
RA ©1.70 1.76
OPS 1.78 2.30
4 1,63 2,30

RA* argentino marcado con 3H

RA argentino
OPS venezolano

4 mexicano

28.



CUADRO 2

Porcentaje de Reasociacién

Secuencias repetidas

Reasociaci6n
RA*-RA 893.2% = 100.0%
RA*-0OPS 99.6%
RA*-4 93.2%

Secuencias finicas

RA*—-RA 73.4% = 100.0%
RA*-0PS 98.3%
RA*-4 92.2%

29.
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CUADRO 3
Temperaturas de Puntos de Fusién

Secuencias repetidas Tm °C X s

RA™-RA 84.7 84.46 0.40
84.0
84,7

RA*-OPS 86.0 85.93 0.11
86.0
85.8

RA*~4 ) 83.3 83.3 0.3
. 83.6
83.0

* marcado con 3H

T™m °C temperatura media de fusién a °C



CUADRO 4

Temperaturas de Puntos de Fusidn

Secuencias Gnicas T™m *C
RA*~RA 81.4
RA*~-OPS 81.5

RA*-4 . 79.2

31.



CUADRO 5

Temperaturas de Puntos de Fusidn
obtenidas con Ajuste de Regresidn Polinomial

Secuencilas repetidas Tm °C
RA*—RA 84.83
RA*-OPS 86.67
RA*—-4 83.11

Secuehciag Yinicas

RA*—RA 81.21
RA*-OPS 81.77
RA*—4 79.14

Simplemente se marca mds el efecto pero sigue
habiendo una diferencia con Ra*-4 y mayor ho-
mogeneidad con RA*-OPS.
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DETERMINACION DEL TAMANO DE LOS FRAGMENTOS DE ADN

PARES DE BASES

22,200
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Determinacién en placa de agarosa del tamafio de los fragmentos
de ADN de aislados de T. cruzi de Axrgentina, Venezuela y Méxi-
co. Carril NGm. 1, fago X digerido con la enzima Hind III; ca
rril NGm. 2, aislado mexicano (4); carril NGm. 3, aislado veng
zolano (OPS); carril NGm. 4, aislado argentino (RA).
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CALCULO DEL TAMARO DE LOS FRAGMENTOS DE ADN

Pares de Bases
Y

122,200

19,300

L 6,200

14,300

2,200
1,900

+650

398
+302

ta §urva se traza sobre los puntos.obtentdos por los segmentos de A digerido con Hind 11 (o).

0s.extremos y | i
Y la parteé.media.del.de T, t.:ruu obtenldos por rompimiento mecinico (1) se ajustan

A—p—t—t—t—+—J (M

4

sobre la curva.



FIGURA 2

l-ng Pares de Bases
CALCULO DEL TAMARO DE LOS FRAGMENTOS DE ADN
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La qurva se traza sobre los puntos.obtenldos por 1os segmentos de Adigerido con Hind 111 (s).
Los.extremos y

la parte,.media.del de T. cruzi obtenidos por rompimlento mecSnico (t) se ajustan sobre ta curva.
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CINETICA DE REASOCIACION 35.

Secuencias Repetidas
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=RA™-4
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Cinética de reasociacifn de las secuencias repetidas de ADN de T. cruzi
cortado en fragmentos de 350 pares de bases. E1 gufa (ADN argentino) -
Se encuentra en proporcifn 1:500 con el marcador (ADN argentino, venezo
lano y mexicano). El porcentaje del material que no reasocia (h&lice'-
sencilla H S) se calcula por las cpm eluidas tanto de hé€lice sencilla -
como de h&lice doble, sacando el porcentaje de sencillas a partir del -
total de cuentas.

La reasociacifn RA*-OPS se realizé con los fragmentos de OPS con una
longitud de 5,800 pares de bases. Mediante la ecuacibn:

gufa mismo _
et mismo _ Cotl/2 dc>ndeIC°t;|_/2 Cotl/z que eldguia
o"1/2 - - tendrfa cuando los fragmentos del
[Llongitud marcador marcador son del mismo tamafio (23).

Jongitnd gufa

Aplicando la ecuacién descrita se obtiene que el Cot / de RA*-0PS es
igual al de RA*~RA y RA*-4. Es decir, la cinética dg&’ feasociacifn de

los tres aislados es igual.
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PUNTO DE FUSION
RA*~RA
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Punto de fusisSn de secuencias repetidas Ra*-RA,

El punto medio de fusifn (Tm) obtenido fue de B84.46°C.
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PUNTO DE FUSION
RA*-0PS
Secuencias Repetidas

38.

Punto de fusifn de secuencias repetidas RA*«0OPS.

El punto medioc de fusifn obtenido fue de 85.93°C.
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FIGURA 7

PUNTO DE FUSION
RA*-4
Secuencias Repetidas

%04

10+

Cot2 RA-4

Punto de

El punto

fusi8n de secuencias repetidas RA*~4.

medio de Ffusidn obtenido fue de 83.3°C.
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PUNTO DE FUSION
RA*~RA
Secuencias Unicas

40.

Cots RA-RA

Punto de fusibn de secuencias Gnicas RA*-RA,

El punto medio de fusidn obtenido fue de 81.4°C,
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PUNTO DE FUSION
RA*-OPS
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Punto de fusidn de secuencias Gnicas RA*=0PS,

El punto medio de fusifn obtenido fue de 81.,4°C,
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PUNTO DE FUSION
RA*~4
Secuencias Unicas

Cotl Ra’-4
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Punto.de fusidn de secuencias finicas RA*-4,

El punto medio de fusifn obtenido fue de 79.2°C.
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DISCUSION

Se pueden enmarcar los resultados del trabajo en el contexto evolu-
tivo, sefialando inicialmente el papel gue en la actualidad juega
la informaci®n genética molecular en el establecimiento, corro-
boracién o reestructuracién de las relaciones filogené&ticas entre
los organismos, y concretamente en lo que se refiere a las se-
cuencias nucleotfdicas fnicas y repetidas. De acuerdo con Harpol
y Craig (43, 37), el grado de reasociacifn entre secuencias para
distintas especies de erizos se correlaciona aceptablemente con
los datos provenientes del registro £6sil; ademds, Wilson, et al
(44) propusieron estimar las distancias genéticas con base en ex;
perimentos sobre reasociacidn del ADN. Lo anterior induce a pen-—
sar que el grado de reasociaci6n puede ser un indicador adecuado

de la similitud o distancia entre grupos.

Para el caso de los organismos pardsitos y concretamente para los
flagelados, la situacién se complica debido a: 1) la ausencia de
registro £6sil y por ende de un criterio de referencia, 2) la ca-
rencia de datos scbre un posible mecanismo de intexcambio gené&ti-
co y 3) el aislamiento natural entre cepas, resultante del propio
comportamiento parasitario. Por lo gque se refiere a los trabajos
realizados con T. cruzi, en este sentido, Miles, (8) distinguid
tres zimodemas, en aislados de organismos provenientes de Brasil y
Galvé&n, (9) reportS gue la divergencia evolutiva entre las pobla-
ciones de Argentina y un grupo formado por las poblaciones de Mé-

xico, Venezuela y Costa Rica muestran un tiempo de divergencia
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aproximado de 362,000 afios. Ambos estudios se basaron en patrones

isoenzimiticos.

Los datos obtenidos mediante la t&cnica de reasociacién del ADN,
como se vi6, muestran que definitivamente existe diferencia entre
los ailslados argentino y mexicano ya que‘el porcentaje de secuen-—
cias compartidas tanto repetidas como Qnicas, es de 93.2 y 92.2%;
respectivamente. Es pertinente indicar que la reasociaci6n efec-
tuada bajo las condiciones utilizadas en estos experimentos fijan
un criterio muy restringido, lo gue permite un minimo de aparea-
miento defectuoso; si hubiera resultado una gran cantidad de se-—
cuencias sin reasociar convendrfa limitar el grado de restriccibn
y asf obtener mayor cantidad de ADN {easociado, aungue el apa-—
reamiento defectuoso se reflejara en el andlisis de los duplex;
sin embargo y a pesar de estas condiciones, el porcentaje de se-

cuencias gue comparten los aislados fue alto.

La informacidn que aportan los puntos de fusifén se refiere a qué
tan bien apareados estdn los duplex, de forma tal gue la mayor
temperatura implica una necesidad mayor de energfa para separar
las hé&lices. En los Cuadros 4 y 5 puede verse que la depfesién
de los puntos de fusidn de los heteroduplex es minima, lo gue
concuerda con el hecho de que al usar un criterio alto los duplex
se forman bien; cabe seflalar gque la mayor depresién se observa
entre los é&sladOS 4 vy RA én las secuencias (nicas, lo gue re-
fuerza que estos aislados difieren entre sf en mayor medida, gque

con el aislado venezolano.
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Llaman la atencién los datos obtenidos entre los aislados argenti-
no y venezolano ya que estos comparten casi la totalidad de las
secuencias repetidas y Gnicas: 99,6 y 98.3% respectivamente. La
diferencia en los puntos de fusién de los duplex RA*~RA y RA*-OPS
de las secuencias repetidas, tal vez podrfa ser explicada si se
considera que se cumplen tres condiciones:

1. Una gran similitud de las secuencias repetidas en ambos aisla~
dos;

2. La existencia de diferentes proporciones de secuencias rela-
tivamente mis largas respecto de otras;

3. Mayor heterogeneidad intrfnseca en la distribucién de secuen-
clas parciales en sf muy cortas (e.g. <350 pares de bases) y
que componen las secuencias relativamente mas largas.

Para aclarar esto, consid@rense finicamente las secuencias mds

largas y supdngase gJue para RA son como.sigue:

1. A4 } I 1 1 3 ] L]
3 + T 4 1 1

t ! } ; '
P; P P3 Py P P3 Py P3 Pz P3

¥y para OPS:

- ~ + -+ 1. I 1 $ + ‘}

Py Pi P3 P33 Py Pp Py Py Py P'4

Las proporciones de cada una, en los dos aislados podrifan ser:

hY

RA OPS
Largas 30% 50%
Otras 70% 50%

y la heterpgeneidad unida a la baja proporcién de las secuencias

largas en RA generarfa la presencia de fragmentos ({350 pb)
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con secuencias muy cortas, disponibles para reasociarse con los
fragmentos de RA* 1o gue darfa por resultado apareamientos menos
estables que disminuirfan los puntos de £fusién, A su vez, la
gran proporcifn de secuencias largas y la mayor homogeneidad de
los fragmentos resultantes en OPS, harfan gue se formaran, con

mayor probabilidad, duplex m&s estables afin que RA*-RA,

Por supuesto que esto deberd corroborarse experimentalmente y pa-~
ra ellose propone realizar los mismos experimentos, pero tomando
como referencia los fragmentos marcados de las secuencilas repe-
tidas de OPS. En el caso de que los puntos de fusiSn de los
duplex OPS*-OPS resultaran sensiblemente m&s altos gue los puntos
de fusibn de los duplex OPS*-RA, esto constituirfa mayor eviden~

cia para la hip6tesis planteada.

Chaudhari y Craig (45) encontraron gue la organizacién interna de
las secuencias repetidas largas de ADN en erizo de mar son termo-
estables, indicando la ausencia de divergencia evolutiva en las
familias de secuencias repetidas que las formany ademds, partien-
do de secuencias repetidas de diférente longitud y cort&ndolas en
fragmentos de 350 pb encontraron que el mal apareamiento en estos
duplex variaba inversamente con la leongitud inicial de la secuen-
cia repetida, sugiriendo arreglos especfficos de las familias de
secuencilas repetidas (secuencias parciales) gque forman las se—
cuencias repetidas largas gue se encuentran en ADN de erizo de
mar. La hipStesis propuesta en este trabajo se podria interpre-

tar como un arreglo particular de las familias de secuencias re-
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petidas muy conservadas en la evolucifn que forman las secuencias

repetidas del ADN de los aislados de T. cruzi estudiados.

Esta informacifn junto con los datos no publicados obtenidos por
este laboratorio (Clementina Castro, comunicacidn personal) sobre
la similitud entre el aislado mexicano usado como marcador, con
relacifn a los aislados venezolano y argentino, reafirma la mayor
distancia entre el aislado mexicano y el argentino, 'va gue s6lo
comparten el 92 y B2% de secuencias finicas y repetidas; ademis,
la similitud entre las secuencias muestra un abatimiento del pun-
to de fusi6n de 2,7 Y 2.,4°C, respectivamente; el aislado mexicano
Y el venezolano a su vez comparten 99 y 92% de sus secuencias ni-
cas y repetidas y las secuencias compartidas tienen un alto grado
de similitud, ya que sus temperaturas medias de fusifn son igua-
les en las secuencias repetidas.y s6lo existe .un.abatimiento de

0.7°C en las secuencias dnicas,

En suconjunto, los datos sugieren qué el aislado venezolano se
encuentra intermedio entre los aislados mexicano y argentino, no
s6lo geogrificamente, sino también en el contenido de informa- ~

cifn genética,
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