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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, como agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, es uno de
los principales problemas de salud publica en diversos paises latinoamericanos. De acuerdo
con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), existirian alrededor de 18 millones
de personas infectadas en el continente. A su vez, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) indica que en el cono sur alrededor de 50 millones de personas estdn expuestas al
riesgo de infectarse.

El conocimiento de la magnitud de la infeccién chagésica, su repercusion sobre la
salud y la economia de los paises latinoamericanos, varia grandemente, en especial, sus
formas clinicas. La caracterizacion genética de las variedades de T. cruzi es de suma
importancia, debido a la considerable heterogeneidad genética y bioldgica en las
poblaciones de este pardsito. Se han descritos previamente dos linajes filogenéticos
importantes, ambos muy heterogéneos; T.cruzi I y T.cruzi II. En la presente memoria se
han caracterizado nueve cepas a través de la secuenciacion del gen para citocromo b y su
posterior andlisis filogenético, el cual se realizd junto al total de cepas descritas en
GenBank para citocromo b de T. cruzi. Los resultados obtenidos muestran una topologia
que divide las diferentes cepas en tres Clados principales (Clado A, B y C), lo cual reafirma
resultados obtenidos en diversos estudios previos. Las muestras chilenas se distribuyen en
los tres clados, pero principalmente en el Clado A, cuyas cepas estan clasificadas como T.

cruzi [ segtin la nomenclatura internacional.



SUMMARY

The Trypanosoma cruzi, like etiologic agent of the disease of Chagas, is of the main
problems of public health in diverse Latin American countries. In agreement with the Pan-
American Organization of Salud (OPS), they would exist around 18 million people infected in
the continent. The World-wide Organization of the Health (the OMS) indicates as well that in
the South cone around 50 million people they are exposed to the risk of becoming infected.

The knowledge of the magnitude of the chagasic infection, its repercussion on the
health and the economy of the Latin American countries, vary greatly, in special, its clinical
forms. The genetic characterization of the varieties of T. cruzi is of extreme importance, due to
the considerable genetic and biological heterogeneity in the populations of this parasite. Two
important phylogenetic lineages have been described previously, both very heterogenous; the
T.cruzi I and T.cruzi II. In the present memory nine stocks through the secuenciaciéon of the
gene for citocromo b and its later phylogenetic analysis have been characterized, which it made
next to the total of described stocks in GenBank for citocromo b of T. cruzi. The obtained
results show a topology that divides the different main stocks in three Clades (Clade A, B and
C), which reaffirms results obtained in diverse previous studies. The chilean samples are
distributed in the three clades, but mainly in the Clade A, whose stocks are classified like T.

cruzi I according to the international nomenclature.
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I INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas se define como la infeccion de mamiferos producida por
el protozoo flagelado del orden Kinetoplastida, el Trypanosoma cruzi. En el hombre, la
infeccién puede ser congénita o adquirida y afecta, en grado variable, diversos érganos y
sistemas, especialmente el corazén y el tubo digestivo, produciendo cardiomegalia,
megaeso6fago y megacolon entre otras afecciones (Atias, 1998). Esta patologia y sus
componentes epidemioldgicos fueron descubiertos en Brasil por Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas en 1909 durante su trabajo en la campafia antimalarica en Minas Gerais.
(Lewinsohn, 1981)

Su principal mecanismo de transmision es un vector bioldgico, que involucra a
artrépodos hematoéfagos de la subfamilia Triatominae (Canals y Cattan, 1992). En Chile
son conocidos con el nombre comun de vinchucas, correspondiendo Triatoma Infestans al
insecto propio del ciclo domiciliario y peridomiciliario, y Mepraia spinolai del ciclo
silvestre (Atias, 1998).

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas de salud
publica en diversos paises latinoamericanos. De acuerdo con la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS), existirian alrededor de 18 millones de personas infectadas en el
continente (Anon, 1996; Schmunis, 1994). A su vez, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) indica que en el cono sur alrededor de 50 millones de personas estdn expuestas al
riesgo de infectarse (Anon, 2003; Schmunis, 1994).

Los triatomas que trasmiten la infeccion por 7. cruzi, se distribuyen en un drea que
se extiende desde el paralelo 43° de latitud norte (sur de California ), hasta el paralelo 49°
de latitud sur (regién central de Argentina). En esta extensa region, prevalecen las
condiciones ecoldgicas favorables para la transmisién y la mantencion de la parasitosis. En
Chile, el 4rea de endemia se extiende desde el paralelo 18° en el norte (I Region), hasta el
paralelo 34° (VI Regién) (Andén, 1996). El nimero de individuos infectados alcanzaria
alrededor de los 370.000 habitantes, con una incidencia de 8 mil casos/afio (Hayes y
Schofield, 1990)

En la forma adquirida de la enfermedad de Chagas, se distinguen tres periodos:

agudo, latente o indeterminado y cronico. Los cuadros agudos son excepcionales; sin



embargo, la cardiopatia y los megasindromes digestivos son frecuentes en la etapa cronica
de la enfermedad. Cerca del 30% de los individuos infectados desarrollan cardiopatia
chagésica crénica, la forma mdas severa de la enfermedad (Prata, 1990) y un 6-8% de
enfermos chagdsicos desarrolla trastornos del tubo digestivo, los cuales se traducen en la
formacion de megaes6fago y megacolon. En las etapas avanzadas el es6fago practicamente
no transporta su contenido, dado lo cual los pacientes se desnutren y sufren de frecuentes
infecciones del tracto respiratorio (Brener et al., 2000).

El conocimiento de la magnitud de la infeccién chagdsica, su repercusion sobre la
salud y la economia de los paises latinoamericanos, varia grandemente, en especial, sus
formas clinicas. En esta situacion influye la deficiente investigacion clinica, la falta de
recursos para el diagnéstico, la ausencia de estudios anatomopatolégicos, y los aislados
intentos por caracterizar las poblaciones de 7. cruzi (Atias, 1998). Este tultimo, es uno de
los temas principales de este estudio que, ademds de determinar cepas mediante métodos
moleculares, intenta también caracterizar filogenéticamente las distintas poblaciones
mediante secuenciacion del gen para el citocromo b a partir del DNA mitocondrial del

T. cruzi.



II REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Trypanosoma cruzi

2.1.1. Taxonomia.

El T. cruzi es un protozoo mastigoforo perteneciente al phylum Sarcomastigophora,
subphylum Mastigophora, Clase Zoomastigophorea, orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, que se caracterizan por la existencia en su tnica mitocondria de una
estructura que contiene DNA, el kinetoplasto. ElI DNA mitocondrial de los
tripanosomdtidos es muy inusual, se llama DNA kinetoplastidico (kDNA), el cual
representa cerca del 20% del DNA total del parasito. Estd formado por minicirculos (1.4
kpb) y maxicirculos (20 kpb) de DNA encadenados formando una compleja red compacta
(Brener et al., 2000).

Debido a su caracteristica de desarrollar formas infectantes en el interior del tracto
digestivo del vector y contaminar al mamifero por medio de las deyecciones de éste, integra
la seccion Stercoraria, al igual que otros tripanosométidos. El nombre taxonémico completo
es Trypanosoma (schizotrypanum) cruzi, ya que su multiplicaciéon en los vertebrados se
realiza a nivel intracelular, caracteristica del subgénero Schizotrypanum. (Atias, 1998; Lee

y Huntner, 1985)

2.1.2. Morfologia.

El parasito se origind en dreas silvestres del continente Americano, de donde evolucioné
y se adapt6é hacia el ciclo doméstico de la infeccion, por medio de diversos procesos
ecoldgicos y modificaciones antrpicas del medio (Forattini ef al., 1971). En sus diversos
hospederos y en medios de cultivos, 7. cruzi puede presentar tres aspectos morfolégicos

fundamentales: tripomastigote, epimastigote y amastigote (Atias, 1998).

a) Tripomastigote:

Se encuentra en el contenido rectal del vector y en la sangre de los mamiferos infectados.

Su aspecto es fusiforme de 16-20um de largo y 2-4um de ancho. Posee un niicleo ovalado



ubicado en el tercio medio del cuerpo, y posterior a €l se encuentra el Kinetoplasto, del cual
sale un flagelo que recorre la parte externa del pardsito, como una membrana ondulante,

exteriorizdndose en la parte anterior. (figura N° 1)

D0lmm

Figura 1: T.cruzi en estado de
Tripomastigote Microscopia electrénica de
barrido. (Tomado de Universidade Federal
de Séao Paulo, 2007)

b) Amastigote:

Son esféricos, de 2-5um de didmetro, poseen un nuicleo redondo, un kinetoplasto en
forma de barra, y no presentan flagelo visible. Su localizacion es exclusivamente dentro de
las células del mamifero infectado, en las cuales se multiplica. Estas inicialmente son
células del sistema fagocitico mononuclear, y posteriormente células musculares, cardiacas,

intestinales y esqueléticas. (Figura N° 2)

Figura 2: T. cruzi en estado
v { de Amastigote
e O i S [magen mediante
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Microscopio electrénico de barrido.
(Tomado de Procépio et al, 1999)
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¢) Epimastigote:

Es la forma de multiplicacién en el intestino del vector, son alargados y miden 10-15um
de largo y 1-3um de ancho, su nucleo es ovalado y por delante de el se encuentra el

kinetoplasto, del cual sale un flagelo con una corta membrana ondulante, que pronto se

hace libre en el extremo anterior.

—————i
010mm

Figura 3:7.cruzi en estado de
Epimastigote. Imagen de
microscopio electrénico de barrido.
(Tomado de Procépio et al, 1999)

2.2. Epidemiologia de la Infeccion.

La enfermedad de Chagas es la parasitosis mds importante en Latinoamérica,
constituyendo un grave problema en la Salud Publica.

El ciclo enzodtico de la enfermedad de Chagas se extiende por todo el continente
americano, aproximadamente entre las latitudes 42° Norte (sur de California) y 46° Sur
(regién central de Argentina y Chile) (Figura N° 4), las cuales presentan las condiciones
ecoldgicas favorables para la transmisiéon y manutencion de la enfermedad. Por otro lado, la
infeccién humana a través del vector ha sido reportada entre el norte de México y la latitud
46° Sur, areas donde los triatominos se han domiciliado (Anén, 1996).

En estas dreas, la OMS ha estimado que existirian cerca de 18 millones de personas

infectadas por 7. cruzi, con una incidencia aproximada de 500 mil casos nuevos al afio.



De los individuos infectados, 5 millones, por lo menos, presentarian sintomas relacionados
con la enfermedad y 90 millones de personas se encontrarian expuestas a contraer la

infeccion.

Figura 4: Area geogrifica
en la cual se extiende el ciclo
enzodtico de la enfermedad de
Chagas. (Tomado de
Medicinenet., 2007)

En Argentina, se estima que 2,5 millones de individuos estarfan infectados y que
alrededor de 10 millones estarian en riesgo de adquirir la enfermedad. En Bolivia el 55%
del territorio es considerado como drea endémica, con una poblacion rural de 1 millon de
personas, donde las tasas de infeccion varian del 26% hasta el 71% en nifios de 1 a 6 afios,
y del 32% hasta el 94% en adultos. Brasil, con una poblacién de 6 millones de individuos
infectados, representa el pais con mayor incidencia de la enfermedad de Chagas,
alcanzando 170.000 casos/afio (Anon, 1996). En paises centroamericanos, como Nicaragua,
Costa Rica, Panamd, Honduras, El Salvador y Guatemala, la seroprevalencia fluctia, en
orden creciente, entre 67.000 y 730.000 casos (Anén, 1996; Anén, 2003). México con una
poblacion de chagdsicos que alcanza casi los 1,7 millones, representa para Estados Unidos
un grave problema, debido a las importantes migraciones poblacionales que se producen en

ese pais (Brashear et al., 1995.; Holbert et al., 1995).



El principal vector en el hombre es el 7. infestans, cuyo biotipo es caracteristico del
paisaje agreste; su hdbitat es domiciliario y peridomiciliario, infestando la vivienda
campesina alimentdndose con la sangre del hombre y de los animales domésticos y
silvestres (Lent y Wygodzinsky, 1979). Desde esta situacién eminentemente rural, el
insecto ha invadido los alrededores de las zonas urbanas, las cuales constituyen centros de
atraccion industrial con una importante emigracion de personas. Segin estudios en las
zonas de endemia, un tercio de los triatomas estd infectado con 7. cruzi. En algunas zonas
rurales del norte de nuestro pais, se encuentra el vector M. spinolai, responsable de la
mantenciéon de un ciclo de infeccién silvestre, pero con poca trascendencia para la
transmision de 7. cruzi al hombre. La prevalencia de la infeccion en éste, determinada
mediante la aplicacion del xenodiagnéstico, varia entre 8 y 11%, pero aumenta a 18% al
emplearse pruebas serolégicas (Ordenes et al., 1996). En Chile las formas cronicas, la
cardiopatia y principalmente las megaformaciones digestivas, son frecuentes; en cambio,

las formas agudas son excepcionales, salvo las congénitas (Lopez et al., 2001).

El hombre puede infectarse con 7. cruzi, mediante diversos mecanismos:

e Por las deyecciones de triatominos, siendo éste el mecanismo mds importante. El
insecto, al picar en zonas descubiertas de la piel del hombre durante el suefio,
elimina sus heces con los tripomastigotes metaciclicos que penetran por el sitio de
la picadura o por las mucosas (Atias, 1998);

e Por la placenta, lo que determina la infeccién congénita. Una madre infectada puede
transmitir los 7. cruzi circulantes en su sangre durante la segunda mitad de
gestacion (Anon, 2000; Mufioz et al., 1992; Schenone et al., 1985);

e Por las transfusiones sanguineas, lo que constituye un peligro real, puesto que el
T. cruzi mantiene su vitalidad en los bancos de sangre, a pesar de la temperatura del
refrigerador, hasta por dos meses (Atias, 1998; Brashear et al., 1995)

e Por transplante de Organos, lo que principalmente se ha descrito por transplante
renal.( Brashear ef al., 1995.; Holbert et al., 1995)

e Por leche materna: seria una remota posibilidad de infeccién. En la literatura existe

un caso bien documentado de este mecanismo de transmision (Atias, 1998).



e Por la manipulaciéon de sangre y de animales infectados, como ocurre en las
infecciones accidentales que se producen en los laboratorios que trabajan en la
enfermedad de Chagas experimental, o en los individuos que descubren animales

salvajes o semidomésticos infectados (Atias, 1998).

Diversos estudios han demostrado que la infeccion chagdsica es mas frecuente que
ocurra en la nifiez, aunque la sintomatologia suele aparecer muchos afios después de la
primoinfeccién. Asi también, por causas no determinadas, el compromiso visceral

miocdrdico o del tubo digestivo es mds frecuente en el sexo masculino (Atias. 1998).

2.3. Patologia.

2.3.1. Ciclo evolutivo.

Bajo condiciones naturales, 7. cruzi infecta mds de 100 especies de mamiferos de
diferentes 6rdenes y se transmite a través de hemipteros hematéfagos de la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, popularmente conocidos como vinchucas (Noireau et al., 1999). De
los 16 géneros distintos que son susceptibles a la infeccién por 7. cruzi, los mds importantes
son Pastrongylus, Rhodnius y Triatoma. En Chile existen dos ciclos de transmision para
T. cruzi, cada uno de ellos dependiente de una especie diferente de estos insectos: el silvestre,
relacionado con M. spinolai, autéctono de nuestro pais (Canals y Cattan 1992), que
generalmente involucra hospederos vertebrados animales y el ciclo doméstico, dependiente de

T. infestans, que involucra humanos y animales domésticos. (Atias, 1998).

Los hemipteros hematéfagos se infectan al ingerir sangre de mamiferos que contiene
tripomastigotes. En el lumen del intestino medio del insecto, los parasitos se multiplican muy
activamente como epimastigotes y, al cabo de 15 a 30 dias, se desarrollan los tripomastigotes
metaciclicos en el intestino posterior del triatoma. Cuando el insecto pica al mamifero, emite
deyecciones con tripomastigotes. De esta manera, la forma infectante del 7. cruzi es
depositada pasivamente en la piel, penetrdndola por la herida que causa la picadura o por
lesiones de continuidad existentes previamente como también por las mucosas (Brener et al.,

2000). Al momento de ingresar al hospedero, se produce una reaccién inflamatoria local



aguda, donde algunos tripomastigotos son fagocitados por células macrofdgicas y otros
penetran en las células del tejido celular laxo y monocitos derivados de células dendriticas
(Van Overtvelt et al., 1999). En el interior de ambas células comienzan a multiplicarse
activamente por fision binaria, transformandose en amastigotes, los cuales, posteriormente se
diferencian a tripomastigotes y salen a circulacién para invadir nuevos tejidos, en especial
células del sistema reticulo endotelial (Tanowitz et al., 1999), musculo cardiaco (Acquatella,
1998), esquelético y liso (Cardoni, 1997) y sistema nervioso central (Schmunis, 1994). Este
ciclo de circulacion sanguinea y de invasion celular se repite numerosas veces, completiandose
el ciclo bioldgico cuando los tripomastigotes son ingeridos por otros triatominos (figura N° 5)

(Atias, 1998.).

Estados en el ciclo del insecto Estados en el ciclo Humano
Inzecto triaroming succiona sangre picando | piel Tripomastigotos Metaciclicos
or_.r elirmina zus heces con loz Fpormaztigotes metaciclicos a-penetran fferentes células en el
yue penetan por el sitio de la picadurz o por las mucosas =itio de la herida. Dertra de la célula

=e transforma en Amastigotos.
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Figura 5: Ciclo biolégico del T. cruzi.(Modificado de Centers for Disease Control and
Prevention, 2007)




2.3.2. Enfermedad de Chagas.

En la enfermedad de Chagas se reconocen tres fases: una fase aguda corta, una fase
crénica latente de larga duracion, y finalmente una crénica, caracterizada por la aparicion
de secuelas (Atias, 1998).

El proceso inflamatorio, la penetracion e invasion de los pardsitos en los diferentes
tejidos y Organos, la alta  parasitemia, la respuesta local, la destruccién de las células
nerviosas y musculares conducen a procesos degenerativos de grado variable, con
reemplazo de estas células por tejido fibroso, caracterizando la fase aguda de la enfermedad
de Chagas (Cardoni, 1997; Zhang y Tarleton, 1999). Esta puede durar algunos meses y los
sintomas suelen ser leves e inespecificos, razon por la cual sélo se diagnostica en el 1-2%
de los afectados, pasando inadvertida en la mayoria de los casos (Atias, 1998; Prata, 1990).
La sintomatologia generalmente se observa en nifios menores de 15 afios (Atias, 1998; Dias
y Dias, 1968), pudiendo cursar con una inflamacién localizada en la puerta de entrada del
T. cruzi, llamada chagoma de inoculaciéon (Mazza et al., 1940) o, si ocurre una infeccién a
través de la conjuntiva o piel del parpado, puede producir una celulitis periorbitaria
eritematosa, con edema unilateral bipalpebral y linfadenitis regional conocida como el
signo de Romafia Mazza; o, puede presentar compromiso viceral, adquiriendo gran
importancia en niflos menores de dos afios (Lugones, 1959; Tanowitz, et al 1992), los
cuales pueden cursar con fiebre (Cancado, 1979; Rassi et al., 1958), hepato o
esplenomegalia, poliadenopatias generalizadas, miocarditis (De Andrade et al., 1998) y/o
meningoencefalitis (Atias, 1998).

Trascurridas algunas semanas, posterior al periodo agudo, con o sin la existencia de
manifestaciones clinicas, la multiplicacién intracelular de los parésitos se vuelve lenta y
disminuye la parasitemia, entrando en una fase latente, sin signos clinicos, la cual puede
persistir en forma indefinida o desarrollar manifestaciones propias de la enfermedad de
Chagas crénica, como son las secuelas (Atias, 1998; Prata, 1990; Tanowitz et al., 1992).

El periodo crénico se caracteriza por una escasa parisitemia (Castro et al., 1999) y
un dafio irreversible de algunos parénquimas, pudiendo evolucionar hacia noxas cardiacas,
digestivas o neuroldgicas (Acquatella, 1998; Pays, 1999; Silva et al., 1999). La

miocardiopartia crénica y las alteraciones del ritmo cardiaco, son las formas mas habituales
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de la cardiopatia chagésica (Afiez et al., 1999). La patogenicidad siempre comienza en el
periodo subclinico, con aparicién de alteraciones electrocardiograficas, caracterizadas por
bloqueo completo de la rama derecha del haz de Hiss y hemibloqueo izquierdo anterior.
Esto puede continuar por largo tiempo o volverse sintomético. Los sintomas mds frecuentes
son: palpitaciones, mareos, sincopes, disnea de esfuerzo, edema y dolor precordial en la
forma adquirida por accién del vector (Berra et al., 1998).

En relacién a la patogenia de la cardiopatia crénica, ésta es multifactorial, ya que
involucra una pérdida del control auténomo del corazén, por la destruccion selectiva de las
neuronas parasimpdticas, predominando la inervacidon simpdtica, lo que conduce a las
células cardiacas a su hipersensibilidad a las catecolaminas (Gavin et al., 1998) y a la
destrucciéon directa del tejido cardiaco por el 7. cruzi. La ruptura de los nidos de
amastigotos lleva a una reaccién inflamatoria y fibrosis, y a reacciones inmunes anti-
miocardio por mediacién celular y/o humoral (Kierszenbaum, 1999; Rosse, 1998).

Dependiendo de la progresiéon y magnitud del dafio cardiaco, pueden aparecer
arritmias, hipertrofia y posterior dilatacion del musculo cardiaco (cardiomegalia),
insuficiencia cardfaca en forma progresiva y fenémenos de tromboembolismo entre otras
complicaciones (De Oliveira et al., 1998). La fibrilaciéon ventricular es probablemente la
causa mds frecuente de muerte subita en los pacientes chagdsicos crénicos (Atias, 1998).

Por otro lado, una fraccién no determinada de enfermos desarrolla trastornos del
tubo digestivo, pudiendo ser afectada cualquier porcién de éste. Sin embargo, los tejidos
mds comunmente afectados son el esofago y el colon (De Oliveira et al., 1998). Se
producen trastornos de la motilidad esofdgica, el transito intestinal se ve retardado,
provocando una disfagia 16gica, dolor epigastrico y regurgitacion, apareciendo finalmente
el fenémeno de acalasia, que posteriormente con el aumento del calibre y dilatacion del
organo, lleva al desarrollo del megaes6fago (Rezende y Moreida, 1988).

En el colon se producen alteraciones peristdlticas, manifestdndose por constipacion
progresiva, fecalomas, dilatacion y elongacion (dolicomegacolon), constituyéndose el
megacolon chagdsico y pudiendo complicarse con vdlvulos intestinales agudos. La
dilatacién de los segmentos digestivos se debe a una degeneracion de las neuronas de los

plexos mientéricos frecuentemente acompafiada de la infiltracion de linfocitos e histocitos.
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No obstante, esta degeneracion comienza en la fase aguda, pero la aparicion de los
megasindromes, se observan generalmente en el adulto, donde la pérdida fisiolégica
progresiva de las neuronas en los plexos ya dafiados alcanza un nivel critico. (Atias, 1998;
De Oliveira et al., 1998)

La neuropatia chagdsica representa la destruccién neuronal que afecta los sistemas
nerviosos central, periférico y auténomo, que segun la localizacion de la lesion, puede
evidenciarse la aparicién de paresias, perturbacion funcional del cerebelo, convulsiones y
anormalidades psiquicas (Silva et al., 1999).

Esta zoonosis parasitaria ademds de la transmision vectorial también presenta otros
mecanismos de infeccién. Con las migraciones de las poblaciones rurales hacia las grandes
ciudades, el pardsito paso a ser transmitido mediante transfusiones sanguineas, transplantes
de organos y accidentes de laboratorios, constituyéndose actualmente, una forma de
urbanizaciéon de la enfermedad (Solari y Spotorno, 2002). Ademds de estas formas
adquiridas de la enfermedad de Chagas, existe la posibilidad de que los tripomastigotos de
T. cruzi circulantes, presentes en una embarazada chagdsica puedan ser transmitidos
durante la gestacion al feto, constituyéndose asi, la forma transplacentaria de la
enfermedad.

La importancia de la infeccién transplacentaria por 7. cruzi en nuestro medio ha
sido claramente establecida (Anon, 2000; Mufioz et al., 1992; Schenone et al., 1985.), pero
aun persisten algunos problemas especialmente en su diagndstico, lo que hace
indispensable mejorar la calidad, sensibilidad y especificidad de la tecnologia establecida
hasta la fecha. Este tipo de transmision es producida por el paso de los tripomastigotos de
T. cruzi a través de la placenta, desde una madre infectada al feto en formacién. La
prevalencia de infeccién por 7. cruzi en mujeres embarazadas en Latinoamérica, oscila
entre 50% en Bolivia y 8% en Uruguay (Mufioz et al., 1992). En Chile diversos autores
describen prevalencias entre 1% y 10% pero en algunas localidades de la III y IV Region
esta cifra puede alcanzar al 20% de las mujeres en edad fértil (Mufoz et al., 1992; Lorca, et
al., 1987). A diferencia de la toxoplasmosis, la transmisién del pardsito al feto puede
producirse en cualquier etapa de la infeccion materna, ya sea aguda o crénica; ademas
puede repetirse en embarazos sucesivos e inclusive afectar en embarazos gemelares a

ambos fetos (Mufioz y Thiermann, 1990).
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Puede producir fetopatias y aborto, o al nacer el nifio puede presentar una amplia
gama de manifestaciones clinicas, desde casos asintomadticos y aparentemente sanos hasta
cuadros graves y mortales. Es asi como en alrededor del 80%, la madre no transmite la
infeccién al nifio y éste nace absolutamente sano. Pero en una cifra que oscila entre 10 a
20%, se produce el paso del pardsito a través de la placenta. De acuerdo al tiempo en que
éste se produzca puede producir un mortinato, o el nacimiento de un nifio infectado
asintomadtico, o uno sintomadtico. En dichos casos la infeccion serd persistente y de acuerdo
a las conductas médicas que se apliquen, el nifio evolucionard a la recuperacion,
enfermedad, secuelas o eventualmente la muerte (Freilij y Altcheh, 1995).

Diversos estudios materno infantiles se han realizados en Chile en zonas de alta y
baja endemia chagdsica. Hasta la fecha, la tnica diferencia claramente establecida es que en
las zonas de alta endemia, la prevalencia entre la embarazada puede oscilar entre 2,4% a
26,5% y en las zonas de baja endemia, entre 1 y 2% pero en ambas dreas la transmision
alcanza entre 10% y un 12,5% (Muiioz et al., 1992; Schenone et al., 1985). Los nifios al
nacer son asintomdticos en el 80% de los casos, de término y con adecuado peso de
nacimiento. Cuando son sintomdticos, pueden presentar: prematuridad, bajo peso de
nacimiento, ictericia, anemia, hepato y/o esplenomegalia, meningoencefalitis, miocarditis y

en ocasiones compromiso ocular y muerte (Freilij y Altcheh, 1995).

2.3.3. Diagnéstico

Diagnostico en la etapa aguda y crénica
Ademds de los antecedentes clinicos y epidemioldgicos, el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas actualmente se basa en dos tipos de metodologias, una directa o de

certeza y otra indirecta o seroldgica (Atias, 1998).

a) Métodos Directos:

Estan orientados a la observacion directa del 7. cruzi en sangre de pacientes o en
deyecciones de T. infestans y son utiles en etapa aguda de la enfermedad. Las técnicas mas
utilizadas son: examen directo de sangre fresca y gota gruesa, métodos de concentracion

como el microstrout y xenodiagndstico, este ultimo, util también en la etapa crénica de la
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enfermedad. La ventaja que presentan estos exdmenes a excepcion del xenodiagndstico, es
su bajo costo, facil manejo, rapidez diagndstica y una especificidad del 100%. Por el
contrario la desventaja estd dada por la sensibilidad que en algunos casos alcanza un 60% y
en los cronicos sélo de un 20%, ademds de que las parasitemias detectadas se encuentran
entre niveles medios a alto (Atias, 1998).
El xenodiagndstico que utiliza al propio vector de la enfermedad, en la deteccion del
T. cruzi en pacientes en etapa aguda o crénica de la enfermedad de Chagas, presenta por un
lado ventajas de especificidad del 100%, sensibilidad en casos agudos del 80%, pero por
otro lado, un costo mds alto, manejo de personal semiespecializado, escasa rapidez
diagndstica, ya que so6lo se pueden obtener resultados entre los 30 a 90 dias, ademds que la
sensibilidad en casos crénicos s6lo alcanza al 40% y las parasitemias detectadas se
encuentran entre niveles medio a alto (Atias, 1998; Solari et al., 1998; Ferreira y Avila,
1995).
Diversos estudios demuestran que la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizada en vectores, animales domésticos y silvestres y en pacientes agudos o crénicos
con enfermedad de Chagas (Britto, et al.,1995), presenta un alto grado de especificidad y

sensibilidad, superando a los otros métodos directos en general (Juanqueira, et al., 1996).

b) Métodos Indirectos:

Estan orientados a la deteccion de anticuerpos especificos anti 7. cruzi, por lo tanto
evaluan la respuesta inmune humoral del hospedero infectado. Las técnicas convencionales
mds utilizadas, debido a su alta sensibilidad y especificidad, son la reaccion de ELISA y la
reaccion de inmunofluorescencia indirecta (RIFI); en ambos se pueden detectar y
cuantificar inmunoglobulinas isotipo-especificas, como IgM, I1gG e IgA. Su costo es medio
y posee una rapidez diagndstica de 24 hrs. y especificidad que oscila entre 98 y 100%. En
cuanto a la sensibilidad, ésta va a depender de la fase de la enfermedad y la
inmunoglobulina estudiada. En el periodo cronico, la IgG alcanza entre 95 — 100% y en el
periodo agudo su utilidad es minima, cobrando importancia la IgM que puede llegar a 60%
de sensibilidad (Ferreira y Avila, 1995).

La utilizaciéon de técnicas no convencionales como los antigenos recombinantes y

péptidos sintéticos, han permitido mejorar la sensibilidad en los casos agudos. Pero por su
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alto costo, requerimiento de personal e infraestructura especializada, dificulta su utilizacion

masiva (Lorca et al., 1993; Vergara et al., 1991).

2.3.4. Tratamiento.

Actualmente se cuenta con dos medicamentos que han demostrado ser ttiles en el
tratamiento de la enfermedad, el Nifurtimox y el Benznidazol.

El nifurtimox es un derivado de los nitrofuranos, con efecto tripanomicida contra las
formas tripomastigote y amastigote de 7. cruzi. El mecanismo de accion se relaciona con la
capacidad de producir radicales superdxidos libres que originan productos parcialmente
reducidos y que tienen accién téxica a nivel celular, entre los que destacan radicales
superoxidos, hidroxilo y peréxidos de hidrogeno, siendo este dltimo el mas dafiino, pues el
T. cruzi carece de catalasas y glutatién peroxidasa, haciéndolo mds vulnerable a su accién.
En el caso de los tripomastigotos, se inhibe la penetracion a las células de los hospederos.
In Vitro se ha observado un dafio directo en los amastigotes intracelulares impidiendo su
desarrollo posterior (Webster, 1987).

Clinicamente el efecto se traduce en una disminucién de las parisitemias que
caracterizan la fase aguda; sin embargo, en las formas crénicas su rendimiento es muy bajo
(Urbina, 1999). En general, la serologia persiste positiva, negativizdndose los exdmenes
directos entre 80 a 100%, dependiendo del tiempo de seguimiento al que sean sometidos los
pacientes (Freilij y Altcheh, 1998). Cuando existe dafio tisular o las lesiones son
irreversibles, el medicamento no tiene ningtn efecto sobre éstos.

El Benznidazol, derivado nitroimidazdlico, también es capaz de generar radicales
libres intracelulares siendo, al igual que el Nifurtimox, un tripanomicida efectivo en las
fases agudas de la enfermedad (Webster, 1987).

En términos generales el tratamiento de la enfermedad de Chagas ha demostrado ser
efectivo en las primeras semanas de una infeccién vectorial, en la infeccién tranfusional
reciente, en los primeros estados de una reactivaciéon y en los casos de infeccion
transplacentaria.

En los casos de infeccion transplacentaria en nuestro pais, el tratamiento se efectia

con Nifurtimox, que posee menos reacciones adversas y mejor tolerancia respecto al
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Benznidazol. El tratamiento se inicia con dosis progresivas hasta alcanzar la recomendada
entre 8 a 10 mg/kg/dia durante 60 dias, via oral. La efectividad dependerd en gran medida
del periodo de la infeccién y de la prontitud con que se instaure el tratamiento una vez

confirmado el diagndstico

2.4. Criterios De Identificacion.

El T. cruzi constituye una compleja poblaciéon de pardsitos tanto en mamiferos
domésticos o silvestres, como en el insecto vector. Cuando se estudian las cepas aisladas de
estos diversos hospederos, se observa una gran variedad tanto en la morfologia, virulencia y
en la distinta susceptibilidad a los agentes quimioterdpicos, mds que cuando se las estudia
en modelos experimentales (Solari et al., 1998).

El andlisis de isoezimas fue el primer abordaje de caracterizacion bioquimica de las
cepas de T. cruzi llevado a cabo por Miles en 1980 que permiti6 identificar la existencia de
tres zimodemos (Z1, Z2 y Z3) (Miles, 1980).

Ha sido de creciente interés la caracterizacion bioquimica e isoenzimadtica de las
cepas de T. cruzi. Asi la electroforesis isoenzimética, un método que detecta las diferencias
entre enzimas que presenta propiedades cataliticas comunes, pero que tienen estructuras
moleculares diferentes, han permitido caracterizar las poblaciones de 7. cruzi en relacion
con su perfil bioquimico; es decir, con sus zimodemas. De esta forma, se ha determinado
que en Brasil el zimodema 1 (Z1) es caracteristico de las cepas de animales silvestres y de
los triatomas, mientras que Z2 se encuentra en las cepas del hombre y de los animales
domésticos. En Chile se ha observado Z1, aislado principalmente de M. spinolai y de
animales silvestres de las regiones III al sur, mientras que también se encuentra en
T. infestans de la I y Il regiones. En cambio, Z2 se ha obtenido de 7. infestans, del hombre
y de animales domésticos de todo el pais. El zimodema Z2 se ha divido en Z2a, similar a
Z2 de Brasil, y Z2b de Bolivia, el cual es el més prevalente en Chile. En Venezuela la
mayoria de las cepas aisladas de pacientes con enfermedad de Chagas es de Z1. Por otra
parte, en el este de Brasil predomina Z2. El estudio de estos marcadores isoenziméaticos
permitird conocer mejor los ciclos domésticos y silvestres del T. cruzi (Brisse et al., 2000;

Tibayrenc, 1998).
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Diferentes estudios han demostrado la variabilidad isoenzimdtica de cepas de T.
cruzi, aisladas de diversos hospederos (Miles, 1980; Romanha, 1979). A partir de estos
resultados se lleg6 a la conclusion de que la multiplicacion del pardsito es asexuada, lo que
genera una serie de poblaciones o clones naturales, que exhiben considerables diferencias
genéticas (Ayala, 1993). Esta estructura clonal tendria un gran impacto sobre las
propiedades bioldgicas del pardsito (Revollo et al., 1998; Tibayrenc, 1995).

El estudio de la variabilidad genética de las poblaciones de 7. cruzi permite la
identificacién de las cepas principales y secundarias presentes en los vectores, evaluacion
de la relacion entre los ciclos silvestres y domésticos, identificacion de los reservorios,
relacion con la endemicidad y rol en la patologia humana.

Los andlisis comparativos de varios marcadores polimorficos muestran una alta
correlacion con los diferentes zimodemas identificados (Tibayrenc et al., 1998), ademas los
genotipos mds frecuentes presentan una distribucién geogrifica muy extensa, lo cual
concuerda con la reproduccion clonal (Tibayrenc, 1995).

El andlisis isoenzimdtico permite estudiar el modo de reproduccién de los
organismos, medir las distancias evolutivas y construir drboles filogenéticos. El taxén
T. cruzi se caracteriza por un grupo de clones distribuidos sobre largas dreas geogréficas
con algunos clones mds frecuentes llamados clones mayores -Clados- (Tibayrenc, 1995;
Tibayrenc, 1998). EL numero de clones identificados en el taxén 7. cruzi no es limitado, el
incremento de las cepas estudiadas y la resolucion de las técnicas utilizadas para el estudio
del genoma permiten detectar mayor variabilidad genética; sin embargo, datos
isoenzimdticos y andlisis por RAPD de varias cepas representativas de la diversidad del
taxon, ademds de andlisis de genes de mini-ex6n y del RNA ribosomal 24S, mostraron que
las poblaciones de 7. cruzi se reparten en dos principales linajes, cada uno muy
polimérfico, denominado Linaje 1 y Linaje 2 (Souto ef al., 1996), o “clado” o filum,
llamados 2% filum mayor y 1° filum mayor respectivamente (Tibayrenc, 1995; Brisse et
al., 1998).

Las cepas previamente descritas por Miles ef al en 1980 como Z1, pertenecen al
primer filum mayor y las cepas nombradas Z2 y Z3 se encuentran dentro del segundo filum

mayor respectivamente (Tibayrenc, 1995; Brisse et al., 1998).
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Durante el simposio internacional en conmemoracién del 90™ aniversario del
descubrimiento de la enfermedad de Chagas, realizado en abril de 1999 en Rio de Janeiro,
Brasil, se realizé6 una reunion satelital sobre recomendaciones de estandarizacién de la
nomenclatura de 7. cruzi. Dentro de ellas se destaca la designacion o calificacion de cepas
como T. cruzi 1 (Tc I) aquellas equivalentes al Zimodema 1 (Miles, 1980; Barret et al.,
1980), Type III (Andrade, 1974), Linaje 2 (Souto et al., 1996), Grupo I (Tibayrenc, 1995),
Ribodema II/III (Clark y Pung, 1994), ler filum mayor (Tibayrenc, 1998), o similares; y
como T. cruzi II (Tc II) a aquellas equivalentes al Zimodema 2 (Miles, 1980; Barret et al.,
1980), Zimodema A (Romanha, 1979), Type II (Andrade, 1974), Linaje 1 (Souto et al.,
1996), Grupo 2 (Tibayrenc, 1995), Ribodema I (Clark y Pung, 1994), 2% filum mayor
(Tibayrenc, 1998), o similares.

Estos estudios han demostrados la existencia de distintas poblaciones clonales,
actualmente por medio de técnicas moleculares, se ha establecido que algunos genotipos
tienen mayor afinidad por ciertos tejidos u organos, lo que explicarfa la diversidad de
manifestaciones clinicas en los individuos con enfermedad de Chagas. (Revollo et al.,
1998). Por otra parte, no existen antecedentes claros que demuestren cudles son los factores
involucrados en la transmisiéon de la infeccion, ni tampoco la existencia de diferencias
genéticas a nivel parasitario, que implicarian que ciertas poblaciones de 7. cruzi tendrian
mayor facilidad de atravesar la placenta, y asi infectar al feto en formacion.

De acuerdo a estos antecedentes, se requiere mejorar el diagndstico precoz de la
infeccion por 7. cruzi, contar con mejores herramientas para la evaluacion del tratamiento
de la infeccidn, estudiar las caracteristicas genéticas del pardsito y asociarlas con los
antecedentes epidemioldgicos de las cepas involucradas en la infeccion y asociarlas con los
procesos que pudieran estar involucrados en la patologia y evolucién de la infeccion.

Por tal motivo, la técnica de biologia molecular denominada PCR representa una
herramienta altamente sensible y especifica que reline todas las caracteristicas necesarias

para su utilizacion y aplicacion en el diagndstico parasicoldgico.
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2.5. Estudios Filogenéticos.

Durante siglos los cientificos han intentado evaluar y describir la diversidad
bioldgica, asi como explicar los patrones y procesos por los cuales se origina. Esta
disciplina es conocida como sistemadtica y tiene dos niveles de estudio: el andlisis de las
relaciones filogenéticas o de parentesco entre los taxa y el estudio de los procesos
evolutivos que ocurren en las distintas poblaciones de una especie. Conocer las relaciones
filogenéticas de un grupo es importante, no sélo para que el sistema de calificacion refleje
la estructura histdrico jerarquica del mismo, sino porque es relevante para otras dreas de la
biologia como la fisiologia, ecologia, epidemiologia o biologia de la conservacion. Entre
todas las herramientas moleculares desarrolladas hasta hoy, la secuenciacion de fragmentos
de DNA, ha permitido la comparaciéon nucleotidica de genes especificos con fines
sistemdticos. Particularmente en este tipo de estudios, el DNA mitocondrial ha recibido
mayor atenciéon que el DNA nuclear, debido a que puede ser aislado junto con el DNA
gendmico, se presenta en alto nimero de copias por célula, y presenta una organizacién de
secuencias simple, resultado ideal para la reconstruccion de filogenias, siendo el citocromo

b uno de los genes mds estudiados (Marin, 2004).

2.5.1. Criterios para analisis filogenéticos.

Después de haberse separado cladisticamente, dos linajes pueden adquirir
independientemente nuevas similitudes por acciéon de factores evolutivos que no son
herencia de un ancestro comun, lo que se denomina evolucion paralela (Spotorno et al.,
2004a). Incluso después de estar separadas muchos millones de afios, dos especies de
parentesco muy remoto pueden adaptarse a condiciones que hacen sugerir nuevas y muy
particulares similitudes (evolucién convergente). Como es dificil separar estas similitudes
se las junta en una sola categoria: homoplasia (Spotorno, 1984). De lo anterior, surge la
necesidad de criterios para distinguir los varios tipos de similitudes. Sélo aquellas
homologias debidas a un ancestro comun cercano, llamadas técnicamente sinapomorfias,
constituyen buenos argumentos para unir cladisticamente dos taxones; estas sinapomorfias

son las que permiten reconstituir la filogenia verdadera que se intenta estimar.
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En las dltimas décadas han aparecido criterios definidos para reconocer homologias

verdaderas, en contraste con las homoplasias. Estos criterios son:

Criterios mayores:

a) Relaciéon o criterio de posiciéon: Las entidades homdlogas ocupan posiciones

similares en los sistemas;

b) Relacién o criterio de composicién: Las entidades homdlogas estdn compuestas de

partes similares en nimero, forma o funcién, y en sus interrelaciones mutuas.

Extension de los criterios mayores:

Relacioén o criterio de serie: Las entidades homodlogas pueden ser ordenadas en una

serie, de manera que los extremos pueden ser conectados por pasos intermedios.

Criterios menores o subsidiarios:

a) Las homologias son probables en entidades aparentemente similares en posicion y
composicién y que aparecen en especies que, por los criterios mayores, ya se sabe que
poseen homologias.

b) Las homologias son probables cuando entidades similares ocurren en gran niimero de
especies.

c¢) La posibilidad de homologia existe si un conjunto de entidades similares se
distribuyen de manera similar en varias especies. Esta posibilidad aumenta con la
adicion de tales conjuntos (Spotorno et al., 2004a).

Los caracteres homopldsicos no resisten el andlisis detallado que indican estos

criterios. Las similitudes empiezan a desaparecer a medida que el anélisis se hace més fino,

y mads lejano se hace el nivel donde se observaron las similitudes homoplasicas (Spotorno

et al., 2004b).
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2.5.2. Filogenia de Trypanosomas.

Hay una reciente revision respecto a la evolucién molecular de los Trypanosomas,
basadas en secuencias de RNA ribosomal (rRNA) que indican origen en Africa y parafilia
para Trypanosoma, aunque otros genes indican monofilia. Hay claramente una escasa
representacion del material chileno; es asi como una busqueda en GenBank del género
arrojo 122.348 entradas, para citocromo b hay solo 3 secuencias chilenas ingresadas: T.
cruzi cepa Tulahuen c12 (AJ130936), la cepa CBB y la cepa MN.cl2, las tres pertenecientes
a la IV Region del pais, correspondiendo a un trabajo realizado por el grupo Tibayrenc en
Francia (Brisse et al., 2000). En total hay solo 21 secuencias publicadas para el gen de
citocromo b en este grupo.

El analisis del T. cruzi mediante PCR entrega informacion répida sobre el o los
genotipos presente en una determinada muestra bioldgica. Este enfoque ha sido utilizado en
Bolivia y Brasil para obtener informacién sobre la epidemiologia de la enfermedad de
Chagas. En Chile el primer y unico resultado con este andlisis se obtuvo con muestras de
pacientes chagdsicos (Solari y Spotorno, 2002). Resulta por ende necesario acumular
informacion sobre la variabilidad de 7. cruzi circulantes en el ciclo selvatico de la

transmision de la enfermedad de Chagas.
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III OBJETIVOS

=  Objetivo general.

Desarrollar una descripcion de la diversidad molecular de las poblaciones de
T. cruzi circulando en territorio chileno a partir de muestras obtenidas de mamiferos
hospederos y sus insectos vectores, como también reconstruir su filogenia usando la

secuencias del gen para citocromo b.

=  Objetivos especificos.

* Identificacion y descripciéon molecular de cepas de T. cruzi, tanto de ciclo silvestre
como peridomiciliario, mediante secuenciacion del gen para citocromo b.

» Caracterizar y comparar la variacion genética de estas secuencias en las distintas
cepas que forman parte de los ciclos silvestres y peridomiciliarios de la enfermedad
de Chagas.

* Analizar filogenéticamente estas secuencias nuevas.
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IV MATERIAL Y METODO.

4.1. Muestras analizadas.

Las secuencias del gen para la proteina citocromo b fueron obtenidas a partir del
andlisis de un stock total de 60 muestras de la I y IV Region (las muestras de cabra, degu y
yaca provienen de la Reserva Nacional Las Chinchillas, Aucé, IV Regién) (Cuadro N°: 1).
De este conjunto de muestras fueron finalmente secuenciadas y analizadas un total de 9,
correspondiendo 3 de éstas a cabra (Capra hircus), dos a degu (Octodon degus), una al
parasito vector 7. infestans, una a M. spinolai y dos cepas de referencia que pertenecen a
muestras procedentes de Humanos como son las las cepas SAP6 y la cepa CBB Tulahuen-
human. (Ochs et al., 1996; Brisse et al., 2000), tnica cepa de este estudio que se encuentra
publicada en Gen Bank para citocromo b de 7. cruzi. Todas las secuencias obtenidas en el
presente estudio son originarias de la IV Region. Este conjunto de cepas secuenciadas
fueron analizadas junto a la totalidad de cepas publicadas disponibles para citocromo b de
T. cruzi en GenBank, correspondiendo a un total de 21 cepas, de las cuales s6lo 3 son
originarias de Chile, todas estas procedentes de la IV Region (Cuadro N°: 2) El stock
disponible en Gen Bank, alcanzadas en su totalidad a través de cultivos celulares, es un
grupo muy heterogéneo en cuanto al pais de origen, localidad y hospedador originario, lo
cual nos entrega una adecuada base de comparacion.

Especie de origen Cantidad localidad
Capra hircus (Cabra) (3) IV Region (Auco)

Octodon degus (Degu) #(2) IV Region (Auco)
Thylamis elegans (Yaca) IV Region (Auco)

Phyllotis darwini I Region

Abrothrix olivaceus(Laucha olivacea) I Region

T. infestans (Vinchuca) (1) IV Region
M. spinolaie (1) 4 IV Region
Humano ¢ (2) IV Regién
Total

Cuadro 1: Origen y nimero de muestras analizadas.
# (N°): Muestras secuenciadas y analizadas filogenéticamente.
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133-79 cl7

Linaje

T. cruzi 1

Pais

Bolivia

Localidad

Santa Cruz

Hospedador

Humano

Cuica cl1

T. cruzi 1

Brasil

Sao Paulo

Philander opossum

X10cll

T. cruzi 1

Brasil

Belém

Humano

SC13

T. cruzi 1

Colombia

Antioquia

Rhodnius pallescens

Tehuentepec cl2

T. cruzi 1

México

Tehuantepec

Humano

CanllII cl1

T. cruzi Ila

Brasil

Belém

Humano

Stc33R

T. cruzi lla

USA

St. Catherines Island

Procyon lotor

DogT

T. cruzi lla

USA

Oklahoma

Canis familiaris

CBB cI3

T. cruzi IIb

Chile

Tulahuén IV Regién

Humano

Esmeraldo cl3

T. cruzi IIb

Brasil

Bahia

Humano

TU18 cI2

T. cruzi IIb

Bolivia

Tupiza

Triatoma infestans

M6241 cl6

T. cruzi Ilc

Brasil

Belém

Humano

M5631 cl5

T. cruzi Ilc

Brasil

Marajo

Dasypus novemcinctus

X109/2

T. cruzi Ilc

Paraguay

Makthlawaiya

Canis familiaris

MN cl2

T. cruzi IId

Chile

IV Regién

Humano

SC43 cll

T. cruzi IId

Bolivia

Santa Cruz

Triatoma infestans

CL Brener

T. cruzi Ile

Brasil

Rio Grande do Sul

Triatoma infestans

Tulahuen cl2

T. cruzi lle

Chile

IV Regidn

Humano

Guateque

T. cruzi lle

Colombia

Guateque Bocaya

Rhodnius prolixus

X57/3

T. cruzi lle

Paraguay

Makthlawaiya

Canis familiaris

M1117

T. cruzi marinkellei

Brasil

Para

Phyllostomum hastatus

Cuadro 2: El stock disponible en GenBank para citocromo b de T. cruzi correspondiendo a un
total de 21 cepas, de las cuales solo 3 son originarias de Chile, todas de la IV Region.

Se muestra el nombre publicado de la cepa, su clasificacién internacional, pais, localidad de origen
y el hospedero del cual se obtuvo.

El conjunto de muestras en estudio fue proporcionado por el laboratorio de

Ciencias Bioldgicas del ICBM, provistas por el doctor Aldo Solari. En este lugar se realiz6

el proceso de extraccion del DNA a partir de la muestras de sangre y tejidos en el caso de

los mamiferos, y desde la heces de los vectores T. infestans y M. spinolai infectados. Las

muestras fueron calificadas como positivas por el 7. cruzi mediante la técnica PCR (Saiki et

al., 1985).
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4.2. Amplificacion de DNA a partir de la técnica PCR.
4.2.1- Diseiio de partidores

El DNA de las muestras en estudio se amplificé mediante “La Reaccion en Cadena
de la Polimerasa” PCR (Saiki et al., 1985), con la obtencién de una banda de 700 pares de
bases, que corresponde a la secuencia del gen para citocromo b de 7. cruzi. Para dicho
objetivo se utilizaron dos partidores disefiados en base a la secuencia del fragmento 5736-
NT TRCKPMAX desde la cepa Tulahuen de T. cruzi (Ochs et al., 1996), obtenida en
GenBank, los partidores P18 y P20 (Cuadro N° 3)

Nombre del Secuencia nucleotidica Temperatura de  Direccién en
partidor alineamiento el gen

P18 S GACAGGATTGAGAAGGGAGAGAG * 60° C Sentido

P20 SCAAACCTATCACAAAAAGCATCTG? 58°C Anti-Sentido

Cuadro 3: Secuencias de oligonucle6tidos usados como partidor para la amplificacion y
secuenciacion del gen para citocromo b. Se muestra la secuencia de cada partidor y la direccién de
amplificacion en el gen.

4.2.2.- Amplificacion del gen para citocromo b de 7. cruzi.

El DNA mitocondrial aislado desde muestras de animales e insectos infectados
fueron amplificados por PCR con partidores conservados del gen para citocromo b (P-18 y
P-20). Se realizé amplificacion por PCR de un fragmento de 700 pares de bases. La
amplificacién se llevé a cabo en una reacciéon de 50ul que contenia: 25pmoles de cada
oligonucledtido, que fue usado como cebador, 1U de Taqg DNA Polimerasa, el Tampon
suministrado con la enzima (KCI 50mM; Tris-Cl mM; Tritén X-100 0,1%; MgCI2 2,5mM),
los cuatro desoxinucleétidos (200 mM cada uno), agua destilada estéril y entre 3 y 6 ul de

cada muestra. La mezcla fue amplificada en un termociclador Perkin-Elmer en 35 ciclos de
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45 segundos de desnaturacién a 94°C, 45 segundos de alineamiento a 58°C y 45 segundos
de extensién a 72°C. El programa se inicié con una partida en caliente a 94°C por 10

minutos y se concluyé con una extension final de 7 minutos a 72°C.(Figura N° 6)

Programa de amplificacion en termociclador

Desnaturacion 35 ciclos Extension
10m 45's 45 s 7m
a4°c a4'c Alineamiento TC —

45s
58°C

Figura 6: Gréfico del programa de amplificacién del termociclador donde se muestra la
temperatura y el tiempo de desnaturacidn, alineamiento y extension.

4.3.- Analisis y Purificacion de los fragmentos amplificados

Los productos de PCR obtenidos se resolvieron en electroforesis de gel de agarosa
1,2% en tampén TBE 1% (Figura N°7). Como estandar de tamafio molecular se utilizé
marcador “ladder” de 100pb con marca de 500pb (GIBCO-BRL). La electroforesis se
realiz6 a un voltaje constante de 80 volts por aproximadamente 2 horas.

La Fluorescencia emitida al tefiir el gel con bromuro de etidio se observé en un
transiluminador UV. El DNA amplificado fue purificado directamente o a partir de geles de
agarosa de bajo punto de fusién, utilizando Kkits comerciales (QIA quick Spin
Handbook®PCR Purification) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente
fueron secuenciadas en secuenciador automdtico de la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Chile.
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4.4.- Analisis de las secuencias del gen para citocromo b.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL-X y
MEGA 4, luego revisadas manualmente con los eléctroferogramas en direccion reversa y
directa de cada fragmento, utilizando como secuencia de referencia la cepa Tulahuen cl2
human (AJ130936) (Brisse et al., 2000). El porcentaje de nucledtidos totales y por posicién
de codon, el nimero de Transiciones (ts), el nimero de transversiones (tv) y las razones de
estas (ts/tv), se calcularon con el progama MEGA (Molecular Evolutionary Genetics

Andlysis) version 4.0 (Kumar et al., 2004).

4.5.- Analisis filogenético de las cepas secuenciadas a partir del gen para citocromo b.

Las relaciones filogenéticas fueron investigadas a partir de una matriz de estados de
caracter, en donde cada posicidn nucleotidica representa un cardcter y las cuatro bases los
cuatro estados posibles. El andlisis de las relaciones filogenéticas fue realizado con criterios
de Maxima Parsimonia, Maxima verosimilitud o probabilidad (“Maximum Likelihood”) y
Distancia incluidos en los programas MEGA 4 y PAUP 4.0. Los caracteres fueron
especificados como no ordenados, los intervalos en las secuencias en que no se pudo
obtener el cardcter fueron tratados como extraviados (“Missing”), los intervalos, deleciones
o inserciones se trataron como nuevos estados de cardcter. Para la polarizacion de
caracteres se utilizaron los grupos externos obtenidos de GenBank para citocromo b de 7.
cruzi.

La confiabilidad de los arboles obtenidos en los andlisis de parsimonia y méixima
verosimilitud, fueron puestos a prueba realizando 500 réplicas de “bootstrap”, método
estadistico de remuestreo con reemplazo, implementado en el programa MEGA 4 y que
deja colapsar las ramas que tengan menos de 50% de apoyo. Este procedimiento se realizo

con el propdsito de pesquisar el error de muestreo asociado al conjunto de datos.
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4.5.1.- Maxima Parsimonia.

Utilizando el numero total de OTUs (Operacional Taxonomic Units) analizados, se
realiz6 una busqueda exhaustiva del drbol mas corto considerando las tres posiciones del
triplete y considerando sélo los caracteres en que se presenta un cambio filogenéticamente
informativo (se entiende como cardcter filogenéticamente informativo un caricter
compartido por al menos dos de los taxas analizados, que favorece un arbol filogenético
sobre otros.). Finalmente con las topologias asi generadas, se confeccionaron arboles de
consenso con el criterio de la regla mayoritaria que muestra nodos mayores a 50%, siendo
este ultimo método la via mds simple y eficiente de hipotetizar relaciones filogenéticas
entre organismos en base a estados de cardcter. La estimacion de confianza para cada nodo
se evalud ejecutando remuestreo (“boostrap”) de 500 réplicas, realizado a través de una

bisqueda heuristica (“Heuristic search”).

4.5.2.- Analisis de distancia.

A través del andlisis de distancia, incluido en el programa MEGA 4 y PAUP 4.8b,
se reconstruy¢ la historia filogenética de las cepas en estudio, usando el algoritmo de unién
del vecino mds proximo (“Neighbor-joining”) (Saitou y Nei, 1987) y la matriz de distancia
de “Kimura-2-pardmetros” (Kimura, 1980), que presume igual frecuencia para cada base,
clasifica las diferencias entre dos 0 mds secuencias como transiciones y transversiones y
establece una ponderacion diferente entre ellas (Page y Holmes, 1998). Este andlisis fue
aplicado al conjunto de la matriz sin ponderacion, de manera que cada cambio de estado del
caricter tenga el mismo peso. Se realiz6 el mismo tipo de andlisis para una matriz en el que
se excluyeron los cambios de caricter que no eran filogenéticamente informativos. Para

dichas tipologias se realizé un analisis con “bootstrap” con 500 réplicas.
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4.5.3.- Maxima Verosimilitud.

Para la bisqueda del arbol més verosimil, a través de una busqueda heuristica, se
utiliz6 un modelo de Maxima Verosimilitud (“Maximum Likelihood”) incluido en
programa PAUP 4.b8, que entrega un valor probabilistico expresado en el logaritmo natural
de un nimero determinado de reordenamientos de los arboles posibles de generar con los
caracteres disponibles. Este método probabilistico fue aplicado a las mismas cuatro

matrices de datos analizadas con criterios de Maxima Parsimonia y Distancia.
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V RESULTADOS.

5.1.- Amplificaciéon de los fragmentos mediante la técnica PCR.

Los productos de PCR obtenidos se resolvieron en electroforesis de gel de agarosa
1,2% en tampén TBE 1%. Se observo la fluorescencia emitida al tefiir el gel con bromuro
de etidio a través de un transiluminador UV, los resultados positivos, en los cuales se
apreciaba una banda de 700pb, se fotografiaron y registraron para posteriormente
purificarlos utilizando kits comerciales (QIA quick Spin Handbook®PCR Purification)
(Figura N° 7).

Las Muestras con resultados positivos que se lograron secuenciar, se detallan en el

cuadro N° 4

FO6 V195

T. infestan

IV Regi6n

SAP6.18.

Humano

IV Region

5-P18

Cabra

IV Region

26T-P18

Cabra

IV Regién

24T-P18

Cabra

IV Region

54-P18

0. degus

IV Region

58-P18

0. degus

IV Region

AO4.F

M. spinolai

IV Region

CBB-P18

Cuadro 4: Muestras amplificadas, purificadas y secuenciadas. Se especifica el nombre de

Humano

la cepa, su hospedador y origen geografico.

IV Region




J == e gmm <700 pb

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 1,2% en tampén TBE 1% fotografiada con
fluorescencia de bromuro de etidio (negativo de la fotografia). Se observan las bandas de 700pb
obtenidas en los carriles 1, 2, 3. (Muestras: F06.V195, SAP6 P18 y CBB P18 respectivamente). Los
carriles 4, 5 y 6 se observan sin resultados positivos; en el carril 7 el control negativo (C) y en carril
8 marcador “ladder” de 100pb, con marca de 500pb.




5.2.- Analisis de las secuencias del citocromo b.

Las secuencias completas del gen para citocromo b (517 pb y 172 tripletes)
obtenidas de 3 cabras, 2 de O. degu, 1 de T. infestas, 2 de humano y 1 de M. spinolai fueron
alineadas y traducidas totalmente utilizando el programa MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004),
no encontrandose codones de términos entre los caracteres obtenidos, ni cambios en el
marco de lectura en toda la secuencia. Considerando todos los taxa e incluyendo las
secuencias obtenidas de GenBank (Brisse et al., 2000), 363 caracteres se presentaron
constantes y 153 sitios se presentaron variables. De entre los sitios variables, 87
correspondieron a caracteres filogenéticamente informativos. Cuando se consideran sélo las
cepas secuenciadas en el laboratorio, la variacién nucleotidica se reduce, presentando 397
caracteres constantes y 119 sitios se mostraron variables, de los cuales 37 son caracteres
filogenéticamente informativos.

Por otra parte, resulta interesante observar que entre la siete cepas obtenidas de
cabra y O. degus se encontraron 43 sitios nucleotidicos variables. Sin embargo al analizar
estas secuencias junto a las otras cepas obtenidas en territorio chileno presentes en
GenBank, la variacion nucleotidica aumenta significativamente, presentando 118 caracteres

variables siendo, 78 de estos filogenéticamente informativos.

5.3.- Composicion nucleotidica.

Al analizar las secuencias, considerando las tres posiciones de cada nucleétido en el
triplete y los distintos taxas, la composicion promedio de nucledtidos para la “hebra
liviana”, incluyendo las secuencias obtenidas de GenBank (Brisse er al., 2000), fue de
47.6% de timina, 8,4% de citosina, 26,1% de adenina y 17,9% de guanina (Grafico N°1),
constatdndose un significativo déficit de citosina. Esta observacion se acentud en la primera
posicion del triplete de todos los taxa, donde se presentd sélo en un 6.1%.

La frecuencia de los cuatro nucleétidos difiere en relaciéon con la posicién en el
triplete (Grafico N°2). Tanto la primera posicion como la tercera posicién presentan
frecuencias nucleotidicas similares para cada base, con un fuerte predominio del nucleétido

Timina (45,4% y 47,3% para cada posicion respectivamente), siguiendo en frecuencia la
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base Adenina (31,2% y 31,6% respectivamente); en un menor nimero se observo Guanina
(17,3% y 13,7%), siendo el nucledtido Citosina el que se encontré en menor proporcion
(6,1% y 7,4%). En la segunda posicion del triplete, esta distribucién cambid, presentdndose
con el nucleétido Timina aun mas predominante (50,2%) seguido ahora de la base Guanina
(22,7%) en desmedro de Adenina (15,4%), manteniéndose siempre Citosina en menor

proporcion (11,7%).

Grafico 1: Composicién nucleotidica total de las secuencias analizadas. Se destaca notoriamente
la gran presencia del nucleétido timina por sobre los otros nucleétidos.

COMPOSICION NUCLEOTIDICA TOTAL
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30,0%
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20,0%

15,0%

10,0%

5,0%

0,0%

B PORCENTAJE POR 47,6% 8,4% 26,1% 17,9%
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B PRIMERA POSICION
E SEGUNDA POSICION

E TERCERA POSICION

60,0%—

50,0%

40,0%—

30,0%

20,0%

10,0%—

0,0%

T C A G
EPRIMERA POSICION 45,4% 6,1% 31,2% 17,3%
@ SEGUNDA POSICION 50,2% 11,7% 15,4% 22,7%
E TERCERA POSICION 47,3% 7,4% 31,6% 13,7%

Grafico 2: Composicion nucleotidica total de las secuencias analizadas considerando cada
posicidn del triplete

5.4.- Variabilidad de las secuencias.

Considerando el total de sitios variables (153), el 32,6%, 14,3%, y 53,6% de ellos
correspondieron a la primera, segunda y tercera posicion del triplete respectivamente. Esto
nos indica que la tercera posicion del triplete es mds variable que las dos primeras, siendo
la segunda posicion del codén la mdas conservada. De los 172 aminodcidos, 57 fueron
variables, correspondiendo 31 de estas sustituciones a cambios filogenéticamente
informativos.

El promedio de la relacion ts/tv (transiciones/transversiones) observada entre todos
los taxa fue de x= 3,375 es decir, que por cada transversion existen 3,3 transiciones,
encontrandose el valor minimo de esta relacion (0,60) entre las muestras obtenidas a partir

de cabra y O. degus. En todos los taxa analizados la relacion ts/tv fue mayor en la tercera



posiciéon con un 5,4, seguido de la primera posiciobn con una relacion de 3,2
correspondiendo el valor minimo de esta relacion a la segunda posicion (0,8).

La divergencia entre las secuencias de todos los taxa analizados (distancias
corregidas a través de la opcién “Kimura 2 pardmetros” incluyendo las tres posiciones del
codon) expresé un promedio total de 0.0690 por sitio de sustitucion. Entre el grupo de
cepas obtenidas de cabra, la divergencia promedio fue de 0,0466 con un rango de 0,0501-
0,0439 por sitio de sustitucion. Entre el grupo O. degus la divergencia promedio fué de
0,0357, y entre las cepas derivadas de pardsitos vectores fue de 0,0506. Analizando la
divergencia promedio entre el grupo de cabra y O. degus, ésta fué 0,0335, entre el grupo de
cabra y vector pardsito fué¢ de 0,0615, mientras que entre el grupo O. degus y el grupo

derivado del pardsito vector, se observé un porcentaje de 0,0726. (Cuadro N° 4)
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5.5.- Relaciones evolutivas.

5.5.1.- Maxima parsimonia.

Analizando la relaciones evolutivas con el criterio de parsimonia mixima y a través
de una bisqueda “exhaustiva” analizando todos los taxa (30), incluyendo las tres posiciones
del triplete, se obtuvieron 33 arboles igualmente parsimoniosos de 143 pasos cada uno, con
Indice de consistencia (CI) = 0,86014 y un Indice de Retencién (RI) = 0,954545. Todas las
tipologias recogen como grupo aislado, sin asociacion con otros taxa, a la cepa Marinkellei
MI1117 (Brisse et al., 2000) proveniente de Brasil, obtenida de la especie Phyllostomum
hastatus (murciélago insectivoro del Amazonas). Asimismo todos los arboles obtenidos,
como también la topologia de consenso, muestra tres clados muy definidos con altos
valores de “bootstrap”; estos fueron designados como Clado A, Clado B y Clado C. (Figura
N°8y9)

El Clado A se presenta como un grupo monofilético donde se encuentran las tres
secuencias obtenidas de Cabra, las dos de O. degus y la cepa AO4.F originaria del pardsito
vector M. spinolai. Estas cepas se presentan relacionadas con cuatro secuencias obtenidas
de Gen Bank las cuales tienen diversos paises de origen y diferentes hospederos. Sin
embargo, todas estas cepas fueron clasificadas como 7. cruzi I y Zimodema 1 (Z1) segin
analisis isoenzimaticos. (Brisse et al., 2000)

El Clado B es el que mayor nimero de taxa presenta, con un total 15 cepas de las
cuales dos fueron secuenciadas en este estudio, que corresponden a la cepa V195 (T.
infestan) y la SAP6.p18 (humano). Esta linea corresponden a los 7. cruzi zimodema 2 (Z2)
presentandose 7. cruzi tipo Ila, IId y Ile para la nomenclatura internacional (Brisse et al.,
2000), y Zimodema 3 (Z3), T. cruzi llc para la nomenclatura internacional.

El Clado C correponde a T. cruzi IIb y Zimodema 2 (Z2) con cuatro secuencias, dos
de las cuales corresponde a la misma cepa CBB, una proveniente de la publicacion de
Brisse y colaboradores (Brisse er al., 2000) y la otra, secuenciada en este estudio,
expresdndose las dos como clones, sin contradicciones, lo cual nos indica que tanto la
técnica de laboratorio como de secuenciacion y alineamiento, estdn realizadas de manera

correcta.
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Figura 8: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b.
Arbol de Mdxima Parsimonia a través de una bisqueda “exhaustiva”analizando todos los taxa (30),
incluyendo las tres posiciones del triplete. Largo de los drboles(L)= 143 pasos cada uno, con Indice
de consistencia (CI) = 0,86014 y un Indice de Retencién (RI) = 0,954545. Los nimeros sobre los
nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se muestra nombre de la
cepa, pafs de origen, huésped y clasificacion del linaje. El simbolo ¢ indica las cepas secuenciadas
en el presente estudio. El arbol se presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas
unidades que los de las distancias evolutivas usadas para deducir el arbol filogenético .
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Figura 9: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b.
Arbol de Maxima Parsimonia a través de una bisqueda “exhaustiva”analizando todos los taxa (30),
incluyendo las tres posiciones del triplete. Largo de los drboles (L)= 143 pasos cada uno, con Indice
de consistencia (CI) = 0,86014 y un Indice de Retencién (RI) = 0,954545. Los nimeros sobre los
nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se muestra nombre de la
cepa, pais de origen, huésped y clasificacion del linaje. El simbolo ¢ indica las cepas secuenciadas

en el presente estudio. Arbol tipo curvo.

39

DogT.USA.Canis.familiaris. (Ila).
Stc33R.USA.Procyon.lotor. (lla).
Canlll.cl1.Brazil. Humano. (lla).

M5631.Brazil. Dasypus.novemcinctus. (lc)
X109-2.Paraguay.Canis.familiaris. (lic).
M6241.cl6.Brazil. Humano.

@ F06.V195.Chile. T.infestan-T.cruzi.Il.
MN.cl2.Chile.IV.R.Humano. (lid).
SC43.Bolivia. Triatoma.infestan. (lid).
@ SAP6.18.Chile.Humano.
Guateque.Colombia.Rhodnius. (lle).
CL.Brener.Brazil. T.infestan. (lle).
X57.Paraguay.Canis.familiaris. (lle).
Tulahuen.cl2.Chile.IV.R.Humano. (lle).
92.80.Bolivia.Humano. (lid).
X10.cl1.Brazil. Humano. (1)
SC13.Colombia.Rhodnius. (I).
Tehuentepec.cl2. (I).

@ 5-P18.Chile.Cabra.

@ 26T-P18.Chile.Cabra.

@ A04.F.Chile.M.spinolai.
Cuica.Brasil.Philander.opossum. (I).
@ 54-p18.Chile.Octodon.degus.

@ 58-p18.Chile.Octodon.degus.

@ 24t.p18.Chile.Cabra.
Esmeraldo.cl3.Brazil. Humano. (llb).
TU18.cl2.Bolivia. T.infestan. (lb).

@ CBB-P18.Chile.clonTulahuen. Humano.
CBB.c13.Chile.Tulahuen.Humano. (llb).

Clado B

Clado A

Clado C

M1117.Brazil.Phyllostomum.hastatus. ] T. marinkellei



5.5.2.- Distancia.

Se evalu6 las relaciones filogenéticas mediante este criterio, analizando las
topologias de los drboles obtenidos con el algoritmo de unién del vecino mds préximo
(“Neighbor-Joining”) y usando la distancia de “Kimura-2-parametros” (Kimura, 1980). El
arbol se presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que los de
las distancias evolutivas usadas para deducir el arbol filogenético. Se incluyen las tres
posiciones del triplete. Todas las posiciones en las cuales existian saltos o datos faltantes,
fueron eliminadas del andlisis usando la opcién “Complete deletion option”. El andlisis
mostrd una topologia similar a la obtenida bajo Maxima Parsimonia, apoyando los tres
clados con altos valores de “bootstrap”, sin cambios en su composicién (Figura N° 10 y

11).
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Figura 10: Relaciones filogenéticas de 7. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b.
Topologia del arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo de unién del vecino mds préximo
“Neighbor-Joining” y usando la distancia de Kimura-2-parametros (Kimura, 1980). EI arbol se
presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que los de las distancias
evolutivas usadas para deducir el arbol filogenético. Muestra todos los taxa (30), incluyendo las
tres posiciones del triplete. El simbolo ¢ indica las cepas secuenciadas en el presente estudio Los
nimeros sobre los nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se
muestra nombre de la cepa, pais de origen, huésped y clasificacién del linaje.
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Figura 11: Relaciones filogenéticas de T. cruzi

basados en la secuencia del gen para citocromo b.

Topologia del arbol filogenético obtenido mediante
el algoritmo de unién del vecino mds préximo
“Neighbor-Joining” y usando la distancia de
Kimura-2-pardmetros (Kimura M (1980). El arbol
se presenta a escala, con longitudes de las ramas en
las mismas unidades que los de las distancias
evolutivas usadas para deducir el arbol filogenético.
Muestra todos los taxa (30), incluyendo las tres
posiciones del triplete. Los nuimeros sobre los
nodos, representan valores (en porcentajes) del
bootstrap de 500 replicas. Se muestra nombre de la
cepa, pais de origen, huésped y clasificacién del
linaje. El simbolo ¢ indica las cepas secuenciadas
en el presente estudio. Arbol tipo radial.




5.5.3.- Maxima Verosimilitud.

El uso del programa PAUP para la busqueda del arbol mds verosimil, analizando
todos los taxa, incluyendo las tres posiciones del codén y todos los caracteres, entregd una
topologia similar a la observada antes a través de los andlisis de parsimonia maxima y
distancia realizadas en las mismas condiciones, con una suma de la longitud de sus ramas
de 0.34146425. El arbol se presenta con los tres clados compuestos por los mismos taxas
que se presentaron en los andlisis anteriores y de la misma manera, con altos valores de

bootstrap que apoyan, de forma confiable, esta topologia (Figura N° 12 y 13).

Figura 12: Relaciones
filogenéticas de T. cruzi basados
en la secuencia del gen para
citocromo b. Topologia del arbol
filogenético obtenido a través del
método de Médxima Verosimilitud.
El arbol se presenta a escala, con
longitudes de las ramas en las
mismas unidades que los de las
distancias evolutivas usadas para
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Figura 13: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b.
Topologia del 4rbol filogenético obtenido a través del método de Maxima Verosimilitud. EI arbol

se presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que los de las distancias
Muestra todos los taxa (30), incluyendo las

evolutivas usadas para deducir el drbol filogenético.
tres posiciones del triplete. El simbolo ¢ indica las cepas secuenciadas en el presente estudio Los

nimeros sobre los nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se
muestra nombre de la cepa, pais de origen, huésped y clasificacion del linaje. Arbol tipo circular
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VI  DISCUSION.

6.1.- Composicion nucleotidica del gen para citocromo b.

La composicién de nucledtidos presentd un sesgo con bajas cantidades de citosina
(8,4%) en la totalidad de los taxa, siendo la primera posicion la de mayor déficit de citosina
(grafico 1). Por otra parte existe un sesgo con altos niveles de timina (47,6%),
presentdndose esto en todas las cepas, siendo la segunda posicion, ademds de la més
conservada, la de mayor presencia de timina (50,2%). Sin embargo, y aunque esta
observacion es consistente con otros estudios realizados en protozoos (Luyo-Acero. et al,
2004) se rechazaria la hipdtesis que supone una distribucién de bases equilibrada en cada
posicion del triplete. Este tipo de desequilibrio estd dado por la presion de seleccidon que
fija diferentes mutaciones, y que dependen de sus efectos sobre la adecuacién de los
individuos que la poseen y de la de sus descendientes, es decir, si estas mutaciones son ya
deletéreas o neutrales, seria un asunto del azar y aparecerian aleatoriamente con una tasa
probablemente constante. En el caso del citocromo b este desequilibrio estaria relacionado
con la hidrofobicidad de la molécula, por lo tanto, este sesgo podria resultar de restricciones
que mantienen los residuos hidrofébicos en posiciones particulares de la proteina (Naylor et
al, 1995).

Entre los factores que determinan si las mutaciones son neutrales o deletéreas, se
encuentran diferencias en presiéon de seleccion sobre cada una y diferencias respecto a
restricciones funcionales o estructurales de los productos génicos que codifican, que en el
caso del citocromo b, corresponde a una proteina de la cadena transportadora de electrones,
vital para el metabolismo de cualquier célula. Por lo tanto, no es sorprendente que la
distribucién de aminodcidos variables en el citocromo b no sea aleatoria.

En las cepas aqui estudiadas, la primera posicién del triplete result6 muy
conservada, sin embargo la segunda posicion del triplete lo fue atin mas, quedando la
tercera como la posiciéon mds variable. La tercera posicion del cédigo genético nuclear y
mitocondrial es redundante, de manera que la identidad de esta posicién importa menos
para el apareamiento del RNA de transferencia con el aminodcido correspondiente,

pudiendo resultar apareamientos inespecificos (descritos como hipotesis de Wobble), que
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podrian ser responsable de la mayor variacion encontrada en la secuencia nucleotidica de
esta posicion. Se espera entonces, que la mayoria de los cambios afectardn la tercera
posicion del codén y deberian ser del tipo silencioso, producto de la degeneracion del
codigo genético, en el que las mutaciones del ADN no alteran los aminoacidos de la

proteina.

6.2.- Variabilidad de las secuencias para citocromo b.

Puesto que las transversiones son menos probables en origen que las transiciones y
se acumulan a través del tiempo, es mds probable que sean detectadas (Marin, 2004). Esto
concuerda con nuestros resultados, en los que fueron en promedio tres veces mas comunes
que las transiciones. Ademads, las transversiones fijadas en estos organismos, pueden en la
mayoria de los casos modificar el aminodcido, sin afectar la funcién del citocromo b.
Reafirma esta idea la observacion de regiones variables en la secuencia estudiada, en

contraste a otras muy conservadas en todas las cepas estudiadas.

6.3.- Relaciones Filogenéticas.

Todos los andlisis realizados muestran a la cepa M1117, cuyo origen es Brasil,
obtenida del murciélago insectivoro P. hastatus, como grupo externo sin integrar alguno de
los clados formados por las diferentes topologias.

Al comparar y analizar las relaciones filogenéticas, se observa una marcada distribucién de
las cepas estudiadas, formando topologias de tres linajes o clados principales, siendo
designados como Clado A, Clado B y Clado C.

Los estudios realizados nos indican que las cepas cuyo origen son las cabras y el
0. degus, se presentan como grupo hermano. Esto se observa en todas las topologias que se
generaron, formando un solo clado (Clado A) con elevadas validaciones estadisticas
(“botstrap”). Por lo tanto, este conjunto de cepas sumado a las cepas descritas en GenBank

pertenecientes al CladoA, formarian un grupo monofilético.
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En el caso del Clado C, en todos los andlisis observamos a las cepas CBB c13 (T.
cruzi IIb) como cepa hermana o clon de la CBB p18, secuenciada en este estudio, lo cual
corrobora que la técnica de laboratorio y el andlisis filogenético es confiable.

El Clado B, el mayor en nimero (15) de los tres clados, se presenta como un grupo
monofilético, donde se agrupan cepas clasificadas como 7. cruzi tipo Ila, IId, Ile y Ilc
segun la clasificacion internacional.

En todas las topologias, en el Clado B se forman dos subgrupos. El mds importante,
considerando sus elevados valores de “botstrap” (100), es el que estd formado por las cepas
Stc33R y DogT, ambas T. cruzi tipo Ila (Zimodema 3) cuyo origen es Estados Unidos. El
otro subgrupo de este clado estd formado por las cepas M5631 de Brasil (7. cruzi llc) y la
cepa Can III (7. cruzi Ila) también de Brasil, sin embargo se presenta con menores valores
de validacién estadistica (“bootstrap”) a pesar de presentarse en todos los arboles de los
diferentes andlisis realizados.

El Clado B es el que se muestra mas heterogéneo en cuanto a la clasificacion de las
cepas que la integran. En la literatura existen importantes estudios en base a DNA
mitocondrial (Tibayrenc, 1998), DNA nuclear (Machado y Ayala, 2001), estudios de
cariotipo y secuenciacion de la regiéon promotora del rRNA (Brisse et al., 2000), que
desarrollan hipétesis para explicar esta heterogeneidad. La més aceptada es la hibridacion
de los diferentes linajes divergentes a través de la reproduccion sexual del 7. cruzi en forma
natural.

Se acepta que 7. cruzi principalmente presenta una estructura predominantemente
clonal (Brisse et al., 2000; Machado y Ayala, 2001). Sin embargo el modelo de desarrollo
poblacional de tipo clonal es compatible con ocasionales intercambios de tipo sexual, en los
cuales sucede intercambio genético entre diferentes 7. cruzi pudiendo ser éstos de
diferentes cepas y de diferentes linajes o clados, lo cual explicaria la diversidad del Clado B
y la incongruencia de las topologias obtenidas con otros estudios en base a secuenciacion
de la region promotora del rRNA (Brisse et al., 2000).

Se estima que el antepasado reciente del 7. cruzi se localiza hace 100 Millones de
afios (Machado y Ayala, 2001) momento cuando se separan Trypanosoma brucei (Africa)
de T. cruzi (América) de su ancestro comin, lo cual concuerda con la evidencia

biogeogréfica de la separaciéon de Gondwuana, lugar de origen de los tripanosomas, con la
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posterior formacion del continente Africano y Americano. Una hipétesis es que posterior a
esta separacion, tres linajes de 7. cruzi quedaron aislados geograficamente, con la
consiguiente formacion de los tres clados principales que muestran todos los analisis
realizados. Este desarrollo poblacional se habria impulsado principalmente en forma clonal
y posteriormente se produciria un intercambio genético reciente entre los distintos clados
mediante reproduccién sexual del 7. cruzi, dando lugar a la heterogeneidad del Clado B,
explicado por la presencia hibrida de sus ancestros cercanos.

Los estudios realizados por Machado y Ayala (Machado y Ayala, 2001), a partir de
dos secuencias de DNA nuclear; y los estudios efectuados por Brisse y colaboradores
(Brisse et al., 2000) obteniendo secuencia de DNA mitocondrial de maxicirculos y la
region promotora del rRNA, a partir de DNA nuclear, proporcionan el convencimiento de
la evidencia de intercambio e hibridacion genética del T. cruzi entre cepas divergente,
mediante reproduccion sexual. Sin embargo, se acepta a la reproduccién asexual como la
principal fuente de crecimiento poblacional, con una evolucién clonica de sus linajes,
siendo la reproduccion sexual y la hibridacién genética un suceso raro. Estos estudios
ademds confirman los resultados obtenidos en la presente memoria, confirmando la
existencia de tres clados principales distribuidos geogrificamente en paises del norte,
centro y Sudamérica, exponiendo la amplia distribucién del pardsito, y su importancia en la
salud publica de América. No se observa una asociacion clara de un patron biogeografico al
patrén molecular estudiado.

En el presente estudio, las cepas secuenciadas pertenecen principalmente al CladoA
(T. cruzi tipo 1), lo que concuerda con la caracterizaciéon bioquimica e isoenzimatica
(Zimodema 1) realizada en investigaciones previas para 1. cruzi de animales silvestres,
domésticos y semidomésticos de la zona norte del pais. Sin embargo, al analizar el conjunto
total de secuencias resultantes, se observa que existe representacion en los tres linajes

(Clado A, B y C), lo que expone la diversidad de las cepas circulando en territorio chileno.
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VII CONCLUSIONES.

1.- Los tres tipos de andlisis (Mdxima parsimonia, Distancia y Maxima verosimilitud), en
los que se incluyeron las nuevas muestras, entregan una topologia de tres clados principales

(Clado A, By C)

2.- A partir de las distintas topologias obtenidas en los tres andlisis, incluyendo las 30
secuencias en estudio, no se asocia claramente un patrén biogeografico al patrén molecular

estudiado.

3.- De las cepas pertenecientes al ciclo silvestre del pardsito de la IV regioén (C. hircus,
0. degus, y M. spinolai), secuenciadas en este estudio, todas se agruparon en el Clado A
clasificado como 7. cruzi I, mostrdndose como grupo monofilético.

4.- Las cepas originarias de Chile (todas de la IV Region), se distribuyen en los tres clados.

S.- Los andlisis filogenéticos sustentan la teoria de la evolucion clonica de sus linajes como

la principal fuente de crecimiento poblacional.
6.- La cepa M117 (T. cruzi marinkellei), cuyo origen es Brasil, se muestra en todos los
analisis como grupo externo, sin integrar alguno de los clados formados por las diferentes

topologias.

7.- El Clado B es el que se presenta mas diverso, con cepas clasificadas como 7. cruzi Ila,

Ilc, IId y Ile.
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