
���������	�
��
���
�

�
�

����������	��
	��
���
	�	�
���
������	����
���
	���	����	��
	��
���
	�	�
���
���

�
�
�
�
�
�
�
�
 

�
�	��
�
���
������	���
��
������	�������	��
�	�����	�Trypanosoma cruzi����������
�
���

�
���	���
����	�
���	��	��	��
��
����	���	��
������
����������

�
�
�
�
�
�


���
������	
����������

�
�

�
�

� � � � � � ����� �
�
�
�
�
�
�
� � � � � � � � �

�
�
�



��������
���	�
����

��������
��	������
�
�
�
�

�
�	���	���
���
�


����

Memoria para optar al Título 
Profesional de  Médico    Veterinario                 
Departamento de Medicina 
Preventiva Animal 



    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    

    
    
    

    
    

    
    
    
    
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“La vida es aquello que te “La vida es aquello que te “La vida es aquello que te “La vida es aquello que te 
sucede mientras estas sucede mientras estas sucede mientras estas sucede mientras estas 
ocupado haciendo otros ocupado haciendo otros ocupado haciendo otros ocupado haciendo otros 
planes”planes”planes”planes”    
    
John LennonJohn LennonJohn LennonJohn Lennon 

Dedicada a mi hijaDedicada a mi hijaDedicada a mi hijaDedicada a mi hija    
CatalinaCatalinaCatalinaCatalina 



 

 
AGRADECIMIENTOS 

 
 
 
               Quiero agradecer a mis padres Edith Montecinos y Luis Córdova por el constante 

e incondicional apoyo que me dieron, espero ser tan buen padre como ellos lo han sido 

conmigo, siempre estuvieron cuando los necesite junto a mis hermanos, Nuria, Pablo y 

Javiera, para guiarme y darme fuerzas y su inmenso cariño para así lograr mis sueños,  

 

A mi mujer Ximena y mi hermosa hija Catalina, por su eterno amor y confianza, su 

respaldo me empujo a alcanzar mis metas. Estaré siempre en deuda con ustedes, pero se 

que tengo toda la vida para recompensarlas.  

 

A mi profesor Guía, Dr Ángel Spotorno, por brindarme su amistad, paciencia y 

constante apoyo durante el desarrollo de esta Memoria. Estaré por siempre agradecido.  

A Militza Derprich quien me introdujo en los secretos del trabajo en laboratorio. 

 

Deseo agradecer a la Universidad de Chile por ofrecerme la oportunidad de asumir 

el reto de convertirme en Médico Veterinario. 

  

A todos mis amigos los cuales siempre ocuparan un lugar en mi corazón 

 

Y a todas aquellas personas que colaboraron de una u otra manera durante los años 

de formación profesional. 

 
 
                                                                                                          A todos ellos gracias 

 



 

RESUMEN 
 

 

Trypanosoma cruzi, como agente etiológico de la enfermedad de Chagas, es uno de 

los principales problemas de salud pública en diversos países latinoamericanos. De acuerdo 

con la Organización Panamericana de la Salud (OPS), existirían alrededor de 18 millones 

de personas infectadas en el continente. A su vez, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) indica que en el cono sur alrededor de 50 millones de personas están expuestas al 

riesgo de infectarse. 

El conocimiento de la magnitud de la infección chagásica, su repercusión sobre la 

salud y la economía de los países latinoamericanos, varía grandemente, en especial, sus 

formas clínicas. La caracterización genética de las variedades de T. cruzi es de suma 

importancia, debido a la considerable heterogeneidad genética y biológica en las 

poblaciones de este parásito. 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 secuenciación del gen para citocromo b y su 

posterior análisis filogenético, el cual se realizó junto al total de cepas descritas en 

GenBank para citocromo b de T. cruzi. Los resultados obtenidos muestran una topología 

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 están clasificadas como T. 

cruzi I según la nomenclatura internacional.   
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I    INTRODUCCIÓN 
 
 

La enfermedad de Chagas se define como la infección de mamíferos producida por 

el protozoo flagelado del orden Kinetoplastida, el Trypanosoma cruzi. En el hombre, la 

infección puede ser congénita o adquirida y afecta, en grado variable, diversos órganos y 

sistemas, especialmente el corazón y el tubo digestivo, produciendo cardiomegalia, 

megaesófago y megacolon entre otras afecciones (Atías, 1998). Esta patología y sus 

componentes epidemiológicos fueron descubiertos en Brasil por Carlos Justiniano Ribeiro 

Chagas en 1909 durante su trabajo en la campaña antimalarica en Minas Gerais. 

(Lewinsohn, 1981) 

Su principal mecanismo de transmisión es un vector biológico, que involucra a 

artrópodos hematófagos de la subfamilia Triatominae (Canals y Cattan, 1992). En Chile 

son conocidos con el nombre común de vinchucas, correspondiendo Triatoma Infestans al 

insecto propio del ciclo domiciliario y peridomiciliario, y Mepraia spinolai del ciclo 

silvestre (Atías, 1998). 

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas de salud 

pública en diversos países latinoamericanos. De acuerdo con la Organización Panamericana 

de la Salud (OPS), existirían alrededor de 18 millones de personas infectadas en el 

continente (Anón, 1996; Schmunis, 1994). A su vez, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) indica que en el cono sur alrededor de 50 millones de personas están expuestas al 

riesgo de infectarse (Anón, 2003; Schmunis, 1994).  

Los triatomas que trasmiten la infección  por T. cruzi, se distribuyen en un área que 

se extiende desde el paralelo 43º  de latitud norte (sur de California ), hasta el paralelo 49º 

de latitud sur (región central de Argentina). En esta extensa región, prevalecen las 

condiciones ecológicas favorables para la transmisión y la mantención de la parasitosis. En 

Chile, el área de endemia se extiende desde el paralelo 18º en el norte (I Región), hasta el 

paralelo 34º (VI Región) (Anón, 1996). El número de individuos infectados alcanzaría 

alrededor de los 370.000 habitantes, con una incidencia de 8 mil casos/año (Hayes y 

Schofield, 1990) 

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

agudo, latente o indeterminado y crónico. Los cuadros agudos son excepcionales; sin 
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embargo, la cardiopatía y los megasíndromes digestivos son frecuentes en la etapa crónica 

de la enfermedad. Cerca del 30% de los individuos infectados desarrollan cardiopatía 

chagásica crónica, la forma más severa de la enfermedad (Prata, 1990) y un 6-8% de 

enfermos chagásicos desarrolla trastornos del tubo digestivo, los cuales se traducen en la 

formación de megaesófago y megacolon. En las etapas avanzadas el esófago prácticamente 

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 infección chagásica, su repercusión sobre la 

salud y la economía de los países latinoamericanos, varía grandemente, en especial, sus 

formas clínicas. En esta situación influye la deficiente investigación clínica, la falta de 

recursos para el diagnóstico, la ausencia de estudios anatomopatológicos, y los aislados 

intentos por caracterizar las poblaciones de T. cruzi (Atías, 1998).  Este último, es uno de 

los temas principales de este estudio que, además de determinar cepas mediante métodos 

moleculares, intenta también caracterizar filogenéticamente las distintas poblaciones   

mediante secuenciación  del  gen para el citocromo b  a  partir del DNA mitocondrial  del  

T. cruzi. 
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II   REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Trypanosoma cruzi 

2.1.1. Taxonomía. 

 
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 única mitocondria de una 

estructura que contiene DNA, el kinetoplasto. El DNA mitocondrial de los 

tripanosomátidos es muy inusual, se llama DNA kinetoplastídico (kDNA), el cual 

representa cerca del 20% del DNA total del parásito. Está formado por minicírculos (1.4 

kpb) y maxicírculos (20 kpb) de DNA encadenados formando una compleja red compacta 

(Brener et al., 2000). 

Debido a su característica de desarrollar formas infectantes en el interior del tracto 

digestivo del vector y contaminar al mamífero por medio de las deyecciones de éste, integra 

la sección Stercoraria, al igual que otros tripanosomátidos. El nombre taxonómico completo 

es Trypanosoma (schizotrypanum) cruzi, ya que su multiplicación en los vertebrados se 

realiza a nivel intracelular, característica del subgénero Schizotrypanum. (Atías, 1998; Lee 

y Huntner, 1985) 

 

2.1.2. Morfología. 

    El parásito se originó en áreas silvestres del continente Americano, de donde evolucionó 

y se adaptó hacia el ciclo doméstico de la infección, por medio de diversos procesos 

ecológicos y modificaciones antrópicas del medio (Forattini et al., 1971). En sus diversos 

hospederos y en medios de cultivos, T. cruzi puede presentar tres aspectos morfológicos 

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

 

a) Tripomastigote: 

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

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



 4 

ubicado en el tercio medio del cuerpo, y posterior a él se encuentra el Kinetoplasto, del cual 

sale un flagelo que recorre la parte externa del parásito, como una membrana ondulante, 

exteriorizándose en la parte anterior. (figura Nº 1 ) 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 1:   T.cruzi en estado de        
Tripomastigote Microscopía   electrónica de 
barrido. (Tomado de Universidade Federal 
de Sâo Paulo, 2007) 

                                                                                                                          

 

b) Amastigote: 

   Son esféricos, de 2-5µm de diámetro, poseen un núcleo redondo, un kinetoplasto en 

forma de barra, y no presentan flagelo visible. Su localización es exclusivamente dentro de 

las células del mamífero infectado, en las cuales se multiplica. Estas inicialmente son 

células del sistema fagocítico mononuclear, y posteriormente células musculares, cardíacas, 

intestinales y esqueléticas. (Figura Nº 2)                                                                     

 

 
 
 
 
 

 
Figura 2: T. cruzi en estado                                                                                   
de Amastigote 
Imagen mediante 
Microscopio electrónico de barrido. 
(Tomado de Procópio et al, 1999) 
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c) Epimastigote: 

     Es la forma de multiplicación en el intestino del vector, son alargados y miden 10-15µm 

de largo y 1-3µm de ancho, su núcleo 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. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3:T.cruzi en estado de 
Epimastigote. Imagen de 
microscopio electrónico de barrido. 
 (Tomado de Procópio et al, 1999) 

 

 

 

2.2. Epidemiología de la Infección. 

 
La enfermedad de Chagas es la parasitosis más importante en Latinoamérica, 

constituyendo un grave problema en la Salud Pública. 

El ciclo enzoótico de la enfermedad de Chagas se extiende por todo el continente 

americano, aproximadamente entre las latitudes 42º Norte (sur de California) y 46º Sur 

(región central de Argentina y Chile) (Figura Nº 4), las cuales presentan las condiciones 

ecológicas favorables para la transmisión y manutención de la enfermedad. Por otro lado, la 

infección humana a través del vector ha sido reportada entre el norte de México y la latitud 

46º Sur, áreas donde los triatominos se han domiciliado (Anón, 1996). 

  En estas áreas, la OMS ha estimado que existirían cerca de 18 millones de personas 

infectadas por T. cruzi, con una incidencia aproximada de 500 mil casos nuevos al año. 
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 De los individuos infectados, 5 millones, por lo menos, presentarían síntomas relacionados 

con la enfermedad y 90 millones de personas se encontrarían expuestas a contraer la 

infección. 

 

 

    

 
 
 
 
 
 
Figura 4:   Área geográfica 
en la cual se extiende el ciclo 
enzoótico de la enfermedad de 
Chagas. (Tomado de 
Medicinenet., 2007) 

 

 

 

En Argentina, se estima que 2,5 millones de individuos estarían infectados y que 

alrededor de 10 millones estarían en riesgo de adquirir la enfermedad. En Bolivia el 55% 

del territorio es considerado como área endémica, con una población rural de 1 millón de 

personas, donde las tasas de infección varían del 26% hasta el 71% en niños de 1 a 6 años, 

y del 32% hasta el 94% en adultos. Brasil, con una población de 6 millones de individuos 

infectados, representa el país con mayor incidencia de la enfermedad de Chagas, 

alcanzando 170.000 casos/año (Anón, 1996). En países centroamericanos, como Nicaragua, 

Costa Rica, Panamá, Honduras, El Salvador y Guatemala, la seroprevalencia fluctúa, en 

orden creciente, entre 67.000 y 730.000 casos (Anón, 1996; Anón, 2003). México con una 

población de chagásicos 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 país (Brashear et al., 1995.; Holbert et al., 1995). 
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           El principal vector en el hombre es el T.  infestans, cuyo biotipo es característico del 

paisaje agreste; su hábitat es domiciliario y peridomiciliario, infestando la vivienda 

campesina alimentándose con la sangre del hombre y de los animales domésticos y 

silvestres (Lent y Wygodzinsky, 1979). Desde esta situación eminentemente rural, el 

insecto ha invadido los alrededores de las zonas urbanas, las cuales constituyen centros de 

atracción industrial con una importante emigración de personas. Según estudios en las 

zonas de endemia, un tercio de los triatomas está infectado con T. cruzi. En algunas zonas 

rurales del norte de nuestro país, se encuentra el vector M. spinolai, responsable de la 

mantención de un ciclo de infección silvestre, pero con poca trascendencia para la 

transmisión de T. cruzi al hombre. La prevalencia de la infección en éste, determinada 

mediante la aplicación del xenodiagnóstico, varía entre 8 y 11%, pero aumenta a 18% al 

emplearse pruebas serológicas (Ordenes et al., 1996). En Chile las formas crónicas, la 

cardiopatía y principalmente las megaformaciones digestivas, son frecuentes; en cambio, 

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

     

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

• Por las deyecciones de triatominos, siendo éste el mecanismo más importante. El 

insecto, al picar en zonas descubiertas de la piel del hombre durante el sueño, 

elimina sus heces con los tripomastigotes metacíclicos que penetran por el sitio de 

la picadura o por las mucosas (Atías, 1998);  

• Por la placenta, lo que determina la infección congénita. Una madre infectada puede 

transmitir los T. cruzi circulantes en su  sangre durante la segunda mitad de 

gestación (Anon, 2000; Muñoz  et al., 1992; Schenone et al., 1985); 

• Por las transfusiones sanguíneas, 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 (Atías, 1998; Brashear et al., 1995) 

• Por transplante de órganos, lo que principalmente se ha descrito por transplante 

renal.( Brashear et al., 1995.; Holbert et al., 1995) 

• Por leche materna: sería una remota posibilidad de infección. En la literatura existe 

un caso bien documentado de este mecanismo de transmisión (Atías, 1998). 
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• Por la manipulación 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 (Atías, 1998). 

  

Diversos estudios han demostrado que la infección chagásica es más frecuente que 

ocurra en la niñez, aunque la sintomatología suele aparecer muchos años después de la 

primoinfección. Así también, por causas no determinadas, el compromiso visceral 

miocárdico o del tubo digestivo es más frecuente en el sexo masculino (Atías. 1998). 

 

 

2.3. Patología. 

 

2.3.1. Ciclo evolutivo. 

Bajo condiciones naturales, T. cruzi infecta más de 100 especies de mamíferos de 

diferentes órdenes y se transmite a través de hemípteros hematófagos de la familia Reduviidae, 

subfamilia Triatominae, popularmente conocidos como vinchucas (Noireau et al., 1999). De 

los 16 géneros distintos que son susceptibles a la infección por T. cruzi, los más importantes 

son Pastrongylus, Rhodnius y Triatoma. En Chile existen dos ciclos de transmisión para         

T. cruzi, cada uno de ellos dependiente de una especie diferente de estos insectos: el silvestre, 

relacionado con M. spinolai, autóctono de nuestro país (Canals y Cattan 1992), que 

generalmente involucra hospederos vertebrados animales y el ciclo doméstico, dependiente de 

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

Los hemípteros hematófagos se infectan al ingerir sangre de mamíferos que contiene 

tripomastigotes. En el lumen del intestino medio del insecto, los parásitos se multiplican muy 

activamente como epimastigotes y, al cabo de 15 a 30 días, se desarrollan los tripomastigotes 

metacíclicos en el intestino posterior del triatoma. Cuando el insecto pica al mamífero, emite 

deyecciones con tripomastigotes. De esta manera, la forma infectante del T. cruzi es 

depositada pasivamente en la piel, penetrándola 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 reacción inflamatoria local 
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aguda, donde algunos tripomastigotos son fagocitados por células macrofágicas y otros 

penetran en las células del tejido celular laxo y monocitos derivados de células dendríticas 

(Van Overtvelt et al., 1999). En el interior de ambas células comienzan a multiplicarse 

activamente por fisión binaria, transformándose en amastigotes, los cuales, posteriormente se 

diferencian a tripomastigotes  y salen a circulación para invadir nuevos tejidos, en especial 

células del sistema reticulo endotelial (Tanowitz et al., 1999), músculo cardíaco (Acquatella, 

1998), esquelético y liso (Cardoni, 1997) y sistema nervioso central (Schmunis, 1994). Este 

ciclo de circulación sanguínea y de invasión celular se repite numerosas veces, completándose 

el ciclo biológico cuando los tripomastigotes son ingeridos por otros triatominos (figura Nº 5) 

(Atías, 1998.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Ciclo biológico del T. cruzi.(Modificado de Centers for Disease Control and 
Prevention, 2007) 
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2.3.2. Enfermedad de Chagas. 
 
 

En la enfermedad de Chagas se reconocen tres fases: una fase aguda corta, una fase 

crónica latente de larga duración, y finalmente una crónica, caracterizada por la aparición 

de secuelas (Atías, 1998). 

El proceso inflamatorio, la penetración e invasión de los parásitos en los diferentes 

tejidos y órganos, la alta   parasitemia, la respuesta local, la destrucción 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). Ésta puede durar algunos meses y los 

síntomas suelen ser leves e inespecíficos, razón por la cual sólo se diagnostica en el 1-2% 

de los afectados, pasando inadvertida en la mayoría de los casos (Atías, 1998; Prata, 1990). 

La sintomatología generalmente se observa en niños menores de 15 años (Atías, 1998; Dias 

y Dias, 1968), pudiendo cursar con una inflamación localizada en la puerta de entrada del  

T. cruzi, llamada chagoma de inoculación (Mazza et al., 1940) o, si ocurre una infección a 

través de la conjuntiva o piel del párpado, puede producir una celulitis periorbitaria 

eritematosa, con edema unilateral bipalpebral y linfadenitis regional conocida como el 

signo de Romaña Mazza; o, puede presentar compromiso viceral, adquiriendo gran 

importancia en niños menores de dos años (Lugones, 1959; Tanowitz, et al 1992), los 

cuales pueden cursar con fiebre (Cançado, 1979; Rassi et al., 1958), hepato o 

esplenomegalia, poliadenopatías generalizadas, miocarditis (De Andrade et al., 1998) y/o 

meningoencefalitis (Atías, 1998). 

Trascurridas algunas semanas, posterior al período agudo, con o sin la existencia de 

manifestaciones clínicas, la multiplicación intracelular de los parásitos se vuelve lenta y 

disminuye la parasitemia, entrando en una fase latente, sin signos clínicos, la cual puede 

persistir en forma indefinida o desarrollar manifestaciones propias de la enfermedad de 

Chagas crónica, como son las secuelas (Atías, 1998; Prata, 1990; Tanowitz et al., 1992). 

El periodo crónico se caracteriza por una escasa parisitemia (Castro et al., 1999) y 

un daño irreversible de algunos parénquimas, pudiendo evolucionar hacia noxas cardíacas, 

digestivas o neurológicas (Acquatella, 1998; Pays, 1999; Silva et al., 1999). La 

miocardiopartía crónica y las alteraciones del ritmo cardiaco, son las formas más habituales 
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de la cardiopatía chagásica (Añez et al., 1999). La patogenicidad siempre comienza en el 

periodo subclínico, con aparición de alteraciones electrocardiográficas, caracterizadas por 

bloqueo completo de la rama derecha del haz de Hiss y hemibloqueo izquierdo anterior. 

Esto puede continuar por largo tiempo o volverse sintomático. Los síntomas más frecuentes 

son: palpitaciones, mareos, síncopes, disnea de esfuerzo, edema y dolor precordial en la 

forma adquirida por acción del vector (Berra et al., 1998). 

En relación a la patogenia de la cardiopatía crónica, ésta es multifactorial, ya que 

involucra una pérdida del control autónomo del corazón, por la destrucción selectiva de las 

neuronas parasimpáticas, predominando la inervación simpática, lo que conduce a las 

células cardíacas a su hipersensibilidad a las catecolaminas (Gavin et al., 1998) y a la 

destrucción directa del tejido cardíaco por el T. cruzi. La ruptura de los nidos de 

amastigotos lleva a una reacción inflamatoria y fibrosis, y a reacciones inmunes anti-

miocardio por mediación celular y/o humoral (Kierszenbaum, 1999; Rosse, 1998). 

Dependiendo de la progresión y magnitud del daño cardíaco, pueden aparecer 

arritmias, hipertrofia y posterior dilatación del músculo cardíaco (cardiomegalia), 

insuficiencia cardíaca en forma progresiva y fenómenos de tromboembolismo entre otras 

complicaciones (De Oliveira et al., 1998). La fibrilación ventricular es probablemente la 

causa más frecuente de muerte súbita en los pacientes chagásicos crónicos (Atías, 1998). 

Por otro lado, una fracción no determinada de enfermos desarrolla trastornos del 

tubo digestivo, pudiendo ser afectada cualquier porción de éste. Sin embargo, los tejidos 

más comúnmente afectados son el esófago y el colon (De Oliveira et al., 1998). Se 

producen trastornos de la motilidad esofágica, el tránsito intestinal se ve retardado, 

provocando una disfagia lógica, dolor epigástrico y regurgitación, apareciendo finalmente 

el fenómeno de acalasia, que posteriormente con el aumento del calibre y dilatación del 

órgano, lleva al desarrollo del megaesófago (Rezende y Moreida, 1988). 

En el colon se producen alteraciones peristálticas, manifestándose por constipación 

progresiva, fecalomas, dilatación y elongación (dolicomegacolon), constituyéndose el 

megacolon chagásico y pudiendo complicarse con vólvulos intestinales agudos. La 

dilatación de los segmentos digestivos se debe a una degeneración de las neuronas de los 

plexos mientéricos frecuentemente acompañada de la infiltración de linfocitos e histocitos.  
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No obstante, esta degeneración comienza en la fase aguda, pero la aparición de los 

megasíndromes, se observan generalmente en el adulto, donde la pérdida fisiológica 

progresiva de las neuronas en los plexos ya dañados alcanza un nivel crítico. (Atías, 1998; 

De Oliveira et al., 1998) 

La neuropatía chagásica representa la destrucción neuronal que afecta los sistemas 

nerviosos central, periférico y autónomo, que según la localización de la lesión, puede 

evidenciarse la aparición de paresias, perturbación funcional del cerebelo, convulsiones y 

anormalidades psíquicas (Silva et al., 1999). 

Esta zoonosis parasitaria además de la transmisión vectorial también presenta otros 

mecanismos de infección. Con las migraciones de las poblaciones rurales hacia las grandes 

ciudades, el parásito pasó a ser transmitido mediante transfusiones sanguíneas, transplantes 

de órganos y accidentes de laboratorios, constituyéndose actualmente, una forma de 

urbanización de la enfermedad (Solari y Spotorno, 2002). Además de estas formas 

adquiridas de la enfermedad de Chagas, existe la posibilidad de que los tripomastigotos de 

T. cruzi circulantes, presentes en una embarazada chagásica puedan ser transmitidos 

durante la gestación al feto, constituyéndose así, la forma transplacentaria de la 

enfermedad.  

La importancia de la infección transplacentaria por T. cruzi en nuestro medio ha 

sido claramente establecida (Anon, 2000; Muñoz et al., 1992; Schenone et al., 1985.), pero 

aún persisten algunos problemas especialmente en su diagnóstico, lo que hace 

indispensable mejorar la calidad, sensibilidad y especificidad de la tecnología establecida 

hasta la fecha. Este tipo de transmisión es producida por el paso de los tripomastigotos de 

T. cruzi a través de la placenta, desde una madre infectada al feto en formación. La 

prevalencia de infección por T. cruzi en mujeres embarazadas en Latinoamérica, oscila 

entre 50% en Bolivia y 8% en Uruguay (Muñoz et al., 1992). En Chile diversos autores 

describen prevalencias entre 1% y 10% pero en algunas localidades de la III y IV Región 

esta cifra puede alcanzar al 20% de las mujeres en edad fértil (Muñoz et al., 1992; Lorca, et 

al., 1987). A diferencia de la toxoplasmosis, la transmisión del parásito al feto puede 

producirse en cualquier etapa de la infección materna, ya sea aguda o crónica; además 

puede repetirse en embarazos sucesivos e inclusive afectar en embarazos gemelares a 

ambos fetos (Muñoz y Thiermann, 1990). 
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Puede producir fetopatías y aborto, o al nacer el niño puede presentar una amplia 

gama de manifestaciones clínicas, desde casos asintomáticos y aparentemente sanos hasta 

cuadros graves y mortales. Es así como en alrededor del 80%, la madre no transmite la 

infección al niño y éste nace absolutamente sano. Pero en una cifra que oscila entre 10 a 

20%, se produce el paso del parásito a través de la placenta. De acuerdo al tiempo en que 

éste se produzca puede producir un mortinato, o el nacimiento de un niño infectado 

asintomático, o uno sintomático. En dichos casos la infección será persistente y de acuerdo 

a las conductas médicas que se apliquen, el niño evolucionará a la recuperación, 

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 chagásica. Hasta la fecha, la única 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 áreas la transmisión 

alcanza entre 10% y un 12,5% (Muñoz et al., 1992; Schenone et al., 1985). Los niños al 

nacer son asintomáticos en el 80% de los casos, de término y con adecuado peso de 

nacimiento. Cuando son sintomáticos, 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. Diagnóstico  

 

 Diagnóstico en la etapa aguda y crónica 

Además de los antecedentes clínicos y epidemiológicos, el diagnóstico de la 

enfermedad de Chagas actualmente se basa en dos tipos de metodologías, una directa o de 

certeza y otra indirecta o serológica (Atías, 1998). 

 

a) Métodos Directos: 

Están orientados a la observación directa del T. cruzi en sangre de pacientes o en 

deyecciones de T. infestans y son útiles en etapa aguda de la enfermedad. Las técnicas más 

utilizadas son: examen directo de sangre fresca y gota gruesa, métodos de concentración 

como el microstrout y xenodiagnóstico, este último, útil también en la etapa crónica de la 
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enfermedad. La ventaja que presentan estos exámenes a excepción del xenodiagnóstico, es 

su bajo costo, fácil manejo, rapidez diagnóstica y una especificidad del 100%. Por el 

contrario la desventaja está dada por la sensibilidad que en algunos casos alcanza un 60% y 

en los crónicos sólo de un 20%, además de que las parasitemias detectadas se encuentran 

entre niveles medios a alto (Atías, 1998). 

El xenodiagnóstico que utiliza al propio vector de la enfermedad, en la detección del 

T. cruzi en pacientes en etapa aguda o crónica 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 más alto, manejo de personal semiespecializado, escasa rapidez 

diagnóstica, ya que sólo se pueden obtener resultados entre los 30 a 90 días, además que la 

sensibilidad en casos crónicos sólo alcanza al 40% y las parasitemias detectadas se 

encuentran entre niveles medio a alto (Atías, 1998; Solari et al., 1998; Ferreira y Avila, 

1995). 

Diversos estudios demuestran que la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 

utilizada en vectores, animales domésticos y silvestres y en pacientes agudos o crónicos 

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: 

Están orientados a la detección de anticuerpos específicos anti T. cruzi, por lo tanto 

evalúan la respuesta inmune humoral del hospedero infectado. Las técnicas convencionales 

más utilizadas, debido a su alta sensibilidad y especificidad, son la reacción de ELISA y la 

reacción de inmunofluorescencia indirecta (RIFI); en ambos se pueden detectar y 

cuantificar inmunoglobulinas isotipo-específicas, como IgM, IgG e IgA. Su costo es medio 

y posee una rapidez diagnóstica 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 período crónico, la IgG alcanza entre 95 – 100% y en el 

período agudo su utilidad es mínima, cobrando importancia la IgM que puede llegar a 60% 

de sensibilidad (Ferreira y Avila, 1995). 

La utilización de técnicas no convencionales como los antígenos 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 utilización 

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

 

2.3.4. Tratamiento. 

 

Actualmente se cuenta con dos medicamentos que han demostrado ser útiles 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 T. cruzi. El mecanismo de acción se relaciona con la 

capacidad de producir radicales superóxidos libres que originan productos parcialmente 

reducidos y que tienen acción tóxica a nivel celular, entre los que destacan radicales 

superóxidos, hidroxilo y peróxidos de hidrógeno, siendo este último el más dañino, pues el 

T. cruzi carece de catalasas y glutatión peroxidasa, haciéndolo más vulnerable a su acción. 

En el caso de los tripomastigotos, se inhibe la penetración a las células de los hospederos. 

In Vitro se ha observado un daño directo en los amastigotes intracelulares impidiendo su 

desarrollo posterior (Webster, 1987). 

Clínicamente el efecto se traduce en una disminución de las parisitemias que 

caracterizan la fase aguda; sin embargo, en las formas crónicas su rendimiento es muy bajo 

(Urbina, 1999). En general, la serología persiste positiva, negativizándose los exámenes 

directos entre 80 a 100%, dependiendo del tiempo de seguimiento al que sean sometidos los 

pacientes (Freilij y Altcheh, 1998). Cuando existe daño tisular o las lesiones son 

irreversibles, el medicamento no tiene ningún efecto sobre éstos. 

El Benznidazol, derivado nitroimidazólico, 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 infección vectorial, en la infección tranfusional 

reciente, en los primeros estados de una reactivación y en los casos de infección 

transplacentaria. 

En los casos de infección transplacentaria en nuestro país, el tratamiento se efectúa 

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/día durante 60 días, vía oral. La efectividad dependerá en gran medida 

del período de la infección y de la prontitud con que se instaure el tratamiento una vez 

confirmado el diagnóstico 

 

2.4. Criterios De Identificación. 

 

El T. cruzi constituye una compleja población de parásitos tanto en mamíferos 

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 morfología, virulencia y 

en la distinta susceptibilidad a los agentes quimioterápicos, más que cuando se las estudia 

en modelos experimentales (Solari et al., 1998).  

El análisis de isoezimas fue el primer abordaje de caracterización bioquímica de las 

cepas de T. cruzi llevado a cabo por Miles en 1980 que permitió identificar la existencia de 

tres zimodemos (Z1, Z2 y Z3) (Miles, 1980). 

Ha sido de creciente interés la caracterización bioquímica e isoenzimática de las 

cepas de T. cruzi. Así la electroforesis isoenzimática, un método que detecta las diferencias 

entre enzimas que presenta propiedades catalíticas comunes, pero que tienen estructuras 

moleculares diferentes, han permitido caracterizar las poblaciones de T. cruzi en relación 

con su perfil bioquímico; es decir, con sus zimodemas. De esta forma, se ha determinado 

que en Brasil el zimodema 1 (Z1) es característico 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 II regiones. En cambio, Z2 se ha obtenido de T. infestans, del hombre 

y de animales domésticos de todo el país. El zimodema Z2 se ha divido en Z2a, similar a 

Z2 de Brasil, y Z2b de Bolivia, el cual es el más prevalente en Chile. En Venezuela la 

mayoría 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 isoenzimáticos 

permitirá 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 isoenzimática de cepas de T. 

cruzi, aisladas de diversos hospederos (Miles, 1980; Romanha, 1979). A partir de estos 

resultados se llegó a la conclusión de que la multiplicación del parásito es asexuada, lo que 

genera una serie de poblaciones o clones naturales, que exhiben considerables diferencias 

genéticas (Ayala, 1993). Esta estructura clonal tendría un gran impacto sobre las 

propiedades biológicas del parásito (Revollo et al., 1998; Tibayrenc, 1995). 

El estudio de la variabilidad genética de las poblaciones de T. cruzi permite la 

identificación de las cepas principales y secundarias presentes en los vectores, evaluación 

de la relación entre los ciclos silvestres y domésticos, identificación de los reservorios, 

relación con la endemicidad y rol en la patología humana. 

Los análisis comparativos de varios marcadores polimórficos muestran una alta 

correlación con los diferentes zimodemas identificados (Tibayrenc et al., 1998), además los 

genotipos más frecuentes presentan una distribución geográfica muy extensa, lo cual 

concuerda con la reproducción clonal (Tibayrenc, 1995). 

El análisis isoenzimático permite estudiar el modo de reproducción de los 

organismos, medir las distancias evolutivas y construir árboles filogenéticos. El taxón       

T. cruzi se caracteriza por un grupo de clones distribuidos sobre largas áreas geográficas 

con algunos clones más frecuentes llamados clones mayores -Clados- (Tibayrenc, 1995; 

Tibayrenc, 1998). EL número de clones identificados en el taxón T. cruzi no es limitado, el 

incremento de las cepas estudiadas y la resolución de las técnicas utilizadas para el estudio 

del genoma permiten detectar mayor variabilidad genética; sin embargo, datos 

isoenzimáticos y análisis por RAPD de varias cepas representativas de la diversidad del 

taxón, además de análisis de genes de mini-exón y del RNA ribosomal 24S, mostraron que 

las poblaciones de T. cruzi se reparten en dos principales linajes, cada uno muy 

polimórfico, denominado Linaje 1 y Linaje 2 (Souto et al., 1996), o “clado” o filum, 

llamados 2do filum mayor y 1er filum mayor respectivamente (Tibayrenc, 1995; Brisse et 

al., 1998). 

Las cepas previamente descritas por Miles et 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 conmemoración del 90mo aniversario del 

descubrimiento de la enfermedad de Chagas, realizado en abril de 1999 en Rio de Janeiro, 

Brasil, se realizó una reunión satelital sobre recomendaciones de estandarización de la 

nomenclatura de T. cruzi. Dentro de ellas se destaca la designación o calificación 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), 1er 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), 2do 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 órganos, lo que explicaría la diversidad de 

manifestaciones clínicas en los individuos con enfermedad de Chagas. (Revollo et al., 

1998). Por otra parte, no existen antecedentes claros que demuestren cuáles son los factores 

involucrados en la transmisión de la infección, ni tampoco la existencia de diferencias 

genéticas a nivel parasitario, que implicarían que ciertas poblaciones de T. cruzi tendrían 

mayor facilidad de atravesar la placenta, y así infectar al feto en formación.  

De acuerdo a estos antecedentes, se requiere mejorar el diagnóstico precoz de la 

infección por T. cruzi, contar con mejores herramientas para la evaluación del tratamiento 

de la infección, estudiar las características genéticas del parásito y asociarlas con los 

antecedentes epidemiológicos de las cepas involucradas en la infección y asociarlas con los 

procesos que pudieran estar involucrados en la patología y evolución de la infección. 

Por tal motivo, la técnica de biología molecular denominada PCR representa una 

herramienta altamente sensible y específica que reúne todas las características necesarias 

para su utilización y aplicación en el diagnóstico parasicológico. 
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2.5. Estudios Filogenéticos. 

  

Durante siglos los científicos han intentado evaluar y describir la diversidad 

biológica, así como explicar los patrones y procesos por los cuales se origina. Esta 

disciplina es conocida como sistemática y tiene dos niveles de estudio: el análisis 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 sólo para que el sistema de calificación refleje 

la estructura histórico jerárquica del mismo, sino porque es relevante para otras áreas de la 

biología como la fisiología, ecología, epidemiología o biología de la conservación. Entre 

todas las herramientas moleculares desarrolladas hasta hoy, la secuenciación de fragmentos 

de DNA, ha permitido la comparación nucleotídica de genes específicos con fines 

sistemáticos. Particularmente en este tipo de estudios, el DNA mitocondrial ha recibido 

mayor atención que el DNA nuclear, debido a que puede ser aislado junto con el DNA 

genómico, se presenta en alto número de copias por célula, y presenta una organización de 

secuencias simple, resultado ideal para la reconstrucción de filogenias, siendo el citocromo 

b uno de los genes más estudiados (Marín, 2004). 

 

2.5.1. Criterios para análisis filogenéticos. 

 

Después de haberse separado cladísticamente, dos linajes pueden adquirir 

independientemente nuevas similitudes por acción de factores evolutivos que no son 

herencia de un ancestro común, lo que se denomina evolución paralela (Spotorno et al., 

2004a). Incluso después de estar separadas muchos millones de años, dos especies de 

parentesco muy remoto pueden adaptarse a condiciones que hacen sugerir nuevas y muy 

particulares similitudes (evolución convergente). Como es difícil separar estas similitudes 

se las junta en una sola categoría: homoplasia (Spotorno, 1984). De lo anterior, surge la 

necesidad de criterios para distinguir los varios tipos de similitudes. Sólo aquellas 

homologías debidas a un ancestro común cercano, llamadas técnicamente sinapomorfías, 

constituyen buenos argumentos para unir cladísticamente dos taxones; estas sinapomorfías 

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

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

 
� Criterios mayores: 

a) Relación o criterio de posición: Las entidades homólogas ocupan posiciones 

similares en los sistemas; 

b) Relación o criterio de composición: Las entidades homólogas están compuestas de 

partes similares en número, forma o función, y en sus interrelaciones mutuas. 

 

Extensión de los criterios mayores: 

Relación o criterio de serie: Las entidades homólogas pueden ser ordenadas en una 

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

 

� Criterios menores o subsidiarios: 

 

a) Las homologías son probables en entidades aparentemente similares en posición y 

composición y que aparecen en especies que, por los criterios mayores, ya se sabe que 

poseen homologías. 

b) Las homologías son probables cuando entidades similares ocurren en gran número de 

especies. 

c) La posibilidad de homología existe si un conjunto de entidades similares se 

distribuyen de manera similar en varias especies. Esta posibilidad aumenta con la 

adición de tales conjuntos (Spotorno et al., 2004a). 

Los caracteres homoplásicos no resisten el análisis detallado que indican estos 

criterios. Las similitudes empiezan a desaparecer a medida que el análisis se hace más fino, 

y más lejano se hace el nivel donde se observaron las similitudes homoplásicas (Spotorno 

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

 

Hay una reciente revisión respecto a la evolución molecular de los Trypanosomas, 

basadas en secuencias de RNA ribosomal (rRNA) que indican origen en África y parafilia 

para Trypanosoma, aunque otros genes indican monofilia. Hay claramente una escasa 

representación del material chileno; es así como una búsqueda 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 Región del país, 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 análisis del T. cruzi mediante PCR entrega información rápida sobre el o los 

genotipos presente en una determinada muestra biológica. Este enfoque ha sido utilizado en 

Bolivia y Brasil para obtener información sobre la epidemiología de la enfermedad de 

Chagas. En Chile el primer y único resultado con este análisis se obtuvo con muestras de 

pacientes chagásicos (Solari y Spotorno, 2002). Resulta por ende necesario acumular 

información sobre la variabilidad de T. cruzi circulantes en el ciclo selvático de la 

transmisión de la enfermedad de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 22

III    OBJETIVOS 

 

� Objetivo general. 

 

Desarrollar una descripción de la diversidad molecular de las poblaciones de          

T. cruzi circulando en territorio chileno a partir de muestras obtenidas de mamíferos 

hospederos y sus insectos vectores, como también reconstruir su filogenia usando la 

secuencias del gen para citocromo b. 

 

 
� Objetivos específicos.  
 

� Identificación y descripción molecular de cepas de T. cruzi, tanto de ciclo silvestre 

como peridomiciliario, mediante secuenciación del gen para citocromo b. 

� Caracterizar y comparar la variación 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 MÉTODO. 

 

4.1. Muestras analizadas.  
 

Las secuencias del gen para la proteína citocromo b fueron obtenidas a partir del 

análisis de  un stock total de 60 muestras de la I y IV Región (las muestras de cabra, degu y 

yaca provienen de la �Reserva Nacional Las Chinchillas, Aucó, IV Región) (Cuadro Nº: 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 

parásito vector T. 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), única cepa de este estudio que se encuentra 

publicada en Gen Bank para citocromo b de T. cruzi. Todas las secuencias obtenidas en el 

presente estudio son originarias de la IV Región. 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 sólo 3 son 

originarias de Chile, todas estas procedentes de la IV Región (Cuadro Nº: 2) El stock 

disponible en Gen Bank, alcanzadas en su totalidad a través de cultivos celulares, es un 

grupo muy heterogéneo en cuanto al país de origen, localidad y hospedador originario, lo 

cual nos entrega una adecuada base de comparación.  

Especie de origen                                           Cantidad                   localidad                       

Capra hircus (Cabra) ♦(3) 14 IV Región  (Aucó) 

Octodon degus (Degu) ♦(2) 12 IV Región  (Aucó) 
Thylamis elegans (Yaca) 3 IV Región  (Aucó) 
Phyllotis darwini 10 I Región  
Abrothrix olivaceus(Laucha olivácea) 10 I Región 

T.  infestans  (Vinchuca) ♦(1) 5 IV Región 

M.  spinolai♦(1) 4 IV Región 

Humano♦(2) 2 IV Región 
Total 60  

 
Cuadro 1: Origen y número de muestras analizadas. 

♦(Nº): Muestras secuenciadas y analizadas filogenéticamente. 
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Cepa                             Linaje                   País                Localidad                 Hospedador 
133–79 cl7 T. cruzi I Bolivia Santa Cruz Humano 

Cuica cl1 T. cruzi I Brasil Sao Paulo Philander opossum 

X10 cl1                           T. cruzi I Brasil Belém Humano 

SC13    T. cruzi I Colombia Antioquia Rhodnius pallescens 

Tehuentepec cl2 T. cruzi I México Tehuantepec Humano 

CanIII cl1 T. cruzi IIa Brasil Belém Humano 

Stc33R   T. cruzi IIa USA St. Catherines Island Procyon lotor 

DogT T. cruzi IIa USA Oklahoma Canis familiaris 

CBB cl3 T. cruzi IIb Chile Tulahuén IV Región  Humano 

Esmeraldo cl3 T. cruzi IIb Brasil Bahia Humano 

TU18 cl2                          T. cruzi IIb Bolivia Tupiza Triatoma infestans 

M6241 cl6                      T. cruzi IIc Brasil Belém Humano 

M5631 cl5                      T. cruzi IIc Brasil Marajo Dasypus novemcinctus 

X109/2                           T. cruzi IIc Paraguay Makthlawaiya Canis familiaris 

MN cl2                           T. cruzi IId Chile IV Región  Humano 

SC43 cl1                         T. cruzi IId Bolivia Santa Cruz Triatoma infestans 

CL Brener                       T. cruzi IIe Brasil Rio Grande do Sul Triatoma infestans 

Tulahuen cl2                     T. cruzi IIe Chile IV Región  Humano 

Guateque T. cruzi IIe Colombia Guateque Bocaya Rhodnius prolixus 

X57/3                             T. cruzi IIe 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 Región. 
Se muestra el nombre publicado de la cepa, su clasificación internacional, país, localidad de origen 
y el hospedero del cual se obtuvo.  

 
 

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

Ciencias Biológicas del ICBM, provistas por el doctor Aldo Solari. En este lugar se realizó 

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

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

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

al., 1985). 
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4.2. Amplificación de DNA a partir de la técnica PCR. 

4.2.1- Diseño de partidores 

El DNA de las muestras en estudio se amplificó mediante “La Reacción en Cadena 

de la Polimerasa” PCR (Saiki et al., 1985), con la obtención de una banda de 700 pares de 

bases, que corresponde a la secuencia del gen para citocromo b de T. cruzi. Para dicho 

objetivo se utilizaron dos partidores diseñados 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 Nº 3) 

 

 

Nombre del            Secuencia nucleotídica                          Temperatura de      Dirección en 
partidor                                                                                   alineamiento            el gen 
P18              5`GACAGGATTGAGAAGGGAGAGAG 3`           60º C                      Sentido 

P20              5`CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG 3`           58º C                 Anti-Sentido 

 

Cuadro 3: Secuencias de oligonucleótidos usados como partidor para la amplificación y   
secuenciación del gen para citocromo b. Se muestra la secuencia de cada partidor y la dirección de 
amplificación en el gen. 

 

 

4.2.2.- Amplificación del gen para citocromo b de T. 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 realizó amplificación por PCR de un fragmento de 700 pares de bases. La 

amplificación se llevó a cabo en una reacción de 50µl que contenía: 25pmoles de cada 

oligonucleótido, que fue usado como cebador, 1U de Taq DNA Polimerasa, el Tampón 

suministrado con la enzima (KCl 50mM; Tris-Cl mM; Tritón X-100 0,1%; MgCl2 2,5mM), 

los cuatro desoxinucleótidos (200 mM cada uno), agua destilada estéril y entre 3 y 6 µl de 

cada muestra. La mezcla fue amplificada en un termociclador Perkin-Elmer en 35 ciclos de 
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45 segundos de desnaturación a 94ºC, 45 segundos de alineamiento a 58ºC y 45 segundos 

de extensión a 72ºC. El programa se inició con una partida en caliente a 94ºC por 10 

minutos y se concluyó con una extensión final de 7 minutos a 72ºC.(Figura Nº 6) 

 

 
Figura 6: Gráfico del programa de amplificación del termociclador donde se muestra la                                       
temperatura y el tiempo de desnaturación, alineamiento y extensión. 

 

 

4.3.- Análisis y Purificación de los fragmentos amplificados 

 

Los productos de PCR obtenidos se resolvieron en electroforesis de gel de agarosa 

1,2% en tampón TBE 1% (Figura Nº7). Como estándar de tamaño molecular se utilizó 

marcador “ladder” de 100pb con marca de 500pb (GIBCO-BRL). La electroforesis se 

realizó a un voltaje constante de 80 volts por aproximadamente 2 horas.  

La Fluorescencia emitida al teñir el gel con bromuro de etidio se observó en un 

transiluminador UV. El DNA amplificado fue purificado directamente o a partir de geles de 

agarosa de bajo punto de fusión, utilizando kits comerciales (QIA quick Spin 

HandbookPCR Purification) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente 

fueron secuenciadas en secuenciador automático de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad de Chile. 
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4.4.- Análisis 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 dirección reversa y 

directa de cada fragmento, utilizando como secuencia de referencia la cepa Tulahuen cl2 

human (AJ130936) (Brisse et al., 2000). El porcentaje de nucleótidos totales y por posición 

de codón, el número de Transiciones (ts), el número de transversiones (tv) y las razones de 

estas (ts/tv), se calcularon con el progama MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 

Análysis) versión 4.0 (Kumar et al., 2004). 

 

4.5.- Análisis 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 

carácter, en donde cada posición nucleotídica representa un carácter y las cuatro bases los 

cuatro estados posibles. El análisis de las relaciones filogenéticas fue realizado con criterios 

de Máxima Parsimonia, Máxima 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 carácter fueron tratados como extraviados (“Missing”), los intervalos, deleciones 

o inserciones se trataron como nuevos estados de carácter. Para la polarización de 

caracteres se utilizaron los grupos externos obtenidos de GenBank para citocromo b de T. 

cruzi.  

La confiabilidad de los árboles obtenidos en los análisis de parsimonia y máxima 

verosimilitud, fueron puestos a prueba realizando 500 réplicas de “bootstrap”, método 

estadístico 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 realizó 

con el propósito de pesquisar el error de muestreo asociado al conjunto de datos. 
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4.5.1.- Máxima Parsimonia. 

 

Utilizando el numero total de OTUs (Operacional Taxonomic Units) analizados, se 

realizó una búsqueda exhaustiva del árbol más corto considerando las tres posiciones del 

triplete y considerando sólo los caracteres en que se presenta un cambio filogenéticamente 

informativo (se entiende como carácter filogenéticamente informativo un carácter 

compartido por al menos dos de los taxas analizados, que favorece un árbol filogenético 

sobre otros.). Finalmente con las topologías así generadas, se confeccionaron árboles de 

consenso con el criterio de la regla mayoritaria que muestra nodos mayores a 50%, siendo 

este último método la vía más simple y eficiente de hipotetizar relaciones filogenéticas 

entre organismos en base a estados de carácter. La estimación de confianza para cada nodo 

se evaluó ejecutando remuestreo (“boostrap”) de 500 réplicas, realizado a través de una 

búsqueda heurística (“Heuristic search”). 

 

4.5.2.- Análisis de distancia. 

 

A través del análisis de distancia, incluido en el programa MEGA 4 y PAUP 4.8b, 

se reconstruyó la historia filogenética de las cepas en estudio, usando el algoritmo de unión 

del vecino más próximo (“Neighbor-joining”) (Saitou y Nei, 1987) y la matriz de distancia 

de “Kimura-2-parámetros” (Kimura, 1980), que presume igual frecuencia para cada base, 

clasifica las diferencias entre dos o más secuencias como transiciones y transversiones y 

establece una ponderación diferente entre ellas (Page y Holmes, 1998). Este análisis fue 

aplicado al conjunto de la matriz sin ponderación, de manera que cada cambio de estado del 

carácter tenga el mismo peso. Se realizó el mismo tipo de análisis para una matriz en el que 

se excluyeron los cambios de carácter que no eran filogenéticamente informativos. Para 

dichas tipologías se realizó un análisis con “bootstrap” con 500 réplicas. 
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4.5.3.- Máxima Verosimilitud. 

 

Para la búsqueda del árbol más verosímil, a través de una búsqueda heurística, se 

utilizó un modelo de Máxima Verosimilitud (“Maximum Likelihood”) incluido en 

programa PAUP 4.b8, que entrega un valor probabilístico expresado en el logaritmo natural 

de un número determinado de reordenamientos de los árboles posibles de generar con los 

caracteres disponibles. Este método probabilístico fue aplicado a las mismas cuatro 

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

 

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

 

Los productos de PCR obtenidos se resolvieron en electroforesis de gel de agarosa 

1,2% en tampón TBE 1%. Se observó la fluorescencia emitida al teñir 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 Nº 7). 

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

cuadro Nº 4 

 

 

 

Cuadro 4: Muestras amplificadas, purificadas y secuenciadas. Se especifica el nombre de 
la cepa, su hospedador y origen geográfico.  
 

 

 

F06 V195 T. infestan IV Región 

SAP6.18. Humano IV Región 

5-P18 Cabra IV Región 

26T-P18 Cabra IV Región 

24T-P18 Cabra IV Región 

54-P18 O. degus IV Región 

58-P18 O. degus IV Región 

A04.F M. spinolai IV Región 

CBB-P18 Humano IV Región 
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                                                            ←←←←700 pb 
                                                                                                        
                                                                                                              ←←←← 500 pb 
                                                                                                                                                                                                                                                    
                                                                                                                                                                    
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 1,2% en tampón TBE 1% fotografiada con 
fluorescencia de bromuro de etidio (negativo de la fotografía). 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. 
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5.2.- Análisis 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 encontrándose 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 sólo las 

cepas secuenciadas en el laboratorio, la variación nucleotídica 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 nucleotídicos variables. Sin embargo al analizar 

estas secuencias junto a las otras cepas obtenidas en territorio chileno presentes en 

GenBank, la variación nucleotídica aumenta significativamente, presentando 118 caracteres 

variables siendo, 78 de estos filogenéticamente informativos. 

 

5.3.- Composición nucleotídica. 

 

Al analizar las secuencias, considerando las tres posiciones de cada nucleótido en el 

triplete y los distintos taxas, la composición promedio de nucleótidos para la “hebra 

liviana”, incluyendo las secuencias obtenidas de GenBank (Brisse et al., 2000), fue de 

47.6% de timina, 8,4% de citosina, 26,1% de adenina y 17,9% de guanina (Gráfico Nº1), 

constatándose un significativo déficit de citosina. Esta observación se acentuó en la primera 

posición del triplete de todos los taxa, donde se presentó sólo en un 6.1%. 

La frecuencia de los cuatro nucleótidos difiere en relación con la posición en el 

triplete (Gráfico Nº2). Tanto la primera posición como la tercera posición presentan 

frecuencias nucleotídicas similares para cada base, con un fuerte predominio del nucleótido 

Timina (45,4% y 47,3% para cada posición respectivamente), siguiendo en frecuencia la 
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base Adenina (31,2% y 31,6% respectivamente); en un menor número se observo Guanina 

(17,3% y 13,7%), siendo el nucleótido Citosina el que se encontró en menor proporción 

(6,1% y 7,4%). En la segunda posición del triplete, esta distribución cambió, presentándose 

con el nucleótido Timina aun más predominante (50,2%) seguido ahora de la base Guanina 

(22,7%) en desmedro de Adenina (15,4%), manteniéndose siempre Citosina en menor 

proporción (11,7%).  

 

 
Gráfico 1: Composición nucleotídica total de las secuencias analizadas. Se destaca notoriamente 
la gran presencia del nucleótido timina por sobre los otros nucleótidos. 
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Gráfico 2:   Composición nucleotídica total de las secuencias analizadas considerando cada 
posición 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 posición del triplete respectivamente. Esto 

nos indica que la tercera posición del triplete es más variable que las dos primeras, siendo 

la segunda posición del codón la más conservada. De los 172 aminoácidos, 57 fueron 

variables, correspondiendo 31 de estas sustituciones a cambios filogenéticamente 

informativos. 

El promedio de la relación ts/tv (transiciones/transversiones) observada entre todos 

los taxa fue de x= 3,375 es decir, que por cada transversión existen 3,3 transiciones, 

encontrándose el valor mínimo de esta relación (0,60) entre las muestras obtenidas a partir 

de cabra y O. degus. En todos los taxa analizados la relación ts/tv fue mayor en la tercera 
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posición con un 5,4, seguido de la primera posición con una relación de 3,2 

correspondiendo el valor mínimo de esta relación a la segunda posición (0,8). 

La divergencia entre las secuencias de todos los taxa analizados (distancias 

corregidas a través de la opción “Kimura 2 parámetros” incluyendo las tres posiciones del 

codon) expresó un promedio total de 0.0690 por sitio de sustitución. 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 sustitución. Entre el grupo O. degus la divergencia promedio fué de 

0,0357, y entre las cepas derivadas de parásitos 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 parásito fué de 0,0615, mientras que entre el grupo O. degus y el grupo 

derivado del parásito vector, se observó un porcentaje de 0,0726. (Cuadro Nº 4) 
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5.5.- Relaciones evolutivas. 

 

5.5.1.- Máxima parsimonia. 

 

Analizando la relaciones evolutivas con el criterio de parsimonia máxima y a través 

de una búsqueda “exhaustiva” analizando todos los taxa (30), incluyendo las tres posiciones 

del triplete, se obtuvieron 33 árboles igualmente parsimoniosos de 143 pasos cada uno, con 

Índice de consistencia (CI) = 0,86014 y un Índice de Retención (RI) = 0,954545. Todas las 

tipologías recogen como grupo aislado, sin asociación con otros taxa, a la cepa Marinkellei 

M1117 (Brisse et al., 2000) proveniente de Brasil, obtenida de la especie Phyllostomum 

hastatus (murciélago insectívoro del Amazonas). Asimismo todos los árboles obtenidos, 

como también la topología de consenso, muestra tres clados muy definidos con altos 

valores de “bootstrap”; estos fueron designados como Clado A, Clado B y Clado C. (Figura 

Nº 8 y 9) 

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 A04.F originaria del parásito 

vector M. spinolai. Estas cepas se presentan relacionadas con cuatro secuencias obtenidas 

de Gen Bank las cuales tienen diversos países de origen y diferentes hospederos. Sin 

embargo, todas estas cepas fueron clasificadas como T. cruzi I y Zimodema 1 (Z1) según 

análisis isoenzimáticos. (Brisse et al., 2000) 

El Clado B es el que mayor número 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 línea corresponden a los T. cruzi zimodema 2 (Z2) 

presentándose T. cruzi tipo IIa, IId y IIe para la nomenclatura internacional (Brisse et al., 

2000), y Zimodema 3 (Z3), T. cruzi IIc 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 publicación de 

Brisse y colaboradores (Brisse et al., 2000) y la otra, secuenciada en este estudio, 

expresándose las dos como clones, sin contradicciones, lo cual nos indica que tanto la 

técnica de laboratorio como de secuenciación y alineamiento, están realizadas de manera 

correcta. 
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Figura 8: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b. 
Árbol de Máxima Parsimonia a través de una búsqueda “exhaustiva”analizando todos los taxa (30), 
incluyendo las tres posiciones del triplete. Largo de los árboles(L)= 143 pasos cada uno, con Índice 
de consistencia (CI) = 0,86014 y un Índice de Retención (RI) = 0,954545. Los números sobre los 
nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se muestra nombre de la 
cepa, país de origen, huésped y clasificación del linaje. El símbolo ♦ indica las cepas secuenciadas 
en el presente estudio. El árbol se presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas 
unidades que los de las distancias evolutivas usadas para deducir el árbol filogenético.  

 DogT.USA.Canis.familiaris. (IIa).

 Stc33R.USA.Procyon.lotor. (IIa).

 CanIII.cl1.Brazil.Humano. (IIa).

 M5631.Brazil.Dasypus.novemcinctus. (IIc)

 X109-2.Paraguay.Canis.familiaris. (IIc).

 M6241.cl6.Brazil.Humano.

 F06.V195.Chile.T.infestan-T.cruzi.II.

 MN.cl2.Chile.IV.R.Humano. (IId).

 SC43.Bolivia.Triatoma.infestan. (IId).

 SAP6.18.Chile.Humano.

 Guateque.Colombia.Rhodnius. (IIe).
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 X57.Paraguay.Canis.familiaris. (IIe).

 Tulahuen.cl2.Chile.IV.R.Humano. (IIe).

 92.80.Bolivia.Humano. (IId).

Clado  B

 X10.cl1.Brazil.Humano. (I)
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Figura 9: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b. 
Árbol de Máxima Parsimonia a través de una búsqueda “exhaustiva”analizando todos los taxa (30), 
incluyendo las tres posiciones del triplete. Largo de los árboles (L)= 143 pasos cada uno, con Índice 
de consistencia (CI) = 0,86014 y un Índice de Retención (RI) = 0,954545. Los números sobre los 
nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se muestra nombre de la 
cepa, país de origen, huésped y clasificación del linaje. El símbolo ♦ indica las cepas secuenciadas 
en el presente estudio. Árbol tipo curvo. 
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5.5.2.- Distancia. 

 

Se evaluó las relaciones filogenéticas mediante este criterio, analizando las 

topologías de los árboles obtenidos con el algoritmo de unión del vecino más próximo 

(“Neighbor-Joining”) y usando la distancia de “Kimura-2-parámetros” (Kimura, 1980). El 

árbol se presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que los de 

las distancias evolutivas usadas para deducir el árbol filogenético. Se incluyen las tres 

posiciones del triplete. Todas las posiciones en las cuales existían saltos o datos faltantes, 

fueron eliminadas del análisis usando la opción “Complete deletion option”. El análisis 

mostró una topología similar a la obtenida bajo Máxima Parsimonia, apoyando los tres 

clados con altos valores de “bootstrap”, sin cambios en su composición (Figura Nº 10 y 

11). 
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 Stc33R.USA.Procyon.lotor. (IIa).

 DogT.USA.Canis.familiaris. (IIa).

 CanIII.cl1.Brazil.Humano. (IIa).

 M5631.Brazil.Dasypus.novemcinctus. (IIc)

 SAP6.18.Chile.Humano.

 F06.V195.Chile.T.infestan-T.cruzi.II

 92.80.Bolivia.Humano. (IId).

 M6241.cl6.Brazil.Humano.

 CL.Brener.Brazil.T.infestan. (IIe).

 SC43.Bolivia.Triatoma.infestan. (IId).

 X57.Paraguay.Canis.familiaris. (IIe).

 Tulahuen.cl2.Chile.IV.R.Humano. (IIe).

 Guateque.Colombia.Rhodnius. (IIe).

 MN.cl2.Chile.IV.R.Humano. (IId).

 X109-2.Paraguay.Canis.familiaris. (IIc).

Clado  B

 5-P18.Chile.Cabra.

 26T-P18.Chile.Cabra.

 24t.p18.Chile.Cabra.

 58-p18.Chile.Octodon.degus.

 54-p18.Chile.Octodon.degus.

 Cuica.Brasil.Philander.opossum. (I).

 A04.F.Chile.M.spinolai.

 Tehuentepec.cl2. (I).

 SC13.Colombia.Rhodnius. (I).

 X10.cl1.Brazil.Humano. (I)

Clado  A

 CBB.c13.Chile.Tulahuen.Humano. (IIb).

 CBB-P18.Chile.clonTulahuen.Humano.

 TU18.cl2.Bolivia.T.infestan. (IIb).

 Esmeraldo.cl3.Brazil.Humano. (IIb).

Clado C

T. marinkellei M1117.Brazil.Phyllostomum.hastatus.

100
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52100
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Figura 10: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b. 
Topología del árbol filogenético obtenido mediante el algoritmo de unión del vecino más próximo 
“Neighbor-Joining” y usando la distancia de Kimura-2-parámetros (Kimura, 1980). El árbol se 
presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que los de las distancias 
evolutivas usadas para deducir el árbol filogenético. Muestra todos los taxa (30), incluyendo las 
tres posiciones del triplete. El símbolo ♦ indica las cepas secuenciadas en el presente estudio Los 
números sobre los nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se 
muestra nombre de la cepa, país de origen, huésped y clasificación del linaje.  
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Figura 11: Relaciones filogenéticas de T. cruzi 
basados en la secuencia del gen para citocromo b. 
Topología del árbol filogenético obtenido mediante 
el algoritmo de unión del vecino más próximo 
“Neighbor-Joining” y usando la distancia de 
Kimura-2-parámetros (Kimura M (1980). El árbol 
se presenta a escala, con longitudes de las ramas en 
las mismas unidades que los de las distancias 
evolutivas usadas para deducir el árbol filogenético. 
Muestra todos los taxa (30), incluyendo las tres 
posiciones del triplete. Los números sobre los 
nodos, representan valores (en porcentajes) del 
bootstrap de 500 replicas. Se muestra nombre de la 
cepa, país de origen, huésped y clasificación del 
linaje. El símbolo ♦ indica las cepas secuenciadas 
en el presente estudio. Árbol tipo radial. 
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 DogT.USA.Canis.familiaris. (IIa).

 Stc33R.USA.Procyon.lotor. (IIa).

 CanIII.cl1.Brazil.Humano. (IIa).

 M5631.Brazil.Dasypus.novemcinctus. (IIc)

 SAP6.18.Chile.Humano.

 CL.Brener.Brazil.T.infestan. (IIe).

 F06.V195.Chile.T.infestan T.cruzi.II.

 Tulahuen.cl2.Chile.IV.R.Humano. (IIe).

 Guateque.Colombia.Rhodnius. (IIe).

 SC43.Bolivia.Triatoma.infestan. (IId).

 X109-2.Paraguay.Canis.familiaris. (IIc).

 MN.cl2.Chile.IV.R.Humano. (IId).

 X57.Paraguay.Canis.familiaris. (IIe).

 M6241.cl6.Brazil.Humano.

 92.80.Bolivia.Humano. (IId).

Clado  B

 X10.cl1.Brazil.Humano. (I)

 A04.F.Chile.M.spinolai.

 Tehuentepec.cl2. (I).

 SC13.Colombia.Rhodnius. (I).

 Cuica.Brasil.Philander.opossum. (I).

 5-P18.Chile.Cabra.

 26T-P18.Chile.Cabra.

 54-p18.Chile.Octodon.degus.

 24t.p18.Chile.Cabra.

 58-p18.Chile.Octodon.degus.

Clado A

 Esmeraldo.cl3.Brazil.Humano. (IIb).

 TU18.cl2.Bolivia.T.infestan. (IIb).

 CBB-P18.Chile.clonTulahuen.Humano.

 CBB.c13.Chile.Tulahuen.Humano. (IIb).

Clado  C

T. marinkellei M1117.Brazil.Phyllostomum.hastatus.

54

52

100

100

29

90

70

99

84

100
46

51

43

67

51

73

45

80

0.005

5.5.3.- Máxima Verosimilitud. 

El uso del programa PAUP para la búsqueda del árbol más verosímil, analizando 

todos los taxa, incluyendo las tres posiciones del codón y todos los caracteres, entregó una 

topología similar a la observada antes a través de los análisis de parsimonia máxima y 

distancia realizadas en las mismas condiciones, con una suma de la longitud de sus ramas 

de 0.34146425. El árbol se presenta con los tres clados compuestos por los mismos taxas 

que se presentaron en los análisis anteriores y de la misma manera, con altos valores de 

bootstrap que apoyan, de forma confiable, esta topología (Figura Nº 12 y 13). 

                                                                                                         

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                    

 

 

 

Figura 12: Relaciones 
filogenéticas de T. cruzi basados 
en la secuencia del gen para 
citocromo b. Topología del árbol 
filogenético obtenido a través del 
método de Máxima Verosimilitud. 
El árbol se presenta a escala, con 
longitudes de las ramas en las 
mismas unidades que los de las 
distancias evolutivas usadas para 
deducir el árbol filogenético. El 
símbolo ♦ indica las cepas 
secuenciadas en el presente estudio 
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Figura 13: Relaciones filogenéticas de T. cruzi basados en la secuencia del gen para citocromo b. 
Topología del árbol filogenético obtenido a través del método de Máxima Verosimilitud. El árbol 
se presenta a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que los de las distancias 
evolutivas usadas para deducir el árbol filogenético. Muestra todos los taxa (30), incluyendo las 
tres posiciones del triplete. El símbolo ♦ indica las cepas secuenciadas en el presente estudio Los 
números sobre los nodos, representan valores (en porcentajes) del bootstrap de 500 replicas. Se 
muestra nombre de la cepa, país de origen, huésped y clasificación del linaje. Árbol tipo circular 
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VI      DISCUSIÓN. 

 

6.1.- Composición nucleotídica del gen para citocromo b. 

 

La composición de nucleótidos presentó un sesgo con bajas cantidades de citosina 

(8,4%) en la totalidad de los taxa, siendo la primera posición la de mayor déficit de citosina 

(gráfico 1). Por otra parte existe un sesgo con altos niveles de timina (47,6%), 

presentándose esto en todas las cepas, siendo la segunda posición, además de la más 

conservada, la de mayor presencia de timina (50,2%). Sin embargo, y aunque esta 

observación es consistente con otros estudios realizados en protozoos (Luyo-Acero. et al, 

2004) se rechazaría la hipótesis que supone una distribución de bases equilibrada en cada 

posición del triplete. Este tipo de desequilibrio está dado por la presión de selección que 

fija diferentes mutaciones, y que dependen de sus efectos sobre la adecuación de los 

individuos que la poseen y de la de sus descendientes, es decir, si estas mutaciones son ya 

deletéreas o neutrales, sería un asunto del azar y aparecerían aleatoriamente con una tasa 

probablemente constante. En el caso del citocromo b este desequilibrio estaría relacionado 

con la hidrofobicidad de la molécula, por lo tanto, este sesgo podría resultar de restricciones 

que mantienen los residuos hidrofóbicos en posiciones particulares de la proteína (Naylor et 

al, 1995). 

Entre los factores que determinan si las mutaciones son neutrales o deletéreas, se 

encuentran diferencias en presión de selección 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 proteína de la cadena transportadora de electrones, 

vital para el metabolismo de cualquier célula. Por lo tanto, no es sorprendente que la 

distribución de aminoácidos variables en el citocromo b no sea aleatoria. 

En las cepas aquí estudiadas, la primera posición del triplete resultó muy 

conservada, sin embargo la segunda posición del triplete lo fue aún más, quedando la 

tercera como la posición más variable. La tercera posición del código genético nuclear y 

mitocondrial es redundante, de manera que la identidad de esta posición importa menos 

para el apareamiento del RNA de transferencia con el aminoácido correspondiente, 

pudiendo resultar apareamientos inespecíficos (descritos como hipótesis de Wobble), que 
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podrían ser responsable de la mayor variación encontrada en la secuencia nucleotídica de 

esta posición. Se espera entonces, que la mayoría de los cambios afectarán la tercera 

posición del codón y deberían ser del tipo silencioso, producto de la degeneración del 

código genético, en el que las mutaciones del ADN no alteran los aminoácidos de la 

proteína. 

 

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 más probable que sean detectadas (Marín, 2004). Esto 

concuerda con nuestros resultados, en los que fueron en promedio tres veces más comunes 

que las transiciones. Además, las transversiones fijadas en estos organismos, pueden en la 

mayoría de los casos modificar el aminoácido, sin afectar la función del citocromo b. 

Reafirma esta idea la observación de regiones variables en la secuencia estudiada, en 

contraste a otras muy conservadas en todas las cepas estudiadas.  

 

6.3.- Relaciones Filogenéticas. 

 

Todos los análisis realizados muestran a la cepa M1117, cuyo origen es Brasil, 

obtenida del murciélago insectívoro P. hastatus, como grupo externo sin integrar alguno de 

los clados formados por las diferentes topologías.  

Al comparar y analizar las relaciones filogenéticas, se observa una marcada distribución de 

las cepas estudiadas, formando topologías 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   

O. degus, se presentan como grupo hermano. Esto se observa en todas las topologías que se 

generaron, formando un solo clado (Clado A) con elevadas validaciones estadísticas 

(“botstrap”). Por lo tanto, este conjunto de cepas sumado a las cepas descritas en GenBank 

pertenecientes al CladoA, formarían un grupo monofilético. 
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En el caso del Clado C, en todos los análisis 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 análisis filogenético es confiable. 

El Clado B, el mayor en número (15) de los tres clados, se presenta como un grupo 

monofilético, donde se agrupan cepas clasificadas como T. cruzi tipo IIa, IId, IIe y IIc 

según la clasificación internacional.  

En todas las topologías, en el Clado B se forman dos subgrupos. El más importante, 

considerando sus elevados valores de “botstrap” (100), es el que está formado por las cepas 

Stc33R y DogT, ambas T. cruzi tipo IIa (Zimodema 3) cuyo origen es Estados Unidos. El 

otro subgrupo de este clado está formado por las cepas M5631 de Brasil (T. cruzi IIc) y la 

cepa Can III (T. cruzi IIa) también de Brasil, sin embargo se presenta con menores valores 

de validación estadística (“bootstrap”) a pesar de presentarse en todos los árboles de los 

diferentes análisis realizados. 

El Clado B es el que se muestra más heterogéneo en cuanto a la clasificación 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 secuenciación de la región promotora del rRNA (Brisse et al., 2000), que 

desarrollan hipótesis para explicar esta heterogeneidad. La más aceptada es la hibridación 

de los diferentes linajes divergentes a través de la reproducción sexual del T. cruzi en forma 

natural. 

Se acepta que T. 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 T. cruzi pudiendo ser éstos de 

diferentes cepas y de diferentes linajes o clados, lo cual explicaría la diversidad del Clado B 

y la incongruencia de las topologías obtenidas con otros estudios en base a secuenciación 

de la región promotora del rRNA (Brisse et al., 2000). 

Se estima que el antepasado reciente del T. cruzi se localiza hace 100 Millones de 

años (Machado y Ayala, 2001) momento cuando se separan Trypanosoma brucei (África) 

de T. cruzi (América) de su ancestro común, lo cual concuerda con la evidencia 

biogeográfica de la separación de Gondwuana, lugar de origen de los tripanosomas, con la 
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posterior formación del continente Africano y Americano. Una hipótesis es que posterior a 

esta separación, tres linajes de T. cruzi quedaron aislados geográficamente, con la 

consiguiente formación de los tres clados principales que muestran todos los análisis 

realizados. Este desarrollo poblacional se habría impulsado principalmente en forma clonal 

y posteriormente se produciría un intercambio genético reciente entre los distintos clados 

mediante reproducción sexual del T. cruzi, dando lugar a la heterogeneidad del Clado B, 

explicado por la presencia híbrida 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 maxicírculos y la 

región promotora del rRNA, a partir de DNA nuclear, proporcionan el convencimiento de 

la evidencia de intercambio e hibridación genética del T. cruzi entre cepas divergente, 

mediante reproducción sexual. Sin embargo, se acepta a la reproducción asexual como la 

principal fuente de crecimiento poblacional, con una evolución clónica de sus linajes, 

siendo la reproducción sexual y la hibridación genética un suceso raro. Estos estudios 

además confirman los resultados obtenidos en la presente memoria, confirmando la 

existencia de tres clados principales distribuidos geográficamente en países del norte, 

centro y Sudamérica, exponiendo la amplia distribución del parásito, y su importancia en la 

salud pública de América. No se observa una asociación clara de un patrón biogeográfico al 

patrón molecular estudiado. 

En el presente estudio, las cepas secuenciadas pertenecen principalmente al CladoA    

(T. cruzi tipo I), lo que concuerda con la caracterización bioquímica e isoenzimática 

(Zimodema 1) realizada en investigaciones previas para T. cruzi de animales silvestres, 

domésticos y semidomésticos de la zona norte del país. Sin embargo, al analizar el conjunto 

total de secuencias resultantes, se observa que existe representación 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 análisis (Máxima parsimonia, Distancia y Máxima verosimilitud), en 

los que se incluyeron las nuevas muestras, entregan una topología de tres clados principales 

(Clado A, B y C) 

 

2.- A partir de las distintas topologías obtenidas en los tres análisis, incluyendo las 30 

secuencias en estudio, no se asocia claramente un patrón biogeográfico al patrón molecular 

estudiado. 

 

3.- De las cepas pertenecientes al ciclo silvestre del parásito de la IV región (C. hircus,     

O. degus, y M. spinolai), secuenciadas en este estudio, todas se agruparon en el Clado A 

clasificado como T. cruzi I, mostrándose como grupo monofilético. 

 

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

 

5.- Los análisis filogenéticos sustentan la teoría de la evolución clónica 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 

análisis como grupo externo, sin integrar alguno de los clados formados por las diferentes 

topologías. 

 

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

IIc, IId y IIe. 
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