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RESUMEN

El protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es el agente causal de la enfermedad de
Chagas, una zoonosis parasitaria transmitida por insectos triatominos. En Chile, los
vectores triatominos Triatoma infestans y Mepraia spinolai se encuentran,
respectivamente, asociados a los ciclos doméstico y silvestre de transmision de la
enfermedad. Actualmente existen reportes de la presencia de T. cruzi en Mepraia
gajardoi, sugiriendo que esta especie de triatomino participaria en el ciclo de transmision

silvestre.

Las poblaciones naturales de T. cruzi estarian compuestas de multiples clones
distribuidos en seis unidades discretas de tipificacion (DTUs) o linajes. Se ha reportado
que, a diferencia de lo que ocurre en hospederos vertebrados, adaptaciones genéticas en

hospederos invertebrados favorecerian en ellos la multiclonalidad de T. cruzi.

El objetivo de este trabajo fue identificar los clones de T. cruzi presentes en muestras de
contenido intestinal de T. infestans provenientes de Atacama (lll), Valparaiso (V) y Regién
Metropolitana (RM) y determinar si algunos de estos clones corresponden a los
detectados previamente en pacientes chagasicos crénicos. Con este fin se aplico el
método de andlisis de marcadores microsatélites a muestras de T. cruzi provenientes de
109 triatominos y los resultados se compararon con informacion ya publicada de 80
muestras de T. cruzi provenientes de sangre y xenodiagnéstico de pacientes chagasicos

crénicos de Chile.

Las frecuencias alélicas obtenidas permitieron detectar diferencias genéticas
significativas. Luego, a partir de un andlisis filogenético se constituyeron tres nodos de
parentesco: (a) clones provenientes de sangre y xenodiagnéstico de pacientes, (b) clones
provenientes de triatominos de las regiones lll, V y RM, y (c) clones descritos en literatura,
los clones de cada nodo se habrian originado a partir de un ancestro comun. En cuanto a
frecuencia y distribucion de linajes de T. cruzi, la mayor cantidad de muestras,
provenientes tanto de triatominos de las tres regiones (59,4%) como de sangre y
xenodiagnostico de pacientes (82% y 84,3%, respectivamente), pertenecian al linaje Tcl.
El linaje H (hibrido) se detectdé en muy escaso porcentaje de muestras de sangre y no se

detectd en xenodiagndstico de pacientes. Respecto de la clonalidad, las muestras de T.



cruzi procedentes de triatominos resultaron ser principalmente multiclonales, en cambio
aquellas tanto de sangre como de xenodiagnostico de pacientes chagéasicos
correspondian principalmente a muestras uniclonales. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se pudo concluir que las poblaciones de T. cruzi detectadas en los triatominos
estudiados eran genéticamente diferentes a las detectadas previamente en pacientes
chagasicos cronicos.



SUMMARY

The protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is the etiologic agent of Chaga’s disease
which is a parasitic zoonoses transmitted by triatomine bugs commonly known as kissing
bugs. In Chile, the triatomine vectors Triatoma infestans and Mepraia spinolai are
associated with the domestic and wild transmission cycles of the disease, respectively.
Mepraia gajardoi has also been reported as a T. cruzi host, therefore this triatomine
species could also being associated with the sylvatic transmission cycle.

Natural populations of T. cruzi are composed by multiples clones clustered in six discrete
typing units (DTUs) or T. cruzi lineages. Reports about genetic adaptations of T. cruzi to

their hosts support the multiclonality in the invertebrate in contrast to vertebrate hosts.

The purpose of this work was to identify T. cruzi clones or clonal mixtures in gut samples
of T. infestans from the Atacama (lIl), Valparaiso (V) and the Metropolitan Region (RM) of
Chile, and to establish if some of these clones correspond to that detected in chagasic
chronics patients. To do it, 109 T. cruzi samples obtained from triatomines were analysed
by the microsatellite markers analysis method and the results were compared with
published information about 80 T. cruzi samples from blood and xenodiagnosis of chilean

chagasic chronic patients.

The allelic frequencies analysis showed significative differences between the studied
populations. The phylogenetic analysis allowed us to establish three nodes, one of them
included T. cruzi clones from patient’s blood and xenodiagnosis; another one, the clones
from triatomines of lll, V and MR regions, and a third node constituted by clones described
in the literature. The clones in each node could be originated from a common ancestor. In
terms of T. cruzi frequency and lineage distribution most of samples from the three
region’s triatomines (59.4%) and from patient’'s blood and xenodiagnosis (82% and
84.3%, respectively) belonged to the Tcl lineage, while the H (hybrid) lineage was only
detected in a very low percentage of blood samples, and was not detected in patient’s
xenodiagnosis. Regarding to clonality, the T. cruzi's triatomine samples were found to be

mainly multiclonal, however those samples from chagasic patients blood and



xenodiagnosis were both mainly monoclonal. According to these results, we concluded

that these T. cruzi populations were genetically different.



1. INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas, una
zoonosis parasitaria transmitida por insectos triatominos y considerada la de mayor
morbilidad y mortalidad en el continente americano, segun la Organizacion Mundial de la
Salud.

En Chile, se han descrito tres especies de triatominos: Triatoma infestans, Mepraia
spinolai y Mepraia gajardoi. Clasicamente, Triatoma infestans y Mepraia spinolai se
comportan como vectores de T. cruzi, sin embargo actualmente se ha demostrado la
presencia de este protozoo parasito en M. gajardoi, lo cual lo sugiere como un tercer

vector a estudiar.

Por otra parte, se ha establecido que la reproduccién de T. cruzi es fundamentalmente
clonal, describiéndose seis linajes para esta especie, con una gran variabilidad genética

posiblemente relacionada con aspectos biol6gicos aln desconocidos.

A través de diversas metodologias, se ha demostrado que muestras de T. cruzi aisladas
de vectores tienen una composiciéon clonal mas compleja que aquellas provenientes de
pacientes chagasicos en fase aguda o crénica de la enfermedad. Esto podria indicar un
proceso de seleccion en el hospedero humano, que limitaria el numero de clones
sobrevivientes después de la infeccién. Sin embargo, una suerte de seleccion clonal
podria ocurrir durante el aislamiento del parasito a partir de sangre o xenodiagnostico,
para ser mantenido in vitro. Asi, los parasitos obtenidos de cultivo para caracterizacion

molecular podrian ser diferentes de aquellos presentes en el hospedero infectado.

En humanos, se ha descrito el desarrollo de una forma aguda de la enfermedad de
Chagas, una fase indeterminada o latente y una forma crénica, siendo esta dltima la méas
observada comdnmente y que se caracteriza por la presentacién de afecciones cardiacas

y digestivas.

De acuerdo a los antecedentes aqui presentados, el propdsito de este estudio fue
identificar los diversos clones de T. cruzi presentes en el vector T. infestans, a partir de

muestras obtenidas en el marco del Programa de Erradicacion de la Infestacion



Domiciliaria de T. infestans del Ministerio de Salud de Chile y determinar si algunos de
estos clones correspondian a los detectados en pacientes chilenos chagéasicos crénicos.
Con este fin se utilizé6 un método de analisis basado en marcadores microsatélites, dada

su sensibilidad y reproducibilidad previamente descritas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Laenfermedad de Chagas

Se estima que en América Latina alrededor de 15 millones de personas estarian
infectadas con T. cruzi, determinandose una mayor prevalencia para la infeccion adquirida
mediante vectores en areas rurales y periurbanas. La distribucion de la enfermedad de
Chagas no es homogénea, ya que depende de la presencia del vector domiciliario y de
gue las condiciones de la vivienda faciliten el contacto entre el vector y el hospedero
humano (Achay Szyfres, 2003).

Los insectos vectores de T. cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, se
distribuyen a nivel mundial entre las latitudes 42° Norte y 43° Sur (PAHO, 1994).

En Chile, el area endémica de esta parasitosis comprende, por distribucién natural de los
vectores, sectores rurales y peri-urbanos, desde la region de Arica y Parinacota hasta la
region del Libertador General Bernardo O’Higgins. Entre ellas, las regiones de Atacama y

Coquimbo son consideradas hiperendémicas (Schenone et al., 1991).

Los vectores de T. cruzi son insectos hemato6fagos triatominos (Figura 1) pertenecientes
al orden Hemiptera, llamados comunmente vinchucas en nuestro pais. En Chile se
encuentran las especies de triatominos T. infestans, M. spinolai y M. gajardoi, siendo T.
infestans y M. spinolai los vectores que clasicamente se encuentran asociados a los ciclos
de transmision doméstico y silvestre, respectivamente, de la enfermedad (Apt y Reyes,
1990). Sin embargo, en la actualidad existe evidencia de la presencia de T. cruzi en M.
gajardoi, aunque no se ha descrito aiin como vector (Botto-Mahan et al., 2008).

Figura 1. Imagen del insecto hematéfago Triatoma infestans, vector domiciliario de

la enfermedad de Chagas (http://cardiologia.publicacionmedica.com/noticia/tribuna

kaplinsky)



http://cardiologia.publicacionmedica.com/noticia/tribuna_%20kaplinsky
http://cardiologia.publicacionmedica.com/noticia/tribuna_%20kaplinsky

El hospedero humano adquiere la infeccién por T. cruzi, generalmente a través de las
heces de triatominos infectados depositadas en la piel mientras el vector se alimenta, pero
también puede adquirirla por transfusion de sangre contaminada, por transmision
congénita desde madres infectadas o, mas raramente, por transplante de dérganos,
comida contaminada o accidentes de laboratorio (Macedo et al., 2002).

La enfermedad de Chagas se caracteriza por presentar un curso clinico variable, dentro
del cual se puede distinguir tres fases: aguda, indeterminada y crénica.

La fase aguda es generalmente asintomatica, sin embargo un 5% de los pacientes podria
presentar fiebre, nauseas y linfoadenopatia. Esta fase se extiende por dos a tres meses y
en ella se produce una intensa proliferacién del parasito. Durante la fase indeterminada o
latente existe evidencia parasitoldgica y/o serolégica de la presencia de T. cruzi y
alrededor de un 25 a 30% de estos casos desarrollaran la forma cronica de la
enfermedad, caracterizada por la presentacibon de afecciones cardiacas vy
gastrointestinales (Macedo et al., 2004). Esta ultima fase puede desarrollarse después de

10 afios de adquirida la infeccién o bien no presentarse nunca.

El genotipo infectante de T. cruzi puede ser un factor importante en la determinacion de la
manifestacion clinica de la enfermedad (Miles et al., 1981), ya sea en su presentacion
cardiaca que cursa con miocarditis crénica, la que frecuentemente lleva a cardiomegalia,
falla cardiaca congestiva y arritmias, o en su presentacion digestiva que incluye
megaesoéfago y/o megacolon en casos avanzados (Apt, 1991). En pacientes cronicos, la
parasitemia (presencia de parasitos en la sangre) es bastante menor a la observada en la
fase aguda, siendo muchas veces indetectable por métodos parasitolégicos de recuento
(Campos et al., 2007).

A partir del afio 1991, en el marco de la "Iniciativa en Salud de los Paises del Cono Sur"
(INCOSUR) para el control de la enfermedad de Chagas, en Chile se implementé el
Programa Intergubernamental del Cono Sur para la eliminacién de la transmision vectorial
y transfusional de esta enfermedad, certificandose la interrupciébn de la transmision

vectorial a lo largo del territorio endémico chileno desde el afio 1999 (WHO, 2000).



2.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (Figura 2) es un parasito protozoario perteneciente al orden
Kinetoplastidia, de la familia Trypanosomatidae. Posee un unico flagelo y una mitocondria,
cuyo genoma forma una estructura compleja y compacta en forma de red que recibe el
nombre de kinetoplasto. T. cruzi posee un genoma nuclear esencialmente diploide
(Macedo et al.,, 2002) y su reproduccion es mayoritariamente clonal, aunque existe
evidencia de algunos eventos, pero raros, de recombinacion genética (Tibayrenc, 2003;
Machado y Ayala, 2001; Gaunt et al., 2003). Cada clon representa un linaje que se
reproduce por division binaria y permanece inalterado por un gran numero de
generaciones hasta la ocurrencia de mutaciones (Tibayrenc y Ayala, 1991; Brisse et al.,
2000).

Figura 2. Imagen de T. cruzi rodeada por glébulos rojos, obtenida por microscopia

electrénica de barrido. (http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap23

[23-22 Trypanosoma.jpq)

Durante su ciclo de vida, T. cruzi adopta diferentes formas que se diferencian por la
posicion relativa del kinetoplasto en relacién con el nucleo celular y la emergencia del
flagelo, dependiendo de si se encuentra en un hospedero invertebrado o vertebrado y de
si se encuentra en el torrente sanguineo o dentro de las células del hospedero vertebrado.
Este parasito puede hospedarse en varios mamiferos, entre ellos, el ser humano,
animales domésticos (caninos, felinos, caprinos, bovinos, equinos, ovinos y conejos) y
animales silvestres (roedores, primates, marsupiales y edentados) (Apt y Reyes, 1990;
Wendell et al., 1992; Rozas et al., 2007).


http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap23%20/23-22_Trypanosoma.jpg
http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap23%20/23-22_Trypanosoma.jpg

2.3 Caracteristicas de las poblaciones de T. cruzi

Hasta hace algun tiempo, se consideraba que las poblaciones naturales de T. cruzi
estaban compuestas de multiples clones distribuidos en dos linajes filogenéticos
principales, los que exhibian rasgos biolégicos diferentes (Barnabé et al., 2000). Estos
correspondian a los linajes filogenéticos Tcl y Tcll (Brisse et al., 2000).

En base a estudios realizados mediante amplificacion al azar de DNA (RAPD) vy perfiles
isoenziméaticos, se propuso subdividir el linaje Tcll en cinco sublinajes, denominados
Unidades Discretas de Tipificacion (DTU). Luego se determind que el linaje Tcl
correspondia a DTU 1, y que dentro del linaje Tcll se podia diferenciar al DTU 2a, DTU
2b, DTU 2¢, DTU 2d y DTU 2e, también denominados Tclla al Tclle (Barnabé et al., 2000;
Brisse et al., 2000). La fusion entre Tcl y Tcllb habria originado los sublinajes Tcllay Tcllc
y la fusién entre los sublinajes Tcllb y Tcllc originaria los sublinajes hibridos (H) Tclld y
Tclle (Machado y Ayala, 2001; Gaunt et al., 2003; Westenberger et al., 2005; De Freitas et
al., 2006).

Estudios epidemioldgicos sugerian que los clones pertenecientes al linaje Tcl se
encontraban asociados al ciclo silvestre de transmisién de la enfermedad de Chagas y los
clones pertenecientes al linaje Tcll, al ciclo doméstico de transmision (Barnabé et al.,
2000; Brisse et al., 2000). Actualmente, como resultado del Ultimo consenso para unificar
la nomenclatura sobre la filogenia de T. cruzi, la nueva denominacién para los seis DTUs
previamente descritos, corresponde a: Tcl (DTU1), Tcll (DTU2b), Tclll (DTU2c), TclV
(DTU2a), TcV (DTU2d) y TcVI (DTU2e) (Zingales et al., 2009).

Se ha postulado que en hospederos vectores podria ocurrir la formacion de poblaciones
multiclonales (compuestas por dos o mas clones) de T. cruzi, debido a que los pacientes
en areas endémicas pueden estar infectados por mdultiples contactos con diferentes
triatominos y éstos, a su vez, pueden alimentarse de diferentes individuos infectados. Lo
anterior explicaria el aislamiento de cepas multiclonales en cultivo (Macedo et al., 2002).
Estas poblaciones multiclonales complejas se propagan asexualmente y difieren entre
ellas tanto en sus caracteristicas genéticas y biolégicas como en su comportamiento en

hospederos vertebrados (Rozas et al., 2007).



El origen geogréfico del insecto vector influiria en la seleccion de las caracteristicas
genéticas de la poblacion de T. cruzi que hospeda, pues diferentes regiones difieren en
clima, reservorios de mamiferos y poblacion humana (Rozas et al., 2007). Ademas,
distancia y barreras geogréficas pueden limitar el desplazamiento del vector y el flujo
génico entre poblaciones de triatominos, propiciando la estructuracién de poblaciones y
diferenciacion genética de T. cruzi en el vector (Hartl y Clark, 1997; Venegas et al., 2011).

La existencia de infecciones multiclonales en pacientes chagasicos podria depender de
factores relacionados con la resistencia o susceptibilidad de los genotipos de T. cruzi
frente a la respuesta inmune del hospedero o a propiedades intrinsecas de cada clon del
parasito, tales como preferencia histotropica (tropismo tisular), diferencias en infectividad,
o ambas (Rozas et al., 2007). La fase clinica de la enfermedad también puede ser un
factor relevante en la mantencién de la multiclonalidad ya que el curso de la infeccién en
el hospedero humano podria conducir a reducirla, teniendo en cuenta que los patrones de
interaccion entre muchos clones pueden cambiar drasticamente, en especial durante el
paso de una poblacién multiclonal desde un vector invertebrado al ser humano. De este
modo, es probable que algunos clones sean eliminados por su incapacidad para competir
y propagarse en el ambiente humano o por la accion de mecanismos de defensa del
hospedero, lo que disminuiria la complejidad clonal de la poblacién de T. cruzi infectante
(Oliveira et al., 1997). Es asi que, en pacientes chagasicos cronicos, los clones circulantes
en sangre no necesariamente deben ser considerados como una muestra representativa
de la infeccion inicial, pues un clon de T. cruzi puede ser seleccionado durante la
interaccion de largo plazo y las diferencias de tropismo tisular pueden interferir con la
distribucion de las subpoblaciones del paréasito en el hospedero (Machado et al., 2001;
Burgos et al., 2007).

Por otra parte, también existen interacciones entre T. cruzi y el insecto vector, las cuales
influyen sobre las caracteristicas biolégicas, patolégicas y genéticas de las poblaciones
del parasito presentes en los triatominos, y podrian conducir a la seleccién o eliminacién
de clones de T. cruzi pertenecientes a linajes diferentes (Kollien y Schaub, 1997; Schmidt
et al., 1998).



2.4 Técnicas moleculares

Para definir los clones de parésitos presentes en las muestras de T. cruzi analizadas en
este estudio, se eligi6 el método de andlisis de marcadores microsatélites, también
conocido como STR (“Short Tandem Repeats”, repeticiones cortas en tandem) o SSR
(“Simple Sequence Repeats”, secuencias simples repetidas). Los microsatélites son
secuencias de nucledtidos, cortas y repetidas, principalmente dinucle6tidos de origen
nuclear, generados por errores que comete la DNA polimerasa durante la replicacion del
genoma (Gasche et al., 2003). Generalmente se encuentran en zonas no codificantes del
DNA y muy dispersos en el genoma nuclear. Ademas, poseen una alta tasa de mutacion,
lo cual los hace muy polimérficos, y su facilidad de deteccion mediante ensayos de
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite utilizarlos como marcadores
moleculares en una gran variedad de aplicaciones en el campo de la genética, entre ellas
filogenia y genética de poblaciones.

Estas secuencias se producen al azar y en un individuo o clon de parésito diploide, como
es el caso de T. cruzi, se deberia encontrar maximo dos secuencias distintas o alelos, lo
que indicaria que ese individuo es heterocigoto para ese alelo (Oliveira et al., 1998).

De este modo, el andlisis de microsatélites constituye un método simple para determinar
si una muestra del parasito corresponde a una poblacién uniclonal (compuesta por un
clon) o multiclonal, en cuyo caso se deberia detectar mas de dos alelos diferentes para
alguno de los marcadores microsatélites utilizados (Oliveira et al., 1998; Macedo et al.,
2001).

Por otra parte, el analisis de marcadores microsatélites permite la determinacion de
frecuencias alélicas. Los datos de frecuencia alélica se utilizan para obtener medidas de
distancias genéticas, a partir de las cuales se logra la elaboracién de arboles filogenéticos

a través de programas computacionales disefiados para ese fin (Takezaki y Nei, 1996).

Teniendo en cuenta los antecedentes de literatura presentados aqui, en este estudio se

propuso trabajar en base a la siguiente hipotesis:


http://es.wikipedia.org/wiki/Mutaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica
http://es.wikipedia.org/wiki/Poblaciones

HIPOTESIS

Las poblaciones naturales de T. cruzi presentes en T. infestans, se diferencian
genéticamente de las poblaciones del pardsito presentes en pacientes chagésicos

croénicos chilenos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si las poblaciones de T. cruzi presentes en vectores domiciliarios se

diferencian genéticamente de las encontradas en pacientes chagasicos crénicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las frecuencias alélicas de tres marcadores microsatélites en las
poblaciones de T. cruzi presentes en T. infestans procedentes de las regiones de
Atacama (lll), Valparaiso (V) y Metropolitana (RM), y compararlas con las frecuencias
alélicas de poblaciones de T. cruzi detectadas en pacientes chagasicos crénicos.

2. Comparar las frecuencias alélicas de los clones predominantes de las poblaciones de
T. cruzi presentes en T. infestans, con aquellas encontradas en pacientes chagasicos
cronicos, mediante el programa computacional “Genepop”.

3. Determinar las distancias genéticas poblacionales, Dc y Da', de las poblaciones de T.
cruzi en estudio presentes en vectores y en pacientes, y de poblaciones de referencia
de linajes conocidos, para construir los arboles filogenéticos correspondientes.

4. Comparar las frecuencias de linajes y clonalidad de las poblaciones de T. cruzi

presentes en triatominos y en pacientes chagasicos crénicos.

'Dc y Da corresponden a medidas de distancia genética para la construccién de arboles filogenéticos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Poblaciones de Trypanosoma cruzi estudiadas

a) Poblaciones de T. cruzi procedentes de 109 triatominos capturados en Chile por el
Programa de Erradicacion de la Infestacion Domiciliaria de T. infestans del Ministerio
de Salud. Periodo 2005 - 2007. Las poblaciones de T. cruzi estudiadas provenian de
triatominos infectados (positivos a la deteccion del DNA kinetoplastidico por PCR),
clasificados segun género y especie como T. infestans en el Instituto de Salud
Publica (ISP), procedentes de las regiones de Atacama (lll), Valparaiso (V) y
Metropolitana (RM) de Chile.

b) Datos previos sobre clonalidad, frecuencia alélica y genotipos de los clones
predominantes infectantes de T. cruzi detectados en 80 pacientes chagasicos
créonicos® chilenos, en base a los marcadores microsatélites SCLE10, SCLE11 y
MCLEO1, obtenidos previamente en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Miranda, 2007; Venegas et
al., 2009).

c) Datos previos sobre genotipos de clones de T. cruzi descritos en la literatura,
correspondientes a los linajes Tcl, Tcll, Tclll, e hibridos (H) TcV y TcVI (De Freitas et
al., 2006).

3.2 Muestras de DNA de Trypanosoma cruzi

Una vez realizada la clasificacibn taxondémica de los ejemplares de triatominos
recolectados por el Programa de Erradicaciéon de la Infestacion Domiciliaria de T.
infestans, el ISP entregd a este proyecto el sobrenadante obtenido a partir del contenido
intestinal de cada triatomino, después de ser hervido y centrifugado. Este sobrenadante
se empleé como fuente de DNA de T. cruzi para el ensayo de PCR para amplificacion de
microsatélites realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile.

2 Datos obtenidos y publicados bajo el consentimiento de los pacientes de acuerdo a normas Fondecyt.



3.3 Analisis de marcadores microsatélites

En el laboratorio fueron utilizados tres pares de partidores (Anexo 1) fluorescentes para
amplificar los marcadores microsatélites SCLE10, SCLE11, MCLEO1, previamente
descritos (Oliveira et al., 1998). Los partidores estaban marcados con distintos fluoréforos
para poder distinguir posteriormente los productos de amplificacion de cada marcador
microsatélite mediante electroforesis capilar. El procedimiento de PCR de marcadores
microsatélites realizado fue una modificacion de la técnica descrita por Oliveira et al.,
(1998), que consistid en la reamplificacion del DNA del parésito amplificado por PCR
(Cofioepén, 2006; Miranda, 2007; Venegas et al., 2011) mediante un segundo ensayo de
PCR utilizando los mismos partidores y una alicuota de 1 ul del producto de la primera
amplificacién, con el objetivo de disponer de una mayor cantidad de DNA que aquella

obtenida inicialmente.

Protocolo de Amplificacién: desnaturalizacion inicial (94°C por 4 minutos), 35 ciclos de
amplificacién (1 ciclo = 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de hibridacién a

50°C y 2 minutos de extensién a 72°C) y extension final (10 minutos a 72° C).

Protocolo de Reamplificacién: a diferencia del primer protocolo, esta vez se realizaron
30 ciclos de amplificacion y se utiliz6 una temperatura de hibridacion de 52°C. Los
ensayos de amplificacion y reamplificacién se realizaron en un termociclador Techne TC-
412.

Posteriormente, para detectar los productos de amplificacion de microsatélites de T. cruzi,
las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida® al 15%
donde se cargaron 2.5 uL de producto de PCR en cada carril y 1 uL del marcador de peso
molecular de 50 pares de bases (Promega Corp). La corrida electroforética se realizé
durante 90 minutos a un voltaje constante de 150 V, bajo condiciones establecidas
previamente (Miranda, 2007). Para revelar el gel se utilizé un “kit” comercial de tincion de

acidos nucleicos con bromuro de etidio, segun el método recomendado por el fabricante

}La manipulacion de elementos que constituyen un riesgo quimico como el empleo de geles de poliacrilamida
tefiidos con bromuro de etidio, asi como el manejo de desechos de esta naturaleza, se llevo a cabo segun se
describe en el manual de normas de bioseguridad 2008 elaborado por la Comisiéon Nacional de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica.



(Winkler). En cuanto a los tamafios de banda que se esperaba detectar en los geles de
poliacrilamida, para el marcador SCLE10 se esperaba obtener productos de amplificacion
de 200 a 300 pares de bases, mientras que para los marcadores MCLEOL1 y SCLE11 se
esperaban productos de amplificacion de 100 a 200 pares de bases (Anexo 2).

Para poder realizar el analisis de microsatélites, las muestras que resultaron positivas a la
deteccién en geles de poliacrilamida fueron enviadas al servicio de electroforesis capilar
“The Core DNA Sequencing Facility of the Roy J. Carver Biotechnology Center” de la
Universidad de llinois, Estados Unidos. A través de este método fue posible detectar los
productos de amplificacién fluorescentes y asignar con alta precision el numero de pares
de bases (tamafio) de los distintos alelos por cada marcador. Para esto, en cada
electroforesis se utilizd, simultaneamente, alelos clonados de tamafio conocido de cada

marcador, como control.

Los perfiles (electroferogramas) obtenidos de cada muestra fueron enviados via e-mail al
laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile, para ser analizados en este estudio. En este trabajo, el tamafio minimo de
deteccién y reconocimiento de un “peak”, equivalente a un alelo en el electroferograma,
fue establecido arbitrariamente en 80 unidades de fluorescencia (UF), segun lo

recomendado por Venegas et al., (2011).

Para comparar la distribucién de alelos entre las poblaciones de T. cruzi provenientes de
triatominos y las poblaciones provenientes de pacientes chagéasicos crénicos, se
determind las frecuencias alélicas en las muestras mediante el programa computacional
MSA (“Microsatellite analyzer”) version 4.05. En este andlisis se consideraron todos los
alelos de T. cruzi detectados en cada muestra proveniente de triatominos de las regiones
[, Vy RM, y también todos los alelos detectados anteriormente en muestras provenientes

de sangre y xenodiagndstico de pacientes chagasicos crénicos (Miranda, 2007).

Luego, para indagar si las poblaciones de T. cruzi estudiadas se diferenciaban
genéticamente, se determind los genotipos de los clones predominantes (CP) en cada
muestra y se compard las frecuencias alélicas mediante el programa computacional

“Genepop”.



La determinacion del genotipo de los CP de T. cruzi en muestras que contenian multiples
alelos por locus, se realiz6 comparando el tamafio en UF de los dos “peaks” mas altos en
el electroferograma y su condicién de homocigosis o heterocigosis. Entonces, si la tasa de
intensidad o cuociente resultante entre el menor y el mayor de estos “peaks” era menor o
igual a 0,33, se concluia que el genotipo del CP en esa muestra estaba conformado por
alelos del mismo tamafo, por lo tanto en estado homocigoto (el tamafio de alelo
correspondia al tamafio del “peak” de mayor intensidad). En cambio, si la tasa de
intensidad entre el tamafio de ambos “peaks” era mayor a 0,33, se pensaba que el
genotipo del CP para esos alelos tenia condicién heterocigota. Sin embargo, para que un
clon fuera considerado heterocigoto se requeria ademas, que la diferencia en el nimero
de pares de bases que separaba ambos “peaks” no excediera los 32, 16 6 20 pares de

bases, para los marcadores SCLE10, SCLE11 y MCLEOQ1, respectivamente.

Por dltimo, para determinar la distribucién de clonalidad en las poblaciones de T. cruzi
presentes en triatominos y pacientes chagasicos cronicos, y compararlas en base a esto,
se determiné el nimero minimo de clones (NMC) de T. cruzi provenientes de triatominos y
se utilizé la informacién publicada anteriormente acerca del NMC de T. cruzi en pacientes
chagdasicos crénicos (Miranda, 2007). El NMC de T. cruzi en cada muestra de triatominos
se estim6 en base al marcador microsatélite que tuviera el mayor nimero de alelos y a la
asignacion del genotipo del CP junto al total de alelos adicionales encontrados en cada
muestra, dividido por dos. Si el genotipo del CP era homocigoto, se consideraba como 1
alelo, en cambio si era heterocigoto, equivalia a 2 alelos. Al sumar el nimero de alelos del
CP mas la mitad del nUmero de alelos adicionales, se obtuvo el NMC. En aquellos casos
en que de esta operacion se obtuviese un numero decimal de alelos que exhibia la

fraccién 0,5, entonces se afladia un clon adicional en el NMC.

En base al NMC de cada muestra, si en alguno de los tres loci analizados se detectaba la
presencia de mas de dos alelos, entonces se consideraba que la muestra en estudio era
multiclonal, es decir, estaba conformada por mas de un clon de T. cruzi. Por el contario, si

la muestra estaba conformada por un solo clon, entonces se consideraba uniclonal.



3.4 Determinacion de linajes de clones predominantes de T. cruzi

Para la determinacion de linajes basada en el genotipo del clon predominante y en datos
de clones de T. cruzi publicados anteriormente (De Freitas et al., 2006; Venegas et al.,
2009), se utilizé el programa computacional “Geneclass” con el método Bayesiano
descrito por Rannala y Mountain, (1997) y Piry et al., (2004). Este programa asigné linajes
a todos los clones predominantes, sin embargo en este estudio se considero,
exclusivamente, a aquellos clones cuyos linajes fueron asignados con una probabilidad

mayor o igual al 70%.

3.5 Analisis estadistico

Para determinar si existia diferenciacion genética entre las poblaciones de T. cruzi
estudiadas, se realiz6 un analisis estadistico mediante el programa computacional
“Genepop™, el cual permiti6 la comparaciéon de las frecuencias alélicas de los clones
predominantes de cada poblacién, mediante el Algoritmo de Markov y la Prueba exacta de
Fisher (Raymond y Rousset, 1995a, 1995b). Este método establece que existen
diferencias genéticas significativas entre pares de poblaciones cuando se obtiene un valor
de p menor a 0.05.

Ademas, una vez obtenidas las frecuencias de linajes, se realizé el andlisis de varianza
(ANDEVA) mediante el programa computacional “EzAnalyze” versién 2.5°, con el fin de
determinar si las diferencias encontradas entre las poblaciones de T. cruzi presentes en

triatominos y las de pacientes chagésicos crénicos, se sustentaban estadisticamente.

4 Genepop corresponde a un paquete de softwares de libre acceso, utilizado en estudios de genética de
Eoblaciones.
Complemento de Excel que permite realizar analisis estadisticos y es de obtencién gratuita.



3.6 Analisis filogenético

Con el fin de establecer el grado de divergencia genética, o relacion de parentesco, entre
las poblaciones de T. cruzi procedentes de vectores triatominos T. infestans y aquellas
procedentes de pacientes chagasicos cronicos, se realizaron reconstrucciones
filogenéticas expresadas mediante la construccion de arboles filogenéticos en base al
método “Neighbor-Joining”, presente en el paquete de programas computacionales
“Phylip”® (Felsenstein, 1989).

Para investigar la relacion de las muestras locales de T. cruzi con los linajes Tcl, Tcll, Tclll
y los hibridos (H) TcV y TcVI (De Freitas et al., 2006), en este estudio se incluyeron datos
de clones de T. cruzi de linaje conocido. Para ello se determinaron las distancias
genéticas Dc y Da, de alta eficiencia, con marcadores microsatélites previamente
descritos (Takezaki y Nei, 1996), lo cual se realiz6 utilizando el programa computacional
Microsatellite Analyzer (MSA) version 4.0.5. Ademas, con el fin de conocer la fortaleza
estadistica de cada nodo, se realizaron 1.000 réplicas “bootstrap” mediante el programa

computacional “Seqgboot”.

6 Phylip es un paquete de programas para realizar inferencias filogenéticas. Incluye los programas Seqboot y

Neighbor-Joining.



4. RESULTADOS

Se analizé el contenido intestinal de 109 triatominos provenientes de tres regiones de
Chile, Atacama (lll), Valparaiso (V) y Metropolitana (RM), utilizando los marcadores
microsatélites SCLE10, SCLE11 y MCLEO1 previamente descritos (Oliveira et al., 1998).
Los resultados de este estudio se analizaron en conjunto con los datos de pacientes
chagéasicos crénicos obtenidos anteriormente en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Miranda, 2007; Venegas
et al., 2010), a partir de los mismos tres marcadores microsatélites.

Con respecto al andlisis de genética de poblaciones de los clones de T. cruzi detectados
en triatominos y en pacientes chagasicos crdnicos, se obtuvo la frecuencia alélica de los
clones predominantes encontrados en cada poblacién en estudio, segun lo descrito en
materiales y métodos, mediante el programa computacional MSA. Las Figuras 3, 4 y 5
ilustran la frecuencia alélica de las poblaciones de T. cruzi en estudio, obtenida con los
marcadores microsatélites SCLE10, SCLE11 y MCLEO1, respectivamente. Con todos los
marcadores microsatélites se obtuvo un perfil de distribuciébn de alelos diferente al
comparar las poblaciones de T. cruzi provenientes de triatominos con aquellas
provenientes de pacientes chagasicos crénicos. Esto se evidencia claramente al observar
la distribucion de alelos con los marcadores SCLE10 (Figura 3) y SCLE11 (Figura 4). En
la Figura 3, se observa la ausencia de alelos provenientes de triatominos entre los valores
103 y 133, en donde solo se encontraron alelos provenientes de pacientes y por el
contrario, en la Figura 4, entre los valores 161 y 201 so6lo se encontraron alelos

provenientes de triatominos.



Figura 3. Grafico de distribucién de frecuencia alélica de T. cruzi en poblaciones
presentes en triatominos y en pacientes chagasicos cronicos, detectada con el
marcador microsatélite SCLE10.
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Figura 4. Grafico de distribucién de frecuencia alélica de T. cruzi en poblaciones
presentes en triatominos y en pacientes chagasicos cronicos, detectada con el
marcador microsatélite SCLE11.
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Figura 5. Grafico de distribucién de frecuencia alélica de T. cruzi en poblaciones
presentes en triatominos y en pacientes chagasicos cronicos, detectada con el
marcador microsatélite MCLEOL.
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En cuanto a la comparacién de las poblaciones en estudio en base a frecuencia alélica, la
Tabla 1 muestra el valor de p correspondiente a la significancia estadistica de las
diferencias genéticas poblacionales encontradas, con los marcadores SCLE10, SCLE11 y
MCLEOL1 respectivamente, obtenido al comparar pares de poblaciones mediante el
Algoritmo de Markov. Con cada uno de los marcadores se detectd una diferencia genética
estadisticamente significativa entre las poblaciones en estudio (valor de p < 0.05). La
Tabla 2 muestra la significancia estadistica de las diferencias genéticas encontradas para
el conjunto de loci analizados, al comparar pares de poblaciones mediante el Método de
Fischer y se observa que la diferencia genética entre las poblaciones en estudio se

sustenta estadisticamente.



Tabla 1. Comparacion entre pares de poblaciones de T. cruzi en base a las
frecuencias alélicas de clones predominantes, segun locus analizado y su
significancia estadistica.

Locus SCLE10 Locus SCLE11 Locus MCLEO1
Pares de Pares de Pares de
poblaciones | Valor de p | poblaciones | Valor de p | poblaciones | Valor de p
V &l 0.00000 V & 0.00045 V &l 0.00005
RM & Il 0.00000 RM & Il 0.00908 RM & Il 0.00000
RM & V 0.00002 RM & V 0.01158 RM & V 0.00003
San & Il 0.00000 San & Il 0.00000 San & Il 0.00000
San &V 0.00000 San &V 0.00000 San &V 0.00000
San & RM 0.00000 San & RM 0.00000 San & RM 0.00000
Xen & I 0.00000 Xen & Il 0.00000 Xen & Il 0.00000
Xen &V 0.00000 Xen &V 0.00000 Xen &V 0.00000
Xen & RM 0.00000 Xen & RM 0.00000 Xen & RM 0.00000
Xen & San 0.00000 Xen & San 0.00000 Xen & San 0.00000

El analisis fue realizado mediante el programa Genepop version 4.0.7 y los parametros de la
cadena de Markov. Para este andlisis se consideraron los clones predominantes (CP) de T. cruzi
de las muestras de triatominos provenientes de las regiones de Valparaiso (V), Atacama (lll) y
Metropolitana (RM) y los CP de T. cruzi obtenidos de sangre (San) y xenodiagnéstico (Xen) de
pacientes chagasicos cronicos. Un valor de p < 0.05 indica diferencias genéticas significativas
entre las poblaciones comparadas.



Tabla 2: Diferenciacién genética entre pares de poblaciones de T. cruzi en base a las
frecuencias alélicas de los clones predominantes y su significancia estadistica

Pares de poblaciones Valor de p
n & Vv Altamente significativo’
Nl & RM Altamente significativo’

V & RM 0.000000
Il & San Altamente significativo’
V & San Altamente significativo’
RM & San Altamente significativo’
Nl & Xen Altamente significativo”
V & Xen Altamente significativo’
RM & Xen Altamente significativo’
San & Xen Altamente significativo’

" Al menos una de las pruebas individuales combinadas arroja un valor estimado de p igual a cero.
El andlisis fue realizado mediante el programa Genepop versién 4.0.7 y el Método de Fisher. Para
este andlisis se consideraron los clones predominantes (CP) de T. cruzi de las muestras de
triatominos provenientes de las regiones de Valparaiso (V), Atacama (lll) y Metropolitana (RM) y los
CP de T. cruzi obtenidos de sangre (San) y xenodiagnéstico (Xen) de pacientes chagésicos
cronicos.

Una vez determinadas las distancias genéticas poblacionales Dc y Da (Anexo 3), de las
poblaciones de T. cruzi en estudio y de poblaciones de referencia de linajes conocidos, se
construy6 los éarboles filogenéticos correspondientes. La Figura 4 muestra el arbol de
consenso construido a partir de clones de literatura de T. cruzi de linaje conocido (De
Freitas et al., 2006; Venegas et al., 2009), clones predominantes de T. cruzi provenientes
de sangre y xenodiagnoéstico de triatominos obtenidos de las regiones Ill, V y RM para el
presente estudio. El arbol de consenso construido utilizando la distancia genética
poblacional Dc quedd constituido por tres ramas principales (cada una respaldada por un
“bootstrap” del 100%), originando un primer nodo para clones de T. cruzi provenientes de
pacientes, un segundo nodo para los clones de T. cruzi provenientes de triatominos de las

regiones lll, V y RM y un tercer nodo constituido por los clones de literatura.



La comparacion entre las poblaciones de T. cruzi provenientes de triatominos, sangre y
xenodiagnostico de pacientes chagasicos cronicos en base a las frecuencias de linajes de
T. cruzi de cada una de ellas, se realizé a partir del linaje previamente asignado a los
clones predominantes (CP) dentro de cada poblacion en estudio, mediante el programa
computacional “Geneclass”.

Figura 4. Arbol filogenético de clones predominantes de T. cruzi pertenecientes a
las distintas poblaciones en estudio y clones de literatura de linaje conocido
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Arbol de consenso construido en base a la distancia genética poblacional Dc y 1.000 réplicas
“bootstrap” mediante el programa “Seqgboot” y el método “Neighbor-Joining”. Se observan tres
nodos conformados por clones predominantes (CP) de T. cruzi provenientes de triatominos de las
regiones de Valparaiso (V), Atacama (lll) y Metropolitana (RM), CP de T. cruzi obtenidos de sangre
(San) y xenodiagnéstico (Xen) de pacientes chagasicos cronicos y clones de literatura de linaje
conocido (Tcl, Tcll, Tclll y H).



En la Tabla 3 se observa la distribucién de linajes de los CP de T. cruzi de las poblaciones
en estudio, en las cuales fue posible detectar CP pertenecientes a los linajes Tcl, Tclll y
H.

El linaje Tcl resultd ser el mas frecuentemente detectado en los CP de todas las
poblaciones en estudio (74,4% del total de clones en estudio), seguido de los linajes Tclll
(17,6%) y H (8%). Los CP provenientes de sangre y de xenodiagnoéstico de pacientes se
agruparon principalmente en el linaje Tcl (82% y 84,3%, respectivamente) al igual que los
CP provenientes de triatominos de las regiones lll, V y RM, sin embargo en los triatominos
el porcentaje del linaje Tcl fue inferior (59,4%). En CP provenientes de triatominos, los
linajes Tclll y H se detectaron en igual frecuencia (20,3%), mientras que en sangre y
xenodiagndstico de pacientes el linaje Tclll se detectd con una frecuencia de 16,4% y
15,7%, respectivamente. El linaje H se detect6 en el 1,6% de las muestras de sangre,
encontrandose ausente en xenodiagnostico de pacientes. Las diferencias detectadas en
las frecuencias de linajes entre las muestras de triatominos y muestras tanto de sangre
como de xenodiagnéstico de pacientes chagasicos crénicos son estadisticamente

significativas (Tabla 4).

Tabla 3. Frecuencia y distribuciéon de linajes de T. cruzi en clones predominantes
detectados en triatominos de tres regiones endémicas, sangre y xenodiagndéstico
de pacientes chagasicos crénicos chilenos.

Poblacién de origen de los clones predominantes
Linaje
Triatominos San Xen Total
Tcl 38 (59,4) 50 (82) 43 (84,3) 131 (74,4)
Telll 13 (20,3) 10 (16,4) 8 (15,7) 31 (17,6)
H 13 (20,3) 1 (1,6) 0 14 (8)
Total 64 (100) 61 (100) 51 (100) 176 (100)

Entre paréntesis aparece el porcentaje (%) del total al que corresponde cada frecuencia.
Triatominos: clones predominantes (CP) provenientes de triatominos de las regiones lll, V y RM.
San: CP provenientes de sangre. Xen: CP provenientes de xenodiagnostico de pacientes.



Tabla 4. Comparacién de linajes de clones predominantes de T. cruzi, detectados en
muestras de triatominos de tres regiones endémicas de Chile, sangre vy
xenodiaghdstico de pacientes chagasicos crdnicos, y su significancia estadistica.

Poblaciones de origen de los CP Numero de CP de cada linaje

Tcl Tclll H

Triatominos 38 13 13

San 50 10 1

Xen 43 8 0

Total 131 31 14

Pares de poblaciones Valor de p

Triatominos — San 0,002*

Triatominos — Xen 0,001*

San — Xen 1,000.

*valores significativos (p < 0,05). Triatominos: clones predominantes (CP) provenientes de
triatominos de las regiones lll, V y RM. San: CP provenientes de sangre. Xen: CP provenientes de
xenodiagnéstico de pacientes chagasicos.

El estudio de la distribucion de la clonalidad de T. cruzi en las poblaciones del parasito
detectadas en vectores triatominos, sangre y xenodiagndéstico de pacientes chagasicos,
considerando la totalidad de los clones detectados en cada poblacion, se realiz6 con el
objetivo de indagar si en cuanto a la cantidad de clones de T. cruzi (monoclonalidad o
multiclonalidad) presentes en las poblaciones en estudio, se manifiestan diferencias entre
ellas como las encontradas al comparar frecuencia alélica y distribucion de linajes de los

clones predominantes de estas poblaciones del parasito.

En la Tabla 5 se observa que las poblaciones de T. cruzi provenientes de triatominos de

las regiones lll, V y RM presentaron una distribucién multiclonal (67%) y uniclonal (33%),



a diferencia de aquellas poblaciones provenientes tanto de sangre como de
xenodiagnostico de pacientes chagésicos crénicos, cuya distribucion fue multiclonal
(44,4% y 36,1% respectivamente) y uniclonal (55,6% y 63,9%, respectivamente). La
mayoria de las muestras tanto de sangre y xenodiagndstico de pacientes como de las
muestras obtenidas de triatominos arrojaron la presencia de a lo més 2 clones (77,8%;
91,7% y 56,8%, respectivamente). En las poblaciones en estudio, las muestras
multiclonales estaban compuestas en su mayoria de dos clones de T. cruzi, y conforme al
aumento en el numero de clones, la cantidad de muestras fue disminuyendo
drasticamente, situacién que se acentud en el caso de las poblaciones provenientes de
sangre y xenodiagnostico de pacientes, en las cuales no se detectaron muestras

compuestas por mas de 4 clones de T. cruzi.

Tabla 5. Frecuencia del niumero de clones de T. cruzi detectados en los distintos
tipos de muestras (triatominos, sangre y xenodiagndéstico).

N° de Tipo de muestra

clones Triatominos San Xen Total
1 36 (33,0) 40 (55,6) 46 (63,9) 122 (48,2)
2 26 (23,8) 16 (22,2) 20 (27,8) 62 (24,5)
3 15 (13,8) 15 (20,8) 6 (8,3) 36 (14,2)
4 8 (7,3) 1(1,4) 0 9 (3,6)
5 12 (11,0) 0 0 12 (4,7)
6 5 (4,6) 0 0 5 (2,0)
7 3(2,8) 0 0 3(1,2)
8 3(2,8) 0 0 3(1,2)
9 1(0,9) 0 0 1 (0,4)

Total 109 (100) 72 (100) 72 (100) 253 (100)

Entre paréntesis aparece el porcentaje (%) del total al que corresponde cada frecuencia.
Triatominos: muestras provenientes de triatominos de las regiones lll, V y RM. San: muestras
provenientes de sangre. Xen: muestras provenientes de xenodiagnostico de pacientes.



5. DISCUSION

Los gréficos de distribucion de frecuencia alélica constituyen una primera aproximacion,
principalmente de tipo cualitativo, al abordaje de la comparacion de las poblaciones en
estudio en base a los alelos que las componen. Los perfiles de frecuencia alélica
construidos a partir de las poblaciones de T. cruzi que infectan a triatominos y a pacientes
chagasicos crénicos resultaron diferentes, lo cual se evidencia claramente al observar la
distribucion de la frecuencia alélica obtenida con SCLE10 y SCLE11. Con el marcador
SCLE10 (Figura 1), entre los valores 103 y 133, s6lo se encontraron alelos provenientes
de pacientes, mientras que entre los valores 161 y 121, sélo se encontraron alelos
provenientes de triatominos al revisar el perfil de distribucion de frecuencia alélica
obtenido con el marcador SCLE11l (Figura 2). Considerando que la mayoria de las
muestras de triatominos fueron obtenidas de la regién de Valparaiso (V), una posible
explicaciéon para las diferencias encontradas entre los perfiles de frecuencia alélica de
pacientes y triatominos es que los pacientes en estudio hubiesen adquirido la infeccién de

parasitos provenientes de otras regiones del pais.

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de la comparacioén de poblaciones en base
a su frecuencia alélica, las poblaciones de T. cruzi provenientes de sangre,
xenodiagnostico de pacientes chagasicos crénicos y de triatominos de las regiones de
Atacama (lll), Valparaiso (V) y Metropolitana (RM) de Chile, se encuentran genéticamente
diferenciadas (Tablas 1y 2).

Probablemente la principal razon que explicaria esta diferencia genética seria que las
poblaciones de T. cruzi se encuentran sometidas regularmente a control poblacional por
efecto del Programa de Erradicacién de la Infestacion Domiciliaria de T. infestans del
Ministerio de Salud, el cual ha sido implementado en Chile a partir del afio 1991 y cuyo
desarrollo ha permitido certificar, en este pais, la interrupcién de la transmision vectorial
de la enfermedad de Chagas dentro del ciclo doméstico desde el afio 1999 (WHO, 2000).
Esta medida habria restringido tanto la abundancia como el tiempo de sobrevivencia de
los insectos vectores, lo cual determinaria la disminucién del numero potencial de
vectores que se alimentan de vertebrados y que cada vector se alimente de un menor

nimero de vertebrados durante su vida. Esto conduciria, en el ciclo doméstico de



transmisién de la enfermedad de Chagas, a una disminucién del flujo génico entre
poblaciones de T. cruzi presentes en humanos e insectos vectores y por lo tanto
promoveria la diferenciacion genética de las poblaciones de T. cruzi existentes en
triatominos y en pacientes chagasicos. Otra causa complementaria o alternativa seria que
la reproduccién principalmente clonal de T. cruzi limita el intercambio genético entre las
poblaciones (Oliveira et al., 1998; Brisse et al., 2000). Ademas, tratdndose de pacientes
chagasicos cronicos, los clones circulantes probablemente no representan a los clones de
T. cruzi con los que estos pacientes se infectaron inicialmente (Coronado et al., 2006;
Venegas et al., 2010). Sin embargo, otra posible explicacion para los resultados obtenidos
seria que los pacientes hubiesen adquirido la infeccibn en regiones diferentes a las

estudiadas en este trabajo.

El arbol filogenético obtenido utilizando la distancia genética poblacional Dc quedd
constituido por tres ramas o nodos principales. Los clones provenientes de sangre y
xenodiagndstico de pacientes chagasicos cronicos aparecen agrupados en el mismo nodo
y conformaron el primer grupo, lo que sugiere que tienen un ancestro en comun. Este
resultado se obtuvo con un alto respaldo estadistico (100% de “bootstrap”). Considerando
que las poblaciones de T. cruzi provenientes de sangre y xenodiagndstico se obtuvieron
del mismo grupo de pacientes chagasicos, tanto de sangre periférica como de
xenodiagnostico y ademas fueron sometidas al sistema inmune humano, agente
seleccionador de ciertos clones especificos (Oliveira et al., 1998) que promueve la
sobrevivencia de los clones mas adaptados, se explicaria que estas poblaciones
aparezcan juntas en el primer nodo y separadas del segundo y tercero. El segundo nodo
principal quedé constituido por los clones provenientes de triatominos de las regiones lll,
V y RM de Chile y el tercer nodo principal, por los clones descritos en la literatura (De
Freitas et al., 2006; Venegas et al., 2009). En el caso del segundo nodo, el hecho de que
todas las muestras provenian de triatominos recolectados en Chile, aunque la Ill region se
encuentre separada por aproximadamente 600 Km de la V y RM, explicaria este
resultado. Asimismo, el tercer nodo, del cual emergen varias ramas correspondientes a
los linajes Tcl, Tcll, Tclll e hibridos (H), se podria deber a que todas las muestras de T.
cruzi que lo conforman se habian cultivado previamente en laboratorio, ademas de que la
casi totalidad de ellas provenian de diferentes regiones de Brasil (De Freitas et al., 2006;

Venegas et al., 2009). En este nodo de muestras extranjeras, el linaje Tcl se encuentra



mas cercano a Tclll que a Tcll, como es de esperar de acuerdo a la literatura (Brisse et
al., 2000; Westenberger et al., 2005; De Freitas et al., 2006). El arbol de consenso
obtenido en este estudio a partir de la distancia genética poblacional Da, no arrojo
resultados sustentables estadisticamente (resultados no mostrados), por lo cual
probablemente esta distancia no se ajusta a la tasa mutacional de los microsatélites
estudiados.

Para determinar la distribucion de clones de T. cruzi en ambos tipos de hospederos,
vertebrado e invertebrado, dentro del ciclo doméstico de transmision de la enfermedad de
Chagas, fue importante realizar la comparacion de las frecuencias de linajes y clonalidad
entre las poblaciones de T. cruzi provenientes de triatominos de las tres regiones en
estudio (lll, V y RM) y las poblaciones provenientes de sangre y xenodiagnéstico de

pacientes chagasicos crénicos.

Se analiz6 en primer lugar la frecuencia de linajes, donde el mas frecuente en el total de
la poblacién en estudio resulté ser el linaje Tcl (74,4%), seguido del Tclll (17,6%) y tercer
lugar el H (8%). Al comparar la distribucién de linajes de T. cruzi presentes en triatominos,
sangre y xenodiagndéstico, se destacé que en triatominos el linaje H alcanzé un 20%,
encontrandose en bajisima frecuencia en sangre (1,6%) y ausente en xenodiagndstico de
pacientes chagdsicos crénicos (p < 0,05). Lo anterior sugiere que este linaje se encuentra
mas adaptado a insectos triatominos, lo que concuerda con los hallazgos de estudios
previos realizados en base a kDNA (Coronado et al., 2006). El presente estudio detecté el
linaje Tcl en méas de la mitad de las muestras de triatominos (59,3%) y en una muy alta
frecuencia en sangre (82%) y xenodiagnostico (84,3%) de pacientes, resultados también
similares a los obtenidos por Coronado et al.,, (2006). Esto sugiere que los clones
pertenecientes a este linaje serian mas resistentes a la seleccion ejercida por el sistema
inmune y se encontrarian mas adaptados a hospederos vertebrados (Venegas et al.,
2011). En esta memoria no se detectaron clones de T. cruzi pertenecientes al linaje Tcll,
resultado que se podria atribuir a que el andlisis de frecuencias de linajes fue realizado en
base a los clones predominantes de cada una de las poblaciones en estudio debido a la
dificultad para determinar el genotipo de los clones minoritarios detectados en las
muestras de cada poblacion (Venegas et al., 2011) o a que en las muestras analizadas

efectivamente no se encontraran presentes clones pertenecientes a este linaje.



Al comparar la clonalidad entre las poblaciones de T. cruzi provenientes de triatominos y
de sangre y xenodiagndstico de pacientes chagasicos crénicos, los resultados sugieren
claras diferencias. Las poblaciones de T. cruzi que infectan a triatominos son
principalmente multiclonales (67%), a diferencia de lo detectado en sangre y
xenodiagnostico de pacientes, cuyas poblaciones infectantes son en su mayoria
uniclonales (55,6% y 63,9% respectivamente). Por otra parte, las muestras multiclonales
de las poblaciones en estudio estan compuestas en su mayoria de dos clones de T. cruzi,
y conforme al aumento en el niumero de clones la cantidad de muestras disminuye. Esta
tendencia se observa mas marcadamente en las poblaciones provenientes de sangre y
xenodiagnostico de pacientes, entre las cuales la méxima multiclonalidad esta
representada por muestras compuestas por 4 clones, mientras que en triatominos incluso
se detectd una muestra compuesta por 9 clones de T. cruzi. Estos resultados concuerdan
con reportes de literatura, en los que se ha sefialado que es de esperar que exista una
menor gama de clones circulantes en pacientes chagasicos crénicos que en los
triatominos (Oliveira et al., 1998). Este fenémeno ocurriria debido a que los clones de T.
cruzi se encontrarian expuestos a presiones de seleccién en los pacientes chagasicos
ejercidas por la respuesta inmune del paciente, ademas de la predileccién de ciertos
clones por algunos tejidos. En cambio, en el intestino de los triatominos, se encontrarian
condiciones para la diferenciacién y proliferacién de estos parasitos, lo cual favoreceria el
desarrollo de una mayor gama de clones de T. cruzi en estas condiciones que en

animales vertebrados (Oliveira et al., 1998; Machado et al., 2001; Coronado et al., 2006).

En este trabajo, se pudo evidenciar ademas el predominio de muestras de T. cruzi
compuestas a lo mas por dos clones, tanto en sangre (77,8%) y xenodiagnéstico (91,7%)
de pacientes como en triatominos de las regiones en estudio (56,8%), lo que concuerda
con estudios anteriores (Oliveira et al., 1998; Venegas et al., 2011). Es probable también
gue los triatominos se alimenten de un namero reducido de mamiferos dentro del ciclo
doméstico de transmision de la enfermedad de Chagas, escenario que limitaria la gama
de clones de T. cruzi infectantes. Adicionalmente, esto podria reflejar el probable efecto
del control poblacional logrado como resultado de la implementacion del Programa de
Erradicacion de la Infestacion Domiciliaria de T. infestans del Ministerio de Salud, el cual
aparece como principal responsable de la disminucién de la diversidad clonal de las

poblaciones de T. cruzi presentes en triatominos al promover la interrupcion del ciclo de



transmisién de clones de T. cruzi entre los insectos vectores domiciliarios y vertebrados.
De este modo, las poblaciones detectadas en triatominos probablemente corresponderian
a aquellas sobrevivientes al efecto del control ejercido sobre el ciclo doméstico de
transmision de la enfermedad de Chagas.



CONCLUSIONES

Se logro la deteccion directa de clones de T. cruzi en muestras provenientes
tanto de pacientes chagasicos cronicos como de vectores T. infestans
domiciliarios y peridomiciliarios, analizando tres loci nucleares mediante
marcadores microsatélites (SCLE10, SCLE11 y MCLEO1).

Se determind el genotipo y linaje de los clones de T. cruzi predominantes en
muestras provenientes de pacientes chagdasicos cronicos y de vectores T.
infestans.

Se confirmd la hip6tesis propuesta: Las poblaciones naturales de T. cruzi
presentes en los vectores triatominos T. infestans domiciliarios y peridomiciliarios
se diferencian genéticamente de las poblaciones del parasito que infectan a
pacientes chagdasicos cronicos.

Las poblaciones de T. cruzi provenientes de triatominos y pacientes chagasicos
cronicos exhiben claras diferencias en cuanto a distribucion de linajes y
multiclonalidad.

El linaje Tcl se encuentra mas frecuentemente en los pacientes chagasicos
cronicos, mientras que el linaje H se encuentra casi exclusivamente en
triatominos.

Las poblaciones provenientes de triatominos exhiben mayor multiclonalidad que
aguellas provenientes de pacientes, en concordancia con datos de la literatura.
En pacientes chagasicos cronicos existe un predominio de muestras uniclonales.
En muestras multiclonales -tanto en triatominos como en pacientes chagasicos
crénicos- predominan aquellas conformadas por dos clones.

El analisis filogénético origind un &rbol de consenso compuesto por tres ramas
principales. La primera agrupa a los clones de T. cruzi provenientes de
pacientes; la segunda a los clones provenientes de triatominos de las regiones
de Atacama, Valparaiso y Metropolitana; y la tercera rama agrupa a los clones

descritos en la literatura.
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Anexos

Anexo 1. Marcadores microsatélites y partidores utilizados para su amplificacion.

Marcador Pares de bases de Secuencia Partidores para PCR
alelos repetida
SCLE10 200-300 (GT)2(TG)10 1 GATCCCGCAATAGGAAAC
2 GTGCATGTTCCATGGCTT
SCLE11 100-200 (AC)9 1 ACGACCAAAGCCATCATT
2 GATGCTAACTGCTCAAGTGA
MCLEO1 100-200 (CA)9 1 CTGCCATGTTTGATCCCT

2 CGTGTACATATCGGCAGTG

Anexo 2. Gel de poliacrilamida al 15% tefiido con bromuro de etidio.

Muestra 1 Muestra 2
A A
e N 7 I
2, B Fiy B i

1 2

3 4

5 6

Fragmento de un gel de poliacrilamida donde se observa el resultado de una corrida electroforética
de 2 muestras de T. cruzi amplificadas mediante PCR, para el andlisis de los marcadores
microsatélites SCLE10 (A), SCLE11 (B) y MCLEO1 (C), utilizando un marcador de peso molecular
de 50 pares de bases. En el cuarto carril se observa una banda de 250 pares de bases,
correspondiente a la amplificacion del marcador microsatélite SCLE10.




Anexo 3. Distancias genéticas poblacionales Dc y Da
programa MSA versién 4.0.5.

obtenidas mediante el

Dc i \% RM San Xen Tcl Tcll Tclll H
[l | 0.00000 | 0.69218 | 0.73079 | 0.77753 | 0.79427 | 0.76899 | 0.76001 | 0.77227 | 0.77087
V | 0.69218 | 0.00000 | 0.61581 | 0.67266 | 0.64715 | 0.57081 | 0.67677 | 0.71366 | 0.66735
RM | 0.73079 | 0.61581 | 0.00000 | 0.73574 | 0.72342 | 0.72204 | 0.72906 | 0.81417 | 0.78692
San | 0.77753 | 0.67266 | 0.73574 | 0.00000 | 0.54778 | 0.65571 | 0.72782 | 0.79867 | 0.77870
Xen | 0.79427 | 0.64715 | 0.72342 | 0.54778 | 0.00000 | 0.71352 | 0.75710 | 0.82063 | 0.80946
Tcl | 0.76899 | 0.57081 | 0.72204 | 0.65571 | 0.71352 | 0.00000 | 0.63747 | 0.69544 | 0.59126
Tcll | 0.76001 | 0.67677 | 0.72906 | 0.72782 | 0.75710 | 0.63747 | 0.00000 | 0.59977 | 0.47944
Tclll | 0.77227 | 0.71366 | 0.81417 | 0.79867 | 0.82063 | 0.69544 | 0.59977 | 0.00000 | 0.64161
H | 0.77087 | 0.66735 | 0.78692 | 0.77870 | 0.80946 | 0.59126 | 0.47944 | 0.64161 | 0.00000

Da Il \% RM San Xen Tcl Tcll Tclll H
IIl | 0.00000 | 0.59870 | 0.66270 | 0.74684 | 0.78531 | 0.73372 | 0.71750 | 0.73710 | 0.73430
V | 0.59870 | 0.00000 | 0.46786 | 0.56587 | 0.54130 | 0.40984 | 0.57515 | 0.63330 | 0.55682
RM | 0.66270 | 0.46786 | 0.00000 | 0.66914 | 0.65541 | 0.64732 | 0.66349 | 0.81840 | 0.77044
San | 0.74684 | 0.56587 | 0.66914 | 0.00000 | 0.41169 | 0.53406 | 0.65621 | 0.78768 | 0.75183
Xen | 0.78531 | 0.54130 | 0.65541 | 0.41169 | 0.00000 | 0.63761 | 0.71408 | 0.83372 | 0.81550
Tel | 0.73372 | 0.40984 | 0.64732 | 0.53406 | 0.63761 | 0.00000 | 0.52251 | 0.60656 | 0.45201
Tcll | 0.71750 | 0.57515 | 0.66349 | 0.65621 | 0.71408 | 0.52251 | 0.00000 | 0.46764 | 0.28379
Tclll | 0.73710 | 0.63330 | 0.81840 | 0.78768 | 0.83372 | 0.60656 | 0.46764 | 0.00000 | 0.54221
H | 0.73430 | 0.55682 | 0.77044 | 0.75183 | 0.81550 | 0.45201 | 0.28379 | 0.54221 | 0.00000

Distancias genéticas poblacionales Dc y Da obtenidas mediante el programa MSA version 4.0.5. Para este
andlisis se consideraron los clones predominantes (CP) de T. cruzi de las muestras de triatominos
provenientes de las regiones de Valparaiso (V), Atacama (lll) y Metropolitana (RM) y los CP de T. cruzi
obtenidos de sangre (San) y xenodiagndéstico (Xen) de pacientes chagasicos cronicos y clones de literatura
de linaje conocido (Tcl, Tcll, Tclll y H).




