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1. RESUMEN

Antecedentes: La Enfermedad de Chagas (EC) es un problema de salud publica que afecta
aproximadamente de 7 a 8 millones de personas en México y América Latina. Diversos
estudios reportan que Trypanosoma cruzi presenta variabilidad genética cuya distribucion es
mas variada en el Cono Sur. Hasta el momento se han genotipificado diferentes Unidades
Discretas de Tipificacion (DTU) que van de Tcl a TcVII, asi mismo a través de distintos
marcadores moleculares se han encontrado reportes de variantes intra-linaje dentro de la
DTU I. Sin embargo, el gen que codifica para la proteina de choque térmico 70 (Asp70) ha
mostrado ser el marcador que mejor revela esta variabilidad, los cuales estdn mejor descritos
para Colombia. En México existen pocos reportes de DTUs en infecciones humanas, en el
que destacan las infecciones Tcl, Tcll e infecciones mixtas. Respecto a la variacion en Tcl en

Meéxico, solo se tiene reportes de la region suroeste del pais.

Objetivo: determinar la variabilidad genética de DTU I utilizando el un fragmento del gen

hsp70 citoplasmatico de 7. cruzi.

Metodologia: A una coleccion de 26 muestras de participantes residentes del Estado de
Morelos con EC confirmada por pruebas PCR y a las que se les realizo pruebas serologicas
y con DTU I confirmado se les realiz6 la purificacion y secuenciacion de productos de PCR
de un fragmento de 500 pb del gen de la proteina 4sp70. Posteriormente se realizo el analisis

bioinformatico para identificar la variacion intra-linaje DTU I.

Resultados: Se logro la secuenciacion de 24 de las muestras. El anélisis bioinformatico del
alineamiento de los productos de PCR no mostrd variacion en las secuencias. El modelo
evolutivo que mejor se ajustd a la matriz de datos fue “Felsenstein 1981 (F81)” y proporcioén
de sitios invariantes. Se obtuvieron arboles consenso por Maxima Verosimilitud e Inferencia

Bayesiana, este tltimo mostro una relacion cercana al aislado X67716.1 de Brasil.

Conclusiones: El andlisis bioinformatico de 24 muestras obtenidas de aislados de ex
donadores de sangre y participantes voluntarios del Estado de Morelos con registro de DTU

I no mostré variabilidad genética intra-clado.

Palabras clave: T. cruzi, hsp70, DTU I, haplotipos, ciclos de transmision.



2. INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas (EC) o también llamada Tripanosomiasis Americana (TA) es una.
enfermedad parasitaria ocasionada por el protozoario Trypanosoma cruzi. Esta se considera
un problema de salud publica debido su forma asintomatica y su lenta evolucion clinica que
terminan en afecciones cronicas en el sistema cardiaco y digestivo. Su falta de atencion hace

que se catalogue dentro de las enfermedades destendidas (1).

Se considera endémico en 21 paises de América Latina, donde se estima que afecta de 7 a 8
millones de personas (2). En México se tiene una estimacion que 1.1 millones de personas
son afectadas por esta enfermedad, en 2018 los Estados de con mayor incidencia fueron
Yucatan (0.8), Quinta Roo (0.8), y Nayarit (0.7) (3). La EC se considera una patologia
emergente en paises no endémicos debido a las constantes migraciones, y casos importados
asociados a la transfusion sanguinea (4,5) , y se estima que alrededor de 110 millones de

personas estan en riesgo de contraer la enfermedad (6) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion geografica de la EC. En azul los paises donde los vectores son endémicos,
en morado se reporta la presencia de EC pero no hay presencia de vectores. Tomado de Sangenito et
al., 2020.

Las principales formas de transmision en México son, la via vectorial que ocurre en el 90% de los

casos, mientras que el segundo tipo de transmision es el de la transfusion sanguinea (3,7). Seguido de

la transmision congénita (8—10).



2.1  Vectoresy reservorios

En México se conocen 8 géneros de triatoma autdctonos y 31 especies de triatominos
importantes (3,6) de los cuales se consideran que 19 especies tienen importancia
epidemioldgica por la infeccion natural que tienen con 7. cruzi (11). De estas han sido

descritas 13 especies (2 domésticos y 11 peridomésticos) (12).

Las especies que invaden el ciclo de transmision doméstico son Triatoma barberi, el cual se
ha relacionado con problemas de miocardiopatias y dilataciones del tracto digestivo, y
Triatoma dimidiata que también es asociada con cardiomiopatias (3). Los triatominos
vectores Meccus longipennis, M. mazzottii, M. pallidipennis, M. phyllosomus, M. picturatus,
Triatoma gerstaeckeri, T. mexicana, T. rubida, Dypetalogaster mdxima, Panstrongylus
rufotuberculatus y Rhodnius prolixus son las especies peridomésticas (12). Los triatominos
importantes para el Estado de Morelos son Triatoma barberi y Meccus pallidipennis (6). Las

principales especies de triatominos identificados en México se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Distribucion de triatominos en México, 2015. Se observa las 13 especies de triatomas
con importancia epidemioldgica y su respectiva ubicacion en la reptiblica mexicana. Tomado de Rojo-
Medina, 2018.

En la EC las asociaciones huésped-parasito se llevan dentro de tres diferentes ciclos de
transmision; el ciclo silvestre es donde el parasito circula desde mamiferos silvestres

pequefios a grandes, asi como vectores infectados. El ciclo doméstico es aquel donde se



involucra el humano, algunos mamiferos domésticos e insectos vectores que se encuentren

en la vivienda. Mientras que el ciclo peridoméstico se puede ver una superposicion entre los

ecotopos silvestre y doméstico por donde 7. cruzi circula entre las especies de mamiferos

silvestres, sinantropicos y domésticos, ademas este ciclo es el que continta incrementandose

derivado de la urbanizacion. (13) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclos de transmision de 7. cruzi. Ciclo silvestre con la circulacion enzodtica del parasito,
ciclo doméstico con parasitos que circulan en la zooantroponosis, antropozoonosis, antroponosis
estricta 0 en micro enzootias. Sub-ciclos silvestres (Sn), sub ciclos domésticos (Dn). Los signos de
interrogacion sefialan la incertidumbre en el proceso. La linea punteada sefiala rutas hipotéticas.

Tomado de Herrera, 2014.



2.2  Trypanosoma cruzi

Es un protozoo flagelado del orden Kinetoplastida subgénero Schizotrypanonum (Tabla 1),

el cual presenta un ntcleo elipsoidal vesiculoso con doble membrana porosa.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica 7. cruzi (Levine et al., 1980)

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Sub-Phylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Sub-Género Schizotrypaniom
Especie Cruzi

Su kinetoplasto es una estructura discoide con tres espirales de ADN-fibrilar, circular y lineal
(k-ADN) que estan dentro de una capsula de la mitocondria y comprende el 20% de ADN
del parésito, su unico flagelo tiene una microestructura molecular tipica de nueve pares de

subunidades, presenta etapas de epimastigote, tripomastigotos en forma de C o S, (Figura 4).

jum

Figura 4. Morfologia de 7. cruzi y organelos que lo componen en diferentes estadios. Se aprecia
el cambio de posicion de algunos organelos de acuerdo a cada una de las etapas de desarrollo. En A)
trypomastigote, B) amastigote, O epimastigote. (doi:
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0001749.g004).



Cuando el parasito infecta fibras del musculo cardiaco estriado o fagocitos, se acorta el

flagelo y se transforma en amastigote (14).

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi inicia a través de la picadura del vector, este deposita
sus heces infectadas cerca al sitio de la picadura, a través del rascado entran los
tripomastigotes metaciclicos, estos invaden las células que rodean al sitio de infeccion,
perdiendo el flagelo y diferencidndose en amastigotes que se multiplicaran por fision binaria.
Los amastigotes intracelulares se transforman nuevamente en tripomastigotes, lisando a la
célula y liberandose al torrente sanguineo, entrando a una etapa infectante porque un nuevo
triatomino se alimenta de esta sangre contaminada, y también a una etapa de posible
diagnéstico. En el estdémago del insecto, los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes y
se dividen de forma longitudinal dando lugar a los tripomastigotes metaciclicos en la ampolla
rectal del vector. Terminando nuevamente en la forma infectante para un nuevo huésped y de

esta forma inicia el nuevamente el ciclo (15)(Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de vida de T. cruzi. Se pueden ver los estadios de 7. cruzi en el humano y el vector
(tomado de CDC, 2019).



2.3  Genética poblacional de T. cruzi

La infeccion por 7. cruzi es altamente compleja debido a la gran variedad biologica, junto
con la complejidad ecoldgica de los vectores y los mas de 70 géneros de huéspedes
mamiferos que abarcan desde el sur de Estados Unidos al cono sur de Argentina.
Genéticamente es muy diverso, y parte de la comprension de la poblacion de este pardsito
estéd en las distintas formas de clasificarlo o nombrarlo para tener definido el gran nimero de

subgrupos (16).

Souto en 1996 divide al 7. cruzi en dos linajes; Tcl y Tcll, en el que se creia que Tcl era un

grupo mas conservado, mientras que el Tcll resultaba ser un grupo mas divergente.

Mas tarde, con ayuda de las unidades discretas de tipificacion (DTU) que se definen como
conjunto de poblaciones genéticamente mas cercanas entre si (Tybayrenc et al., 1998), se
propone la subdivision del grupo Tcll en cinco linajes: Tclla, Tellb, Tellc, Telld, Telle (Brisse
etal., 2001).

A través de un consenso internacional en 2009 se definié que estas DTU de Trypanosoma
cruzi se clasificaran en Tcl- TcVI (17) Durante el mismo afio (18) realizaron un analisis de
aislamientos de 7. cruzi en murciélagos provenientes del drea amazonica y areas urbanas del
centro de Brasil donde observaron que las relaciones filogenéticas entre los linajes de 7. cruzi
utilizando genes del miniexon, el grupo que correspondia a Tcll no se anidaron dentro de esta

DTU, por lo que designaron un nuevo genotipo al cual nombraron Tcbat o TcVII (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de las divisiones de 7. cruzi

Souto et al., 1996 Brisse et al., 2001 Zingales et al., 2009 Marcili et al., 2009
Linajes Linajes DTU

T. cruzi | T. cruzi | T. cruzi |

T. cruzi ll T. cruzill T. cruzill
T. cruzi lla T. cruzi lll
T. cruzi llb T. cruzi IV
T. cruzi llc T. cruzi V +
T. cruzi lld T. cruzi VI Tcbato T. cruzi VII
T. cruzi lle



2.4  Manifestaciones clinicas de la Enfermedad de Chagas

Desde que se dieron a conocer los primeros casos de la enfermedad de Chagas, se sabe que
una de las primeras sefiales de la picadura del triatomino es la inflamacion en la zona de
puncidn, conocida como “Chagoma de inoculacion”. Esta inflamacion se caracteriza como
una lesion de aproximadamente 3 cm de didmetro, con un aspecto levantado, eritematosa y
moderadamente dolorosa, este chagoma puede presentarse generalmente en los brazos de las
personas afectadas. Cuando los tripomastigotos infectan la zona de los parpados se produce
el “signo de Romafia”. El cual se caracteriza por ser un edema periocular unilateral, de
consistencia dura e indolora que puede dificultar la apertura completa del parpado y provoca

secrecion conjuntiva escasa (14,19) (Figura 6).

Figura 6.Manifestaciones clinicas de la etapa aguda. A) Signo de Romana. Ojo derecho inflamado
con blefaritis y dacriocistitis. El 7. cruzi se mostrd en la sangre del nifio infectado de dos afios.
(Cortesia del Dr. Salvador Mazza, Universidad de Buenos Aires, Argentina). Tomado de Carrada-
Bravo, 2004. B) Chagoma de inoculacion, inflamacion en brazo. Tomado de Rodriguez-Bonfante,
2003.

La fase aguda de la enfermedad puede durar de 4 a 8 semanas, y disminuir gradualmente a
partir de los 90 dias. En la fase aguda infantil caracteristicamente se pueden presentar los
sindromes febriles, la linfadenopatia, hepatoesplenomegalia y de manera ocasional la
miocarditis. La enfermedad aguda grave puede presentarse como miocarditis aguda, derrame
pericardico y meningoencefalitis. Sin embargo, estos ocurren solo en el 1-5% de los casos

con un indice de mortalidad de 0.2-0.5% (20).



Después de esta etapa, los pacientes pueden pasar por un periodo de 10 a 30 afios como
asintomaticos, a esta fase se le conoce como forma indeterminada de la enfermedad de
Chagas. No presentan reactividad seroldgica y las pruebas de electrocardiograficos,

radiograficos de colon y esofago pudieran ser normales (14).

En la fase cronica de la enfermedad se puede presentar (en el 30% de los casos)
manifestaciones como cardiomiopatias. Los dafios comienzan por un bloqueo completo en la
rama derecha del haz de His, se presentan extrasistoles ventriculares prematuras, bloqueos
auriculoventriculares de la rama anterior izquierda, conforme avanza la enfermedad pudiera
presentarse palpitaciones, dolor precordial e insuficiencia cardiaca. La cardiomiopatia
cronica se caracteriza por la dilatacion del ventriculo derecho, ocurre adelgazamiento
irregular de las paredes ventriculares. Al microscopio se ha observado destruccion y
disminucion de las fibras cardiacas, asi también pudiera presentarse la muerte subita (14). En
el 10% de los casos, los pacientes pudieran presentar manifestaciones en el sistema digestivo,
inicialmente pudieran presentarse sintomas de disfagia, regurgitacion y pérdida de peso, que
infieren un problema grande pues resultan ser inespecificos y pudiera confundirse con otras
enfermedades. La etapa avanzada puede desencadenarse en mega sindromes como

megaes6fago y megacolon o simplemente se mantienen los problemas inespecificos del

tracto digestivo superior (20,21) (Figura 7).

Figura 7.Manifestaciones clinicas de la etapa crénica. A) Estudio post mortem de miocarditis
chagasica cronica. Dilatacion y adelgazamiento de las camaras ventriculares y trombosis intramural.
(Cortesia del Dr. Fritz Koberle del Dpto. de Patologia, Facultad de Medicina de la Universidad de
Sao Paulo, Riberdo Preto, Brasil. B) Estudio intestinal de bario por enema, observado en un enfermo
con estrefiimiento pertinaz y dilatacion del abdomen. Diagnoéstico: Megacolon chagasico.
(Observacion cortesia del Profesor J. M. de Rezende, Universidad Federal de Goias, en Brasil).
Tomado de Carrada-Bravo, 2004.



2.5 Pruebas diagnosticas para la Enfermedad de Chagas

La eficacia del diagnoéstico de la EC depende de la fase clinica del paciente. En su fase aguda
se emplea métodos parasitologicos, que se basan precisamente en la busqueda del 7. cruzi en
muestras de sangre, estas tienen una sensibilidad del 95% en esta fase aguda (en los primeros
7 a 15 dias de la exposicion al parasito) y disminuye un 50% en la fase cronica. A
continuacion, en la Tabla 3 se muestran las ventajas y desventajas de las técnicas
parasitologicas que se emplean en este tipo de diagndstico. (Instituto de Diagndstico y

Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel Martinez Baez” 2019).

Tabla 3. Ventajas y desventajas de las técnicas de diagndstico parasitologicas de la EC.

Técnica Ventajas Desventajas
_ 1. Resultado rapido o
1. Frotis sanguineo 2. Certeza diagnéstica Sensibilidad cercana al 60% en el
O . periodo agudo y 10% en el periodo
2. Gota gruesa 3. Simplicidad operativa -
. cronico
4. Bajo costo
1. Elevada sensibilidad
2. Certeza diagndstica Sensibilidad de 90% a 100% en
3. Micrométodos 3. obtencion de muestra el periodo agudo, no valorada en
facil crénico

4. Bajo costo

1. sensibilidad de 90% a 100%

1. Elevada sensibilidad en el periodo agudo, en
2. Certeza diagnostica cronico 20-50%
4. Hemocultivo 3. obtencién de muestra 2. requiere experiencia del
facil operador.
4. bajo costo 3. Contaminaciones por

hongos y bacterias

Tomado de “Lineamientos de vigilancia por laboratorio de la enfermedad de Chagas”
(InDRE), 2019.

Mientras que en fases cronicas y a partir de las 4 semanas de la exposicion al 7. cruzi se
puede aplicar pruebas serologicas convencionales y no convencionales en la deteccion de
anticuerpos IgG contra 7. cruzi. Sin embargo, diferentes estudios han observado que la
aplicacion de ciertas herramientas serologicas pudiera depender de la region geografica de la

poblacion de estudio, su composicion antigénica 'y la DTU de infeccion. (22,23).
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Aun considerando lo anterior, recientemente se ha propuesto un enfoque seroldgico para la
tipificacion de 7. cruzi, con base al pequefio antigeno de superficie del tripomastigote (TSSA,
por sus siglas en inglés), con el que es posible identificar las isoformas Tcl, Tcll, Telll y
TcIV. También se observan algunas correlaciones entre la reactividad del TSSA con la
gravedad de casos clinicos, y que se pudiera ver como biomarcador de pronostico para la EC.
Sin embargo, esta técnica atn tiene limitantes en la discriminaciéon de infecciones entre TcV

y Tc VI, y requiere una identificacién maés precisa para la Tcl (24).

En México estos dos sistemas de diagnostico (parasitologico y serologico) se aplican bajo en

siguiente algoritmo (Figura 8).

Investigaciéon del caso
(Asociacién epidemiolégica, - -
o R S Caso Probable de Infeccién a T cruzi.
Accidente...)
|
[
Infeccion Infeccion
Toma de muestra Agu da Crc’mica
I
[ |
Tlpo - erEba m m

Anticuerpos
Resultado NEGATIVO POSITIVO

Figura 8. Algoritmo para el diagnéstico de la EC en México. Se contemplan muestras que
provengan de pacientes en fase aguda y fase cronica y el tipo de prueba que mejor resultado presente.
Tomado de la Secretaria de Salud, 2019.

Anticuerpos
1gG

A este algoritmo dentro del proceso de diagndstico se agrega un flujo o guia de trabajo (Figura
9) a través de los diferentes niveles de atencion, que van desde el primer nivel en los centros
de salud hasta las pruebas confirmatorias que emite el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos (InDRE) y su posterior reporte. Sin embargo, aiin existen deficiencias en
los tiempos de atencidn, particularmente al inicio del programa cuando los pacientes ingresan

a través de sus centros de jurisdiccion regionales.
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De acuerdo a (25), la posibilidad de generar un registro nacional de pacientes con la EC
ayudaria a tener una plataforma que brinde informacion no solo de epidemiologia, si no que
se podria hacer seguimiento sobre las técnicas de diagndstico, considerando biomarcadores
que cubran las necesidades de cada pais. Se podria dar el seguimiento en nifios, mujeres
embarazadas, y donadores de sangre, sobre su tratamiento y la evaluacion de la misma. Todo
esto ayudaria a conseguir mejorar el trato y la calidad a los pacientes. A su vez, considera que
el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) podria ser un buen candidato para manejar

dicho registro.

POBLACION
-
Muestras y S
Resultados - ~
- .
LABORATORIOS | AUTORIDADES
LOCALES FEDERALES Y
~ B e l ESTATALES DE
Muestras y > ~ SeL
Resultados N Informacion A
—
. LABORATORIOS
E:h(:::(: de 3 ESTATALES Informacion
= ~
Muestras y\ ~
Resultados ~ B
~ INDRE
S < PRUEBAS
5 e ESPECIALIZADAS,
seguramiento de la calidad CONFIRMATORIAS Y DE
REFERENCIA
ENTIDADES
ACREDITADAS Programa Externo de Evaluacion del Desempenio
NACIONALES E
INTERNACIONALES |

Figura 9.Proceso para el diagnéstico de la EC en la Red Nacional de Laboratorios de Salud
Publica (RNLSP). Las flechas en rojo, muestran el sentido en que se envian las muestras de interés.
Las flechas verdes muestran el sentido en que se envian los resultados de esas muestras, asi como el
reporte final a las autoridades federales. Tomado de la Secretaria de Salud 2019.

Debido a la falta de resolucion seroldgica, no se debe olvidar la implementacion de pruebas
moleculares en el que se considere la Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR por sus
siglas en ingles), ya que resulta de gran utilidad en aquellos pacientes que pasan las pruebas

diagnosticas sin reactividad serologica o presentan pruebas no concluyentes (20).
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2.6 Genes utilizados para la determinacién de linajes

Desde que surge la necesidad de genotipificar y conocer las DTUs o linajes de T cruzi, dentro
de las infecciones, a se han explorado diferentes marcadores o genes que puedan ayudar con
esta necesidad, donde se les apuesta unos mas que a otros de acuerdo a la disponibilidad de

la metodologia dentro de los laboratorios o a la finalidad del trabajo.

Uno de los primeros genes que se han utilizado para la investigacion de linajes es la region
intergénica del gen miniexon y ADN ribosoma 24Sa (17,26,27). A estas se han ido agregando
regiones del mini circulo, gen ribosémico mitocondrial 12S, 18s, (28-30)(Figura 10), asi
como el gen mitocondrial de la subunidad 1 del citocromo ¢ oxidasa (cox1 o COI), también
se ha agregado el gen nuclear glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) que la utilizaron para

evaluar la introgresion mitocondrial y observar la presencia de genotipos hibridos (31).

Todos ellos se han utilizado en cierta medida para tener un comparativo y entender que gen
pudiera ser ideal para obtener resultados Optimos. Sin embargo, como se menciond en cada

articulo que utilizo estos genes, todos ellos son prometedores bajo ciertas condiciones.

| stonNA | 166bp ]
| kONA | 330bp |
L Trypano.}oma cruzi J
Y
|sLIR | 350bp 300bp ® ® 300bp |
! /| ) !

[24sa | 110bp 140bp 125bp 140-145bp  125-140bp ]
e | S0L8 76.3 79.2 79.8 78.7 ]

. ! !
l'll l ]

Tcl Tcll Tclll Tcl\ TeV

Figura 10.Genes utilizados para DTUs. Algoritmos utilizados para la tipificacion de 7. cruzi.
Tomado de Jiménez et al, 2018.
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Otro de los genes que ha sido de interés a estudiar es la proteina de choque térmico 70 (Asp70
por sus siglas en inglés). Este estd presente en la mayoria de los organismos de forma
conservada. Dentro de sus caracteristicas particulares, es que cuando los organismos estan
expuestos a diferentes tipos de estrés en la naturaleza, como por ejemplo la temperatura, las
hsp entran en funcion. El estrés ocasionado por calor, puede ocasionar defectos en el
citoesqueleto, fragmentacion del reticulo endoplasmico o del aparato de Golgi, también
incurrir en la disminucién de lisosomas y mitocondrias. Por ello la célula mantiene un sistema
con las proteinas de choque térmico que le permita protegerse de este estrés y evitar los
efectos adversos, ademds de estar involucrada en diferentes procesos que ayudan a la
homeostasis de la célula y por supuesto incluyendo degradacion y sintesis de proteinas

(32,33).
2.7  Proteina de Choque Térmico 70kDa (hsp70)

La mayoria de las familias de 4sp tienen funciones de chaperonas moleculares, entre las mas

conocidas estan la Asp104, hsp90, hsp60, hsp70 y las pequeiias Asp (32).

Particularmente sobre la Asp70 de T. cruzi se sabe que sufre de choque térmico cuando el
parasito se prepara para pasar de un vector a un mamifero en la infeccion, asi mismos estudios
han comprobado que al aumentar las temperaturas los niveles de Asp70 aumenta cuando esta
en etapas de epimastigotes. Y otros mas han comprobado que la Asp70 citosodlica y
mitocondrial es 100 veces mas activa en 7. cruzi que en humanos. Por esto mismo se ha
demostrado que 7. cruzi tiene un alto grado de supervivencia, diferenciacion y virulencia

intracelular (33).

Este gen también ha sido utilizado de forma parcial para hacer un diagnostico diferencial
entre 7 cruzi y T. rangeli mediante ensayos de PCR que discrimina la especie mediante
analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) asi como una
PCR duplex en la cual se obtienen dos fragmentos de diferente tamafio para observar estas
dos especies, lo cual es de suma relevancia al considerar que 7. rangeli es no patdgeno para

el humano (34).
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También se ha explorado para la construccion de relaciones filogenéticas entre diferentes
especies de Trypanosoma, cuyos resultados demuestran que es un marcador molecular

prometedor que tiene la capacidad de hacer una discriminacion entre cada especie (35).

Este gen también se ha implementado en la construccion de filogenias de Leishmania (36),
asi como pruebas de diferenciacion entre especies de importancia clinica , en la identificacion
de Leishmaniasis a partir de casos clinicos (37-39), todos ellos con resultados certeros para
aplicarse en el diagnoéstico, estudios terapéuticos y estudios epidemioldgicos, porque de
manera general ha mostrado ser un gen adecuado para su analisis por su grado de

conservacion a nivel de especie, intraespecie y supraespecie (36).
2.8 Unidades Discretas de Tipificacion (DTU)

Las DTUs muestran ser unidades fiables para los analisis de epidemiologia molecular y
estudios experimentales de evolucion, asi como la filogeografia (Zingales et al., 2012).

Mismos que han sido mejor estudiadas y analizadas en Sudamérica dentro de los ciclos

selvaticos y domésticos (Figura 11).

Figura 11. Distribucién geografica de DTUs T. cruzi asociada a ciclos de transmision. En los
ciclos selvaticos y domésticos de cada region de Latinoamérica. Tomado de Zingales et al., 2012.
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(40) amplian el registro de la distribucioén geografica de 7. cruzi en diferentes biomas del sur
de Brasil reportando Tcll y genotipos hibridos de TcV/Tc VI, ellos creen que no existe una
barrera bioldgica o ecologica para el establecimiento de cualquier DTU en todo el pais. Esta
idea la confirma (31), donde utilizan dos tipos de genes (cox1 y GPI) para la discriminacién

de estas DTUs en donde finalmente puede observar Tcbat, Tcl, Tell, TcIll y TelV.

Por otro lado, (35) analizando la filogenia de 7. cruzi mediante el gen Asp70 identificaron
tres grupos de 7. cruzi (Tcl, Tclll y Tell + V + VI), ademas de ver al Asp70 como un marcador
de diagnostico prometedor al discriminar la mayoria de las especies y clados de Trypanosoma

que utilizaron.

Fuera de América Latina, Espafia es el pais europeo con més nimero de casos de la EC, en
2017 identificaron DTUs de T. cruzi provenientes de migrantes bolivianos, utilizando dos
diagramas de flujo de PCRs ellos encontraron los DTU tipo I (TcI/III), tipo II (TcII/IV) y tipo
I/IT hibrido (TcV/VI), asi mismo infecciones mixtas TcV mas Tcll y TcV mas Tcll / VI, y por
método de secuenciacion de SatDNA encontraron el tipo I/Il. En este anélisis observaron que

el TcV fue el mas comun (5).
2.9  Unidades Discretas de Tipificacion (DTU) en México

En México, los reportes de DTUs que se han hecho son los descritos por (28), en el centro
de Veracruz utilizando el vector principal (7riatoma dimidiata). Los resultados fueron que
inesperadamente Tcl solo representd 9/33 cepas identificadas (27%), y reportan por primera

vez la presencia de cepas de Tcll, Tclll, TcIV y TeV.

En Michoacén hacen el reporte de los linajes Tcl, Tcll ademas de TcIll Y TclIV en triatominos

capturados dentro de viviendas (29).

En el Estado de Morelos, (41), hacen uno de los primeros reportes en triatominos, se
encontraron infecciones con Tcl y Tcll. Més tarde (42), en muestras de donadores de sangre

seronegativos reporta la presencia de Tcl y Tcll e infecciones mixtas.

En el Estado de Yucatan reportan la presencia de DTUs Tcl, Tcll, TcV y TcVI en pacientes
Chagasicos (serologicamente confirmados), asi mismo expresa la posible infeccion al

suroeste de México con multiples DTUs de 7. cruzi (43).
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Aunque por mucho tiempo se considerd que en México solo estaba presente la DTU [ y 11
los nuevos reportes muestran que también existen una amplia distribucion de estas diferentes
DTUs. Asi mismo al sur de Texas se ha hecho el reporte de EC autoctono (44) y también se
han hecho reportes en Nuevo Orleans de DTUs Tcl, TcV y Tcll en ratones infectados de

forma natural (45), por lo que sin duda alguna la distribucion de la EC sigue siendo compleja.

Otro de los aspectos importantes sobre el conocimiento de la distribucion geografica de estas
DTUs es comprender la relacion con el tropismo tisular que presenta la enfermedad, ya sea

al sistema cardiaco y/o digestivo.

Existe un modelo al que llaman “el modelo clonal histotropico de la Enfermedad de Chagas”
donde la "constelacion" especifica de clones infectantes y sus tropismos especificos estan

involucrados en diferentes manifestaciones de la enfermedad (46).

En el 2013 (27), hacen una busqueda sobre las manifestaciones clinicas de la EC en sus
diferentes etapas (aguda, cronica) con las DTUs de T cruzi para entender el significado
clinico de las subdivisiones bioldgicas de 7. cruzi (Tabla 4). En este analisis obtuvieron
resultados de la existencia de diferentes DTUs en pacientes con manifestaciones clinicas
similares, asi como la existencia de pacientes con distinto tipo de manifestacion infectados
por lamisma DTU. Lo que infieren que es de importancia la relacion hospedero-parasito para

determinar la evolucion de la EC.
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Tabla 4. Asociacion de DTUs T. cruzi y Ecotopos, Huéspedes y Patologias (Cura &

Schijman, 2013).
Genotipo Ecotopo/nicho Geografia Enfermedad de Chagas
Primario: arboreo pallmeras Amazonia, regién andina Norte de las amazonas, brotes orales
(Attalea), hechos en arboles. -~ - ot
Tcl T central, América Central y esporadico en el Cono Sur (region del
Secundario: arido, rocoso -
. México Gran Chaco)
terrestre en Amazonia
No se conoce completamente Cono Sur (predomina en Brasil Atlantico y Central.
Tcll raro en ciclos sliolvestres ! Brasil) Cardiomiopatia,
esporadico en el Norte megasindromes digestivos
Raro en humanos (también en perros
Tcelll Terrestre, fosorial América del Sur domestlpos). Casos agudos en [a
Amazonia brasilera. Presentacion
clinica desconocida
Arb6reo v alaunos hospederos América del Sur Causa secundaria de enfermedad de
TclVv terrestlrg/s eg Norteam%rica y Chagas en Venezuela, esporadico en el
del Norte resto de América del Sur
. . Cono Sur, Gran Chaco, Cono §ur Cardlor_mop_atla,
TcV Raro en ciclos silvestres extremo sur de Brasil megasindromes digestivos.
Transmision vectorial y congénita
TcVI Raro en ciclos silvestres Cono Sur, Gran Chaco Cono sur. Cardlor_mopgtla,
megasindromes digestivos

también en una revision sistematica sobre las manifestaciones clinicas asociadas a la

Cardiomiopatia Chagésica Cronica, considerando los principales factores de la EC; la

variabilidad genética del parésito, la genética del huésped y su respuesta inmune (30) (Figura

12).

DTU s Distribution
= ToU
- ToN
- Tecin
- Tclv
Tev
Tevi

Figura 12. Distribucion geografica de DTU 7. cruzi asociada a cardiomiopatia. Cada color indica

una DTU diferente. (Jiménez et al., 2018).
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Aunado a esto también es importante considerar las variantes intra DTU I que se pudieran

presentar en una infeccion, pues agranda la complejidad en la infeccion.
2.10 Haplotipos

Durante mucho tiempo se considerd que la DTU I era un grupo conservado. Sin embargo,
después de anos de corroborar esta homogeneidad en Tcl, distintos trabajos han demostrado

que presentan una variabilidad genética intra clado (47-50).

Estos trabajos establecieron cuatro genotipos denominados haplotipos los cuales fueron
relacionados con los ciclos de transmision de la EC. Los haplotipos se describieron de la

siguiente manera:

Ia: haplotipo asociado con la infeccion humana y los vectores domésticos (relacionado con
Rhodnius prolixus), esta presente en un patrén especifico en las posiciones 28 con una

adenina y un motivo TGTGTG en las posiciones 35-40 (47,49).

Ib: haplotipo asociado con la infeccion humana y los vectores peridomiciliares (relacion con

Triatoma dimidiata), contiene una sustitucion T-C en la posicion 44.

Ic: haplotipo esta asociado con aislamientos peridomésticos se caracteriza por una secuencia

TATATA en la posicion 35-40.

Id: haplotipo que se asocia con el ciclo selvatico se caracteriza por una delecion de nueve

nucledtidos en las posiciones 15-23 de la region de microsatélites del gen del miniexon.

La evidencia de diferentes marcadores genéticos indica que existe una variacion genética a
nivel de intra-DTU. Entre los DTUs, el DTU I es el linaje que mayor heterogeneidad genética

como posible consecuencia de sus caracteristicas epidemioldgicas (22).

3. ANTECEDENTES

3.1 Variacion intra especifica de Trypanosoma cruzi |

Uno de los primeros trabajos en dilucidar la variabilidad dentro del grupo Tcl fue (47)(, donde
analizan 12 cepas aisladas de 7. cruzi de diferentes hospedadores colombianos (en el que se

incluia 1 de Didelphis marsupialis, 4 de Rhodnius prolixus, 3 de Triatoma dimidiata, 1 de
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Triatoma venosa y 3 de humanos) a través de un disefio de PCR multiplex para amplificar la
region intergénica del gen miniexon, seguido del proceso de secuenciacion de sus productos.
El resultado de los andlisis arrojo cuatro grupos o haplotipos. Situados en una region
microsatélite de 56 nucledtidos (nt) donde se observé que en las posiciones 15—40 hay mayor
variabilidad entre los cuatro haplotipos propuestos. Estos haplotipos fueron relacionados de
acuerdos al ciclo de transmision de donde provenian los aislado y asi inicio la relacién con
el ciclo de transmisioén en donde el 1 y 3 se asociaron con ciclos de transmision doméstica

mientras que 2 y 4 presentaron mayor similitud con ciclos de transmision salvajes. Figura 13

~r~ manmamsanns sy al~ TGTRIGTATGEGEGEGT GCCL CACCCACCTCCGGCT 5S¢
- amLAaVLATTLALAN Y aValiavalae aVLRA LALLM WAL AN LT T w. VD

« |mea mammamsammymy sl TGTATGTATGEGEGEGT GCCL CACCCACCTCCGELT 59
- |aV e AL aTVATOLAVANT Y aViBlviAle - R R i L S
e~ mammamemmmemy alo~ - .-~ mAanAALAANL AAmAAAA - 2
3NEC sLiiciaceialalre - e -Q.ﬂ.errGrG-¢ss:~ﬂsss&su-us¢¢\- 3¢
TR mammansannsmyala GTATCRARE AT GCRL CACCCALCCCOBGCT 59
«wiw csRmAaVTLATTLALANT Taeliavw B e i
-—taam m—Aammamsmmams sy~ ~ - -~ MLAAALANAAAAA - o
aSaatn sLLielaceiacasre -V eV %.:IAIG:A-#; Cyﬂ»s\h\s\\s#ds- -9
-~ mammamsmamymy Al -~ manEIN AL AANL AAAA N .

2 - “LLaviacovacassres .¢.¢.a.¢ILIGT&.¢s MeALN N LANS NN W TT . . '9
Y P Y m—asmansaamns sy sl .-~ manmis AL AANLT AARAASAS - o
hg.Ls PR M RC T SCICTO Thy BN ) .:.¢.n.¢IkIGIA.c\ CCACCCACCICCGECT $§¢
ann, mAanmAamsAarsnssy sl P . -~ manARALAAALAAAAAAAA A ¢
X380C avNaVWATVLALAN #ChcAs¢.¢.#.¢.¢.G.¢IAIA:A.¢55C555555\5555¢¢\. v
e mAAmAALAAsLAYL AR~ A - - mAnARALAAALANAAAAS - -

3 |EFC TCCTIGCACCCACACRGLCACACGTGTIGIGTGTATGTATATATGCCLCACCCACCCCCGELT €0
Do 2 8 " . m—ammams s sy Al L L - P - mANARALIAAALAAAAASA S T
JmeTiCoan sLLablacoLalalr GIGIGIGIGIGTATGIATGCCLCACCCACCCCCGGCT 52

e 7 EAARAALAAALAL A c e e AT ATATAT AT AN mAanARALAAALANAAARAAm 2
mis anbLabvabovaLAll :-ﬁ-c-w-e.¢-A:GIA-:ssb&ﬂssu%ss»»\¢¢»- V-
-~ mAATmAAMLAANY ALY A S - manARALAAALAAAAANAAAm T

é Tl el L AL A L AL A ™ ¢.:.é.w.w.¢.AIGIG.#\sCuﬂg\hﬂ\\sssécs- v o-
nA mAABmANLAANYAY A P - mAanAALAAALAANAAAAA . T
JD18 ICCTIGCAGGCACALr B = =G TG IGTIGIGTGIATGTGT GCCLCACCCACCCCLEELT s

. . - - =

X00€32 CCACCCACCICCEECT S8
AVALT126 PCACGCACCTOOGEET 52
SHLol T Le T O e A

b dss Lbda sbssaa

Figura 13. Region de microsatélites 1. Con un promedio de 56 nt, donde se puede observar
claramente la variabilidad entre los cuatro haplotipos propuestos. Alineacion de 7. cruzi cepas gen
del miniexén. * No se observan diferencias en la alineacion. El area encuadrada corresponde a los
polimorfismos de nucleotidos (SNP) que se encuentran entre los cuatro haplotipos propuestos.
También se muestran las secuencias de la region de microsatélites de X00632 y AY367129,
informadas por GenBank en los aislados de GenBank de Brasil. Tomado de Herrera, C. et al., 2007.

Con el objetivo de corroborar la existencia de los haplotipos dentro de 7. cruzi I basados en
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) utilizando la region intergénica del gen miniexon
nuevamente (48) utilizan 31 aislados de 7. cruzi para observar este fendmeno. Los resultados
de la alineacion de las secuencias correspondientes a Tcl, mostrd agrupaciones en cuatro

grupos de haplotipos basado en los sitios polimdrficos en la region inicial compuesta por 56
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nucleotidos (nt), esta region microsatélite presentaba (TG)n (TATG)m (TG)x. El nimero de
las repeticiones variaron entre 4y 7 (n), 2 y4 (m) y 0 y 3 (x) (posiciones 15 a 40) el haplotipo
Ia se asocia principalmente con el ciclo doméstico y domiciliado Rhodnius prolixus. El
haplotipo Ib estd asociado con ciclo doméstico y ciclo peridoméstico, el haplotipo Ic esta
estrechamente relacionado con el ciclo peridoméstico, y el haplotipo Id esta fuertemente

asociado con el ciclo selvatico (Figura 14).

5 15 25 35 45 55

CGC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTRTGTATGTETGTETGCBCCACCCACCECCGGCT 60
SN6C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTATGTATGTETGTETGCEBCCACCCACCRCCGGCT 60
VG TCCTG(}\GG(ZA(:A(I-(;T(}T(;T(;TGT(;TIT(;TAT(;T.‘I‘(;T.:IT(;(Z'(I(:A( “CACCECCGGCT 60
JEMC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTRTGC! I: CACCCACH (t'(‘(‘.(x"r 60
SN8C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTGTGCECCACCCACCECCGGCT 60
EMAMA ACCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTATGTATGTRTGTETGCEBCCACCCACCECCGGCT 60
EBEBE TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTRTGTATGTETGTETGCECCACCCACCECCGGCT 60
FChC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
JLC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
Td11C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
MgloC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCECCGGCT 60
HATC SCACCCC 60
EURC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCECCGGOT 60
HI135C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
H105C TCCTGCAGGCACAC-GTG 1(,l(.u,u.1(‘.|(. ATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
X236C TCCTGCAGGCACAC-G 'GTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
X150C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTaTGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
Td3C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
X1082C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
X1084C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
G11C TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
MgllC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
SPC TCCTGCAGGCACAC-GTGTGTGTGTGTGTGTATGTATGTATGCTCCACCCACCCCCGGCT 60
EFC TCCTGCACCCACACAGEACACG TGTGTGTGTATGTATATATGCCCCACCCACCCCCGGCT 60
X380C TCCTGCAGGCACAC-GEACACGTGTGTGTGTGTGTATATATGCCCCACCCACCCCCGGCT 60
TCIC TCCTGCAGGCACACasssnaas GTGTGTGTGTGTATGTRTIGCCCCACCCACCCCCGGCT 51
Dm28colC TCCTGCAGGCACAC SGTGTGTGTGTGTATGTRIGCCCCACCCACCCCCGGCT 51
Dm11C TCCTGCAGGCACAC SHGTGTGTGTGTGTATGTRIGCCCCACCCACCCCCGG 51
Dm38c TCCTGCAGGCACAC SLEGTGTGTGTGTGTATGTETGCCCCACCCACCCCCGGCT 51
PALC TCCTGCAGGCACAC 5 51
PRCC TCCTGCAGGCACACHES=GTGTGTGTGTGTATGTETGCCCCACCCACCC 3GCT 51
JD1S TCCTGCAGGCACACESSEGTGTGTGTG T(‘TATGT'T(;(‘(‘('(‘A( CCACCCCCGGCT 51

Figura 14. Region de microsatélites 2. Con una media de 56 nucleotidos en la que se puede observar
claramente la variabilidad entre los 4 haplotipos propuestos. Alineacion del gen miniexén de cepas
de T. cruzi. = No se observan diferencias en la alineacion. El area encuadrada corresponde a los
polimorfismos de nucledtido tnico (SNP) encontrados entre los cuatro haplotipos propuestos.
(Herrera, C. et al., 2009).

El arbol obtenido por méxima verosimilitud mostrd claramente los cuatro haplotipos bien
sustentados dentro de los aislados de 7. cruzi I y sus relaciones con el ciclo de transmision

doméstico, ciclo doméstico/peridoméstico, ciclo peridoméstico y ciclo selvatico (Figura 15).
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Figura 15. Arbol filogenético sin raices de 7. cruzi. Representa las relaciones evolutivas entre los
aislados de 7. cruzi 1, el arbol fue construido por el método de maxima verosimilitud. Los numeros
en fuentes mas grandes representan los valores de arranque para el grupo principal de haplotipos. La
topologia obtenida para este método representa el consenso de 236 arboles (100 réplicas cada uno
produciendo, en promedio, 4 arboles mas parsimoniosos), Bootstrap consenso de la regla de la
mayoria del 50%. (Herrera, C. et al., 2009).

El grupo de (49). Tomando 37 aislados colombianos de varios reservorios, hacen el reporte
de los haplotipos Ia, Ib e Id. También observan que hay un grado de conservacion a lo largo
de la alineacion, sin embargo, hubo regiones polimorficas correspondientes a polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) y deleciones que caracterizan a cada haplotipo. Por ejemplo, los
aislados incluidos en el haplotipo Ia presenté SNP en las posiciones 28 y 35-40 (Figura 16).
La importancia de genotipificar las poblaciones de parasitos y establecer una asociacion con
ciclos humanos ayudara a disefiar nuevos tratamientos farmacéuticos de acuerdo con los

antecedentes genéticos y fenotipicos del parasito.
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Figura 16. Sitios polimérficos. Muestran en una alineacion multiple de la region de microsatélites
de 60 nucle6tidos correspondiente a la region intergénica del gen miniexon. (Falla et al., 2009).

Ante los reportes hechos sobre la posible variacion dentro del linaje Tcl, (51), cuestiona la
posible necesidad de realizar una nueva subdivision genética para 7. cruzi. En su texto destaca
que, aunque son amplios los trabajos exhibiendo esta variacion, se requiere de analisis mas

robustos para poder proponer una nueva clasificacion.

(50) cuestionan la propuesta de haplotipos utilizando solo una regiéon no codificante como lo
es el gen mini ex6n, SL-IR, marcadores microsatélites, KDNA cariotipo de minicirculo y
espaciadores transcritos internos ademas de utilizar un numero restringido de aislados, ya

que posiblemente estos analisis se han basado en una variacion neutra.

Por lo tanto, ellos proponen un anélisis PCR-RFLP multilocus utilizando las regiones
codificantes de un conjunto de clones de Tcl que fueron aislados de humanos, insectos
vectores y reservorios de diferentes regiones geograficas de Colombia. Seleccionaron 70
clones y utilizaron 9 blancos de la region codificante y 1 no codificante para el analisis, los
loci seleccionados fueron; la glicoproteina de 72 kDa (Gp72), Histona 1 (H1), proteina de
union al calcio (118), proteina de choque térmico 60 (4sp60), la glicoproteina de 63 kDa.
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Figura 17. Filogramas obtenidas segtin las distancias genéticas. Calculadas en base a los objetivos
polimérficos (Rojo: clones domésticos, Azul: clones peridomésticos, verde: clones selvaticos, Negro:
T.c. marinkellei como grupo externo). (A) 118; (B) HSP60; (C) SAPA; (D) HSP70; (E) H1. Todos los
cladogramas mostraron valores de boostrap superiores al 75%. (Ramirez ef al., 2012).

Asi mismo el arbol consenso presento un filograma en el que era visible dividir dos grupos

correlacionada con el ciclo de transmision (Figura 18).

El grupo 1 contiene clones aislados de los reservorios selvaticos y los triatominos, que se
agruparon con un aislado ancestral. El grupo 2 contiene clones aislados de insectos

domésticos, vectores, reservorios peridomésticos e infecciones humanas.
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GROUP 1

Figura 18. Arbol consenso. Construido utilizando los cinco objetivos polimérficos basados en la
estrategia multilocus PCR-RFLPs. El filograma permite observar dos bien definidos grupos asociados
a los ciclos de transmision de la enfermedad de Chagas en Colombia (rojo = clones domésticos, azul
= clones peridomésticos, verde = clones selvaticos, negro = T.c. marinkellei como grupo externo).
Tomado de Ramirez ef al., 2012.

En México uno de los reportes de haplotipo es el descrito por (52). En este analisis también
utilizaron la region intergénica del miniexon en un conjunto de cinco aislados de 7. cruzi
provenientes del vector principal (7. dimidiata) capturados dentro de viviendas en la
peninsula de Yucatan y dos cepas mexicanas adicionales no relacionadas geograficamente
(cepa 1; de un humano agudo caso en el estado de Oaxaca (cepa Ninoa) y cepa 2; de Meccus
picturatus en el estado de Nayarit). Los resultados indican que el haplotipo Ia est4 presente
en 1. dimidiata en la peninsula de Yucatan y ademads circula en las regiones noroeste y

suroeste de México y vectores como "‘Cepa Nay "en M. picturatus.

Aunque se reporta la presencia de Tc la en la Peninsula de Yucatan, 7. dimidiata es més bien
un vector visitante que un domiciliado participando mas en ciclos peridomésticos y
selvaticos. El humano seria un huésped accidental en este ciclo. Asi, Tc Ia se estd

introduciendo en el ser humano a través de vectores peridoméstico y selvaticos.
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En el estado de Morelos, nuestro grupo de investigacion ha logrado la estandarizacion de
pruebas de PCR para la identificacion a 7. cruzi (53,54). Bajo este mismo esquema
experimental de PCR punto final TcS35/36 Monroy (55) pudo realizar el diagnéstico
molecular para la deteccion de 7. cruzi en muestras de ex donadores de sangre seronegativos
en el estado de Morelos. En 2016 Garduio (42) hace la identificacion de linajes de 7. cruzi
en donadores de sangre del estado de Morelos a través de PCRs anidados. Y en 2018
Bastidas-Leal (56) realiza la confirmacién de la infeccion especifica a 7. cruzi descartando
la presencia de 7. rangeli en muestras clinicas provenientes de ex donadores de sangre
humana y voluntarios con antecedente de puncion al triatomino utilizando PCR duplex y una
region de gen hsp70 bajo el concepto de Fraga 2014. En 2021 Gutiérrez-Reyna (57) completa
el andlisis realizando la identificacion de DTUs en muestras de Morelos y el centro de pais a

través de PCR-RFLPs utilizando las condiciones de Fraga 2014.

Los reportes sobre la presencia de haplotipos dentro de la DTU 1, la cual es considera de
mayor frecuencia en el pais, abren la oportunidad de verificar la existencia de estos haplotipos

haciendo el seguimiento en nuestras muestras analizadas.

Cuando se realizo el disefio experimenta utilizando un fragmento del gen Asp70, falto
concluir con la verificacion de una secuenciacion a las muestras positivas para tener una
cuarta confirmacion sobre que la region amplificada se trata de 7. cruzi. Esto también brinda

la oportunidad de poder hacer un andlisis filogenético y verificar los resultados.
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4. JUSTIFICACION

La Enfermedad de Chagas representa un problema de salud publica para México y América
Latina, sigue considerandose una enfermedad desatendida pues realmente no se le ha
prestado la suficiente atencidon, ni la suficiente inversion para controlarla (58). La
complejidad de esta infeccion radica entre los distintos ciclos de transmision y el gran nimero
de vectores y reservorios que existen en cada pais de América Latina. A esto se le suma la
gran variabilidad genética que presenta el Trypanosoma cruzi. (17,18). Los reportes de DTUs
estd mejor estudiada y representada al sur de América, asi como el reporte de variabilidad
intra-linaje que existe entre ellos. En México aun son pocos los reportes de DTUs al igual
que los reportes de variantes intra-linaje, pues solo contamos con registros de la zona suroeste
del pais. Por lo que hacer el analisis de las variantes genéticas en Tcl considerada la mas
frecuente en México utilizando aislados humanos a través del gen Asp70 considera como un
marcador prometedor como lo ha reportado Ramirez y colaboradores en el 2012 aportaria al
conocimiento para entender la dinamica de transmision en las personas que han sido PCR

positivas confirmadas.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es la variabilidad genética en las Unidades Discretas de Tipificacion (DTU I) en el gen

hsp70 de Trypanosoma cruzi, de muestras de residentes del Estado de Morelos?

6. HIPOTESIS

Existe variabilidad genética en las Unidades Discretas de Tipificacion I (DTU I) en el gen

hsp70 de Trypanosoma cruzi en el Estado de Morelos.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar, mediante secuenciacion y analisis bioinformatico, la variabilidad genética de las
Unidades Discretas de Tipificacion I (DTU 1) del gen Asp70 de Trypanosoma cruzi en el
Estado de Morelos.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Disefio del estudio

El presente estudio es observacional, descriptivo y transversal ya que el fendmeno estudiado
se evalud y midié una sola vez. Se empleo estadistica descriptiva para dar cuenta de los

hallazgos y no se realiz6 ningln tipo de intervencion en el proceso salud enfermedad.
8.2  Sedes del estudio

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Medicina Transfusional Experimenta de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (LMTE-FM-
UAEM), el laboratorio perteneciente al &rea de infeccion e inmunidad del centro de
investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP) y el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” de la Habana Cuba.

8.3  Criterios de seleccion

En el presente estudio se utilizaron los siguientes criterios de seleccion: Muestras de sangre
de voluntarios con antecedente de puncion al triatomino o sospecha de picadura y de
donadores de sangre que no pasaron el filtro de serologia para T. cruzi que fueran residentes

del Estado de Morelos.

8.3.1 Ciriterios de inclusion

Para la secuenciacion se utilizaron Unicamente muestras con criterios aceptables pureza,
integridad y control interno de amplificacion (arriba de 1.8, observa una sola banda en un gel
de agarosa al 1.5% y amplificacion de GPDH por reaccion en cadena a la polimerasa (PCR),
respectivamente. Ademas, se determind que dichas muestras ademas fueron positivas a la
infeccion con tripanosoma mediante la prueba de PCR Tc¢35 y 36, con diagnostico negativo
a T. rangeli mediante la prueba de PCR daplex. Los resultados de ambas pruebas confirman

la infeccion con T. cruzi. No se realizé distincion por edad, sexo o patologias preexistentes.
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8.3.2 Ciriterios de no inclusién

Se excluyeron del presente estudio las muestras que mostraron resultados indeterminado en
la prueba de PCR Tc35y 36 (dos resultados negativos y uno positivo). También aquellas que
obtuvieron una Unidad Discreta de Tipificacion (DTU, por su sigla en inglés) diferente a
Tcl.

8.3.3 Ciriterios de eliminacion

Se eliminaron del estudio aquellas muestras de las que no se obtuvieron resultados después

de la secuenciacion.
8.4  Obtencion de muestras

Se analizaron 183 muestras provenientes de la Bio-coleccion del LMTE-FM-UAEM que esta
integrada por alicuotas de suero, plasma y buffy coat con un volumen aproximado de 1 mL.
Estas muestras fueron colectadas de participantes voluntarios con antecedente de puncion
por triatomino que residen en distintos municipios del Estado de Morelos y de ex donadores
de sangre humana con vy sin reactividad serolégica a T. cruzi. Estas muestras provienen a
partir del proyecto “PCR duplex para la confirmacion de la infeccion por Trypanosoma cruzi
mediante el gen hsp70” (56). Y del proyecto de “Identificacion de las Unidades Discretas de
Tipificacion (DTU’s) de Trypanosoma cruzi en la zona centro de México y el estado de
Morelos” (57).

8.5  Seleccion de muestras

A partir de la Bio-coleccion del LMTE-FM-UAEM se analizaron 183 muestras. En primer
lugar, las muestras de suero de todos los participantes se les realizé un analisis serolégico
consistentes en dos pruebas que se realizan de rutina para el diagndstico de la enfermedad de
Chagas. La primera fue la prueba de hemoaglutinacion indirecta (HAI) y la segunda una
prueba ELISA para detectar T. cruzi. Se obtuvo el ADN con el método fenol-cloroformo y
método de columna a partir de la muestra de buffy coat. EI| ADN obtenido se le realizo el
diagnostico mediante la prueba de PCR utilizando los oligos TcS35/36. Estos permiten la
amplificacion de una region del kinetoplasto. A las muestras PCR TcS35/36 positivas se les

realizd la prueba de PCR Duplex que detecta tanto a T. cruzi, como T. rangeli (TcTr). Para
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esta prueba se utilizaron los oligos F1048, R1142Tc, R1249Tr que amplifican un fragmento
del gen de la proteina hsp70. Y permite la confirmacion de la infeccién por T. cruzi.
Finalmente, para determinar que muestras eran DTU I positivas se realizé una prueba de PCR
en la cual se amplifico un fragmento del gen hsp70 de 545 pb utilizando los oligos
HSP70_DTUF, HSP70_DTUR. Después, el producto de PCR se dividio en dos fracciones.
Una fraccion se utilizé para determinar la DTU y la segunda se utiliz6 para la secuenciacion.
Para determinar la DTU | a la primera fraccion se le realizo una digestion enzimatica con las
enzimas Agel/Hinfl siguiendo la metodologia reportada por Fraga, 2018. Despueés de la
digestion se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2%. Las muestras DTUI positivas
fueron aquellas que mostraron don bandas en el gel de agarosa, una a 303 pb y otra a 242 pb.
Después de realizar todas estas pruebas de las 183 pruebas analizadas se obtuvieron 26
muestras DTU | positivas. Esta muestra fueron las que se purificaron y fueron secuenciadas

para el posterior analisis bioinformatico.
8.6  Purificacion de productos de PCR hsp70

La purificacion de los productos de PCR hsp70 se realizé utilizando el kit MiniElute™
Purification (Qiagen, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, a 1
volumen de la muestra de PCR se le agregaron 5 volumenes de Buffer PB y se mezcl6 en un
agitador vortex, poniendo atencion al color de la reaccion. Un color amarillo en la reaccion
indicara un pH 6ptimo para la union de ADN. Sin embargo, un color naranja o violeta indica
lo contrario. Si lo segundo fue el caso, se agregaron 10 pl de acetato de sodio 3 M (pH 5.0)
y se mezclo en el vortex, hasta que el color se tornara amarillo. Después, todo el volumen
de la mezcla se transfirié a una columna de purificacion, QlAquick, se centrifugo por 1
minuto a 12,000 g. y se desecho el filtrado. Posteriormente, a la columna de purificacién se
le agregaron 0.75 ml de Buffer PB y se centrifugd por 1 minuto a 12,000 g. Nuevamente se
descartando el filtrado y se colocd la columna de purificacion en el tubo recolector. Se
centrifugo nuevamente la columna de purificacion por un minuto para remover cualquier
residuo de buffer de lavado. Enseguida, la columna de purificacion se transfiridé a un tubo
limpio de 2 ml y se le agregaron 50 ul de Buffer EB (Tris-Cl, 10 mM, pH 8.5), seguido de
centrifugacion por 1 minuto a 12,000 g. Terminada la centrifugacién se desech6 la columna

de purificacion y se el producto de PCR purificado contenido en el tubo se almaceno a -20°.
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8.7  Secuenciacion del producto de PCR hsp70

Se realizd la secuenciacién de los productos de amplificacion de la PCR-DTU hsp70
obtenidos de 26 muestras de pacientes que resultaron DTU I, con el objetivo de conocer la
secuencia nucleotidica de los genes que codifican para la proteina hsp70 de este linaje. La
secuenciacion se realizo de forma automética utilizando el secuenciador automatico
ABI3730 (Applied Biosystems) y el kit Big Dye terminator cycle-sequencing ready reaction
(Applied Byosistems, Foster, California. EUA). Durante este proceso, se secuenciaron ambas
cadenas de los amplicones generados, utilizando los cebadores HSP70 DTUF vy
HSP70_DTUR, excepto de los nucleétidos contenidos en los extremos correspondientes a la
region complementaria a los cebadores de los que se secuencio una cadena solamente. Se
obtuvo la secuencia consenso de cada amplicon estudiado (de ambas cadenas) utilizando el
programa Clustal X con ajuste manual (Thompson et al., 1997). Las secuencias obtenidas se

reportaron en la base de datos del Gene Bank en donde se les asigné un nimero de acceso.
8.8  Alineamiento de secuencias

Todas las secuencias correspondientes a los productos hsp70 amplificadas fueron alineadas.
El alineamiento se realizé utilizando el programa Unipro UGene: a unified bioinformatics
toolkit" Okonechnikov; Golosova; Fursov; the UGENE team Bioinformatics 2012 28: 1166-
1167 (http: //ugene.net/download.html.). Bajo el criterio de alineamiento con MUSCLE. Este
alineamiento permitio caracterizar algunos elementos de las secuencias nucleotidicas del gen
que codifica para la proteina hsp70 entre los aislamientos de pacientes, y sirvio de marco de

referencia para los estudios filogenéticos.

Como controles se alinearon también otras secuencias de T. cruzi DTU | y una representacion
de cada uno de los linajes de T. cruzi previamente publicadas en el GeneBank para un total
de 18 secuencias. También se realiz el alineamiento de una secuencia de T. cruzi marinkellei
y una de T. rangeli, asi como una secuencia de L. donovani y L. braziliensis, estos ultimos

que se utilizardn como grupo externo (Tabla 5).
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Tabla 5.Secuencias del gen Asp70 citoplasmatico de 7. cruzi, T. cruzi marikellei, T.
rangeli, L. donovani'y L. braziliensis utilizadas en el analisis filogenético

Especie Nombre del aislamiento Pais Genotipo?| NUmero de acceso
SP104 Chile | K(C959988
OPS21 Venezuela | KC959989
MAS Brazil I KC959990
Esm Brazil I KC959991
PERU Peru I M26595
M5631 Brazil 1] K(C959992
M6241 Brazil 1] KC959993
Trypanosoma cruzi CM17 Colombia 1] KC959994
(n=16) 92122102R USA v KC959995
Canlll Brazil v KC959996
S0O3 Bolivia \ KC959997
MN Chile \ KC959998

KC959999/XM_8126

CL Brener Brazil VI 44/ XM 812645
P63 Paraguay Vi KC960000
Y Brazil nk FJ222459
BRAZIL Brazil nk X67716
Trypanosoma rangeli (n=1) B28V1A06P2C3 Venezuela nk KC960005
T rypanosoma cruzi M1909 Venezuela|  nk KC960011
marikellei (n=1)
L. donovani 1S Sudan ns FN395027
L. braziliensis CuUM180 Bolivia ns FN395039

8.9  Andlisis filogenético

Las relaciones filogenéticas entre las distintas muestras estudiadas se analizaron con base a
la informacidn obtenida de las secuencias del gen hsp70, en comparacion con dos cepas de
Leishmania spp que se utilizaron como grupos externos. El analisis se realiz6 en la plataforma
de CIPRES Miller, MA, Pfeiffer, W. y Schwartz, T. (2010) "Creating the CIPRES Science
Gateway for inference of large phylogenetic arboles” en Proceedings of the Gateway
Computing Environments Workshop (GCE), 14 de noviembre de 2010, New Orleans, LA,
pags. 1-8. (https://www.phylo.org/portal2/logintinput.action).

La construccion de los arboles se basé en parametros de caracteres; Maxima Verosimilitud
“Maximun Likelihood”, bajo el modelo “Felsenstein 1981 (F81)” y proporcion de sitios
invariantes. El soporte de los grupos monofiléticos se determind por el método de Bootstrap

(en inglés), utilizando 10000 réplicas y pruebas de Inferencia Bayesiana, en el que se
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consideraron particiones por codon, y se indicaron 1000000 generaciones de Cadenas de
Markov de Monte Carlo (MCMC). Con una frecuencia de muestreo de 1000, y un total de 8
cadenas, todo esto utilizando el mismo modelo evolutivo que arrojo la prueba de maxima
verosimilitud. La visualizacion de los arboles consenso se hizo en FigTree v1.4.4 y se

editaron utilizando Inkscape v1.2.0.
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9. RESULTADOS

9.1 Descripcion de la poblacién de estudio

Nuestra poblacion de estudio consto de 26 muestras provenientes de dos grupos (Figura
19A). El primero integrado por participantes voluntarios no donadores de sangre con
antecedente de puncion al triatomino y/o haberla visto dentro de su domicilio (85%). El
segundo grupo conformado por ex donadores de sangre cuyas pruebas serolégicas durante
los examenes de donacion de sangre fueron positivas a T. cruzi (15%). Cabe mencionar que
todos los participantes fueron residentes en el Estado de Morelos. De estos el 66% fueron
hombres y el 44% fueron mujeres (Figura 19B). La edad promedio de la poblacién fue de 28

afios en un rango desde los 7 hasta los 72 afios (Figura 19C).
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Figura 19. Caracteristicas de la poblacion estudiada. En A se muestra el tipo de voluntarios que
participaron. En B el porcentaje de hombres y mujeres, y en C la distribucion de edad de la poblacion
estudiada.

En primer lugar, se realizo el analisis seroldgico de las muestras a través de las pruebas de
hemaglutinacion indirectay ELISA. Cabe mencionar que de las 26 muestras solo 23 muestras
fueron analizadas por serologia (89%) y 3 no fueron analizadas (11%, Figura 20A). De las
muestras analizadas el 92% fueron no reactivas a ambas pruebas seroldgicas, el 4% dieron
positivas en ambas pruebas y el 4 % obtuvo un resultado indeterminado, es decir en una

prueba dieron positivo y en otro negativo (Figura 20B).
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Figura 20. Resultados del analisis serolégico utilizando las pruebas de HAI y ELISA. En el panel
A se muestra el porcentaje de muestras analizadas. En el B se muestra el resultado de cada muestra
en el analisis serologico. En C el cddigo de cada muestra analizada.

Posteriormente para confirmar la infeccion con T. cruzi se realizaron dos pruebas de PCR la
PCR TcS35/36 y la PCR duplex TcTr. De las 26 muestras analizadas que se enviaron a
secuenciar, se obtuvieron resultados de 24 muestras que representan el 92%, a las cuales se
les realizo el andlisis filogenético. Con base en los criterios de inclusion cabe destacar que
todas las muestras analizadas dieron resultados positivos en ambas pruebas lo que indican la
presencia de la infeccion por T. cruzi y la ausencia de T. rangeli. Asimismo, se realizo la
prueba de PCR DTU con la finalidad de determinar el DTU y seleccionar aquellas con linaje
I. En la tabla 6 se muestra un resumen de los resultados encontrados en las distintas de
pruebas de PCR.

36



Tabla 6. Resultados de las pruebas de PCR realizadas para confirmar la infeccion por
T. cruzi y su linaje.

No de muestra Cédigo Tipo de PCR Linaje
TcS35/36 | Duplex TcTr | DTU
1 LMTE-TC-001 | Positivo Positivo Positivo |
2 LMTE-TC-029 | Positivo Positivo Positivo |
3 LMTE-TC-030 | Positivo Positivo Positivo |
4 LMTE-TC-032 | Positivo Positivo Positivo |
5 LMTE-TC-033 | Positivo Positivo Positivo |
6 LMTE-TC-034 | Positivo Positivo Positivo |
7 LMTE-TC-036 | Positivo Positivo Positivo |
8 LMTE-TC-037 | Positivo Positivo Positivo |
9 LMTE-TC-038 | Positivo Positivo Positivo |
10 LMTE-TC-141 | Positivo Positivo Positivo |
11 LMTE-TC-145 | Positivo Positivo Positivo |
12 LMTE-TC-160 | Positivo Positivo Positivo |
13 LMTE-TC-223 | Positivo Positivo Positivo |
14 LMTE-TC-225 | Positivo Positivo Positivo |
15 LMTE-TC-227 | Positivo Positivo Positivo |
16 LMTE-TC-263 | Positivo Positivo Positivo |
17 LMTE-TC-274 | Positivo Positivo Positivo |
18 LMTE-TC-325 | Positivo Positivo Positivo |
19 LMTE-TC-330 | Positivo Positivo Positivo |
20 LMTE-TC-366 | Positivo Positivo Positivo |
21 LMTE-TC-374 | Positivo Positivo Positivo |
22 LMTE-TC-395 | Positivo Positivo Positivo |
23 LMTE-TC-404 | Positivo Positivo Positivo |
24 LMTE-TC-419 | Positivo Positivo Positivo |
25 LMTE-TC-428 | Positivo Positivo Positivo |
26 LMTE-TC-439 | Positivo Positivo Positivo |

Ademés de lo anterior, se determino el ciclo de transmision al que pertenecen y se encontrd
que 9 pertenecen al ciclo doméstico y cuatro al ciclo peridoméstico. Sin embargo, cabe
destacar que en 13 participantes no se pudo determinar dicho ciclo debido a limitaciones en

los expedientes clinicos (Figura 21).
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Figura 21. Ciclo de transmision al que pertenecen las muestras estudiadas.

9.2  Secuenciacion de productos de PCR

Una vez seleccionadas las muestras se realizd la purificaciéon del producto de PCR DTU.
Cabe mencionar que solo se obtuvo secuencia de 24 de las muestras. En la figura 22 se

muestra un esquema del gen y la regidn espacial de la secuenciacion.
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Figura 22. Gen parcial XM 812645.1 Trypanosoma cruzi cepa CL Brener 2sp70 ARNm. En verde
la region de reconocimiento de los primer hsp70 DTU-F 5°GCCAGATCTTCTCGACGTACGCG3’
y hsp70 DTU-R 5’°GGAGAACCTGTGCACGCCCATC3’, en amarillo sitio de corte de la enzima
Haelll GGMCC. En rojo la region secuenciada de los aislados de ex donadores de sangre y
participantes del estado de Morelos.

9.3 Alineamiento

Posteriormente se realizo el alineamiento del fragmento de 500 pb de las muestras asi como
de las secuencias control. El andlisis del alineamiento de las secuencias de las muestras
analizadas del gen hsp70 de T. cruzi mostré que no existen cambios en la secuencia de
nucleotidos. Este resultado indica que no existe variabilidad a lo largo de las 500 pb del

fragmento secuenciado en todas las muestras analizadas de los pacientes (C, cuadro rojo) con
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respecto a las muestras que se tomaron como referencia del GenBank (B, cuadros verdes).
Solo es posible ver los cambios en las cepas que se utilizaron como grupo externo (A, cuadro
amarillo) y en algunas cepas de referencia (Figura 23). Por lo que se puede decir que la
secuencia de pb del fragmento analizado de las cepas mexicanas muestra un 100% de

identidad entre ellas.
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Figura 23. Alineacion de las secuencias del gen hsp70. Secuenciado a partir de muestras de
residentes del estado de Morelos con infeccion confirmada de 7. cruzi. Con un promedio de 50 nt. En
A se muestra la alineacion de las secuencias de las cepas utilizadas como grupo externo. En C se
observa las secuencias de las muestras de los residentes de Morelos. Notar que no se observan
diferencias en la alineacién en ninguna de las muestras analizadas, con respecto a las cepas de
referencia tomadas del GenBank (B).
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94  Analisis filogenético

Posteriormente, se construyeron los arboles filogenéticos a partir del alineamiento multiple
de las 24 secuencias de los aislados mexicanos (en rojo), 18 cepas de referencia del GenBank
(recuadro verde) y 2 cepas que se usaron como grupo externo (recuadro amarillo). El arbol
consenso obtenido por Méxima Verosimilitud (Figura 24) no muestra una resolucion entre
las cepas analizadas. Es decir, se observan politomias entre algunos grupos como en el caso
de las cepas mexicanas. Dentro de los clados mas conservados encontramos el de las cepas
conformadas por M5631, CM17 y M6241 identificados con un linaje o DTU Il y un valor
de 89% de Bootstrap, seguido por el grupo de MN y S03 identificados con DTU V o linaje
7,y el tercer clado conservado es el compuesto por Tc_92122102R y Canlll con registro de
DTU 1V, con valores de Bootstrap > 80%. Fuera de estos grupos las demas cepas necesitan

mayor resolucion.

En el andlisis de Inferencia Bayesiana (Figura 25), se puede observar que la politomia entre
las cepas mexicanas se pierde. Sin embargo, las distancias entre las ramas no tiene valores
significativos para estrablecer relaciones entre ciclos de transmision, asi mismo mantiene una
distancia cercana con la cepa de Brasil, la cual no tiene registro de DTU por lo que resulta
curioso que se mantenga esa relacion, cuando se esperaria que se mantuvieran mas cercanos
con la cepas SP104 y OPS21 identificadas con DTU I. Los clados conservados en el primer
arbol se siguen manteniendo, asi como los valores de probabilidad, a excepcion del clado

conformado por MN y S03 identificados con DTU V que se integra con las DTU VI.
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Figura 24. Arbol consenso de Maxima Verosimilitud de residentes de Morelos. Con infeccion
confirmada de T. cruzi. En rojo se encuentran las muestras de los residentes de Morelos con DTU 1.
En color azul las cepas con DTU II (MAS, Esm y Pert). En rosa las cepas con DTU III (M5631,
M6241, CM17). En color vino las cepas DTU IV (92122102R, CanllI). En color verde las cepas DTU

V (S03, MN). en color naranja las cepas DTU VI (CL Brener, P63). Valores de Bootstrap. El modelo
evolutivo: F81+I.
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Figura 25. Arbol consenso de Inferencia Bayesiana de residentes de Morelos. Con infeccion
confirmada de T cruzi. En rojo las muestras de participantes de origen mexicano con DTU I, en color
azul (MAS, Esm y Pert) cepas con DTU I, en rosa las cepas con DTU III (M5631, M6241, CM17),
las cepas DTU IV en color vino (92122102R, Canlll), en color verde las cepas DTU V (S03, MN),
las cepas DTU VI en color naranja (CL Brener, P63).
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10. DISCUSION

Nuestros resultados del analisis serolégico con las pruebas HIA y ELISA mostraron solo el
4% de reactividad, en contraste con las pruebas de PCR que mostraron un 100% de
positividad. Estos resultados en conjunto muestran que el sistema serologico tiene baja
sensibilidad, razén por la cual no se deberian utilizar como prueba Unica para realizar el
diagnostico. La baja sensibilidad de estas pruebas en muestras de pacientes mexicanos se ha
observado previamente (55). Esta baja sensibilidad se pudiera deber a las discrepancias
observadas cuando se hace la comparativa entre diferentes poblaciones. En el caso particular
de México generalmente, se ha reportado que existe baja sensibilidad en la deteccion de los
niveles de anticuerpos contra los antigenos de los kits de ELISA en comparacion con
Argentina y Honduras. Esto se debe en parte a que estos kits utilizan como base cepas de
diferentes regiones geograficas y por ello no son tan eficientes para la poblaciéon mexicana
(59). Esta observacion es alarmante porque estos estudios se realizaron en la transmision
congénita (23). Aunque el objetivo del presente estudio no es realizar una comparativa entre
las pruebas utilizadas para el diagnostico, resultados previos de nuestro grupo de
investigacion (54,55), sugieren que es importante valorar la implementacion de las pruebas
de PCR en aquellos pacientes que presentan resultados discrepantes en las pruebas
serologicas, y de esta forma se podria evitar demoras en el proceso de diagnostico. Si solo se
siguen los algoritmos serologicos que se usan actualmente como prueba principal para el
diagnostico surgen la siguiente pregunta. ;Cudl es el tiempo que tiene que esperar el paciente
para un diagnoéstico certero? Esta situacion es ain mas problematica para el paciente ya que

para cuando haya sido diagnosticado no se tendra disponibilidad del tratamiento.

El andlisis de diagndstico implementando el sistema PCR TcS35/36 y la confirmacion de la
infeccion con el sistema PCR daplex TcTr, asi como el proceso de genotipificacién por PCR-
RFLPS DTU hsp70Tc son métodos confiables para el diagnostico de la EC (34,56). Esto lo
corroboramos en el presente trabajo al analizar las secuencias y confirmar que el fragmento
amplificado en las pruebas de PCRs pertenece al T. cruzi. Ademas, se encontro que, de
acuerdo a lo reportado, la DTU I es el que predomina sobre otros linajes (57). Por su parte el
analisis filogenético confirmé el clado DTU | en todas nuestras muestras, los valores de

soporte nos indican que entre cada una de ellas no existe gran diferencia genética.
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Una gran variedad de estudios confirma que 7. cruzi muestra gran variabilidad genética y una
complejidad en la transmision de la Enfermedad de Chagas que pudiera variar en cada pais
de América Latina (16,17). Debido a esta variabilidad ha surgido la necesidad de saber si
existe una relacion entre los diferentes genotipos de 7. cruzi con las manifestaciones clinicas,
el estado de gravedad, y cudl seria el plan de diagndstico mas efectivo, asi como en qué
momento es oportuno la implementacion del tratamiento. Todo lo anterior con la finalidad de
favorecer el desarrollo de nuevos farmacos o alternativas en el tratamiento de la enfermedad.
Diferentes publicaciones también han mostrado que existe variacion intra DTU I (47,49,60).
Sin embargo, como lo menciona Ramirez (50) la mayoria de estos estudios se hicieron
utilizando una region no codificante como la region intergénica del miniexon y utilizando un
numero reducido de aislados, lo que en su perspectiva pudiera interferir en el panorama
completo al momento de interpretar los resultados. Lo anterior debido a que se pudieran estar
observando mutaciones neutras en 7. cruzi. Por ello, plantea una estrategia metodologica de
PCR-RFLP multilocus donde se incluyan regiones codificantes al mismo tiempo que
aumenta el nimero de aislados para ver si los resultados se replican o se pudiera obtener

mayor informacidn sobre la relacion entre ciclo de transmision-haplotipo.

En este trabajo se analizo6 esta variacion intra DTU I utilizando el gen de la proteina Asp70
de T. cruzi, aislado de ex donadores de sangre y participantes voluntarios con sospecha de
picadura residentes del estado de Morelos, siguiendo la idea de Ramirez sobre este gen. Este
estudio utilizoé un abordaje metodologico similar hasta el proceso de determinacion de linaje,

a través de PCR-RFLP, y se agreg6 el proceso de secuenciacion para las muestras de interés.

Durante el alineamiento de las secuencias fue posible observar que las muestras de residentes
de Morelos con infeccion confirmada de 7. cruzi se situaron en la parte central de la matriz
de datos, sin presentar algiin tipo de variacion en la secuencia del fragmento de 500 pb
secuenciado, en comparacion con las secuencias que se utilizaron como referencia y grupo

externo.

La explicacion de estos resultados tiene varias hipotesis. Una puede ser la naturaleza del gen
hsp70, debido a que la region del fragmento que se analizo se trata de una zona realmente

conservada (33) y por ello encontrar posibles “cambios” resulta complejo.

45



Dado que existen reportes que muestran que existe variacion de la DTUI (50)y de que al
momento de hacer la determinacidon no se conocia que DTUSs presentaban ni la secuencia de
cada una de ellas en las muestras aisladas de nuestros participantes, por lo que fue necesario
hacer este analisis, para determinar si existe variacion en los aislados de Morelos como en lo

ya reportado.

El analisis filogenético realizado a través de la prueba de Maxima Verosimilitud, mostré el
mejor modelo evolutivo para la matriz de datos que se formd después del alineamiento de las
secuencias, indicando que fue Felsenstein 1981 (F81), asi como proporcién de sitios
invariantes, y K3Pu son los modelos que mejor se ajusta a nuestros datos. El arbol consenso
resultante muestra una politomia en las muestras de México. Por su parte en la prueba de
inferencia Bayesiana, el arbol consenso rompe con la politomia sobre las muestras de aislados
mexicanos, y mantiene una relacion cercana con el aislamiento de Brasil, la cual no tiene
registro de DTU, por lo que al estar situadas en esa posicion pudiéramos considerar que se
trata de una cepa DTU I. Asi también el clado préximo no cumple con una resolucién al
100% y esto pudiera deberse al origen de hibridacion que existe entre estos genotipos y desde
luego debemos considerar como limitante el solo analizar las 500 pb que nos indica como
zona conservada. Por otro lado, lamentablemente, aunque no se cuenta con todos los datos
de los ciclos de transmision en los participantes, sabemos que en el muestreo hay dos ciclos
importantes como lo es el ciclo doméstico y peridoméstico, que coincide de acuerdo a las
caracteristicas propias de las zonas geograficas de donde se tomaron los aislados, sin
embargo, no se puede concluir la relacion de los ciclos debido a la escasa informacion
respecto a los valores de las longitudes de las ramas en todas las muestras de Morelos. A este
punto se debe agregar considerar que, aunque se haga el reporte de un vector especifico en
cierto Estado de la republica, este no tendra el mismo comportamiento (12). Ejemplo de ello,
es lo que Montedn (52), describe en la peninsula de Yucatan en 7. dimidiata, donde identifico
el haplotipo Tc Ia, y es que este vector participa en el ciclo peridoméstico y selvatico, en
Morelos no se tiene registro de 7. dimidiata, sino mas bien de 7. barberi como domiciliado

y M. pallidipennis como peridoméstico (6).

Respecto a la posible variabilidad dentro de la DTU I, no se encontré ninguna variacion en

ninguna de las muestras analizadas. En contraste con lo ya reportado por (50) quienes
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encontraron las variaciones o cambios en el gen hsp70. Los resultados de estas discrepancias
quizé se deban a que el fragmento de 500 pb analizado es altamente conservado. Tenemos la
hipotesis de que haciendo la amplificacion del genoma completo del gen hsp70 y revisando
las secuencias tendriamos mas oportunidad de identificar los sitios de variabilidad. Sin
embargo, es poco probable poder hacer esto debido a que nuestro estudio se realizo en
muestras clinicas a diferencia de la mayoria de los reportes previos en donde el anlisis de la
variabilidad genética se realiz6 a partir de ADN de parasitos mantenidos en cultivo (48,49).
A pesar de que no encontramos variabilidad genética en la DTU I, es importante destacar que
nuestro proceso de seleccion de muestras es especifico y Util para detectar a T. cruzi, lo cual
podria representar una ventaja al momento de realizar el diagnéstico, y para estudios de

investigacion futuros.
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11. CONCLUSIONES

Es posible obtener material genético de T. cruzi a partir de muestras de sangre
humanas en las cantidades suficientes para hacer pruebas de pureza e integridad y su
posterior amplificacién por PCR para la confirmacion de la infeccion, asi como para
la secuenciacion automatica por el método de Sanger.

En conjunto, las pruebas PCR TcS35/36, PCR duplex TcTr y PCR DTU hsp70Tc
permiten confirmar el diagndstico de la infecciébn por T. cruzi asi como la
determinacion de las diferentes DTU de la Enfermedad de Chagas, incluso en
pacientes que no muestran reactividad serologica.

El andlisis bioinformatico de 24 muestras obtenidas de aislados de ex donadores de
sangre y participantes voluntarios del Estado de Morelos con registro de DTU | no
mostro variabilidad genética intra-clado. Esto muestra que el fragmento de 500 pb de
la proteina hsp70 ubicado entre las bases 1305 y 1805 no es iddneo para este tipo de
estudios. Sin embargo, resulta util para la deteccion especifica de T. cruzi a partir de

aislados clinicos.
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12. PERSPECTIVAS Y SUGERENCIAS

A la comunidad cientifica

Realizar la secuenciacion de todo el gen de la proteina hsp70 de T. cruzi para
identificar la variabilidad genética de DTU I en residentes de Morelos.

Confirmar los resultados de variabilidad genética de DTU I, obtenidos por
secuenciacion y analisis bioinformatico, con la técnica de distancias genéticas.
Realizar el estudio con un mayor nimero de muestras DTU | confirmadas.

Refinar la metodologia para la obtencion de material genético de T. cruzi a partir de
muestras sanguineas humanas con el fin de desarrollar un método diagnostico mas
eficiente.

Realizar el analisis de variabilidad genética de las DTU II-VI en residentes del estado
de Morelos.

Realizar el andlisis de correlacion entre los ciclos de transmision y la variabilidad
genética de DTU I.

Determinar la presencia de variabilidad genética en los vectores reportados en el
estado de Morelos con el objetivo de correlacionar estos datos con los obtenidos a

partir de las muestras clinicas de humanos.

A la secretaria de salud

Brindar capacitacion integral sobre la EC al personal del primer nivel de atencion
(centros de salud, consultorios médicos y unidades de medicina familiar) y sobre el
enlace de los pacientes a la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP).
Jurisdiccion sanitaria: reducir demoras en el proceso de diagndstico, para poder entrar
al proceso en la RNLSP.

Actualizar los métodos de diagnostico de la EC, la evidencia indica deficiencias en el
tamizaje de los centros de transfusion sanguinea. Modificar la Norma Oficial
Mexicana NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicion de sangre humana y sus

componentes con fines terapéuticos, integrando los métodos de PCR.
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FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTGNOMA DEL Secretaria de Investigacion
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 24 de abril de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis “Variabilidad genética de Unidades Discretas de Tipificacion
| (DTU 1) basado en el gen que codifica la proteina de choque térmico 70 de
Trypanosoma cruzi en el Estado de Morelos”, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Kenia Lizeth Bastidas Leal. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

M. en C. Verdénica Chavez Lopez

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. Cuernavaca Morelos,
C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx
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ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 24 de abril de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis “Variabilidad genética de Unidades Discretas de Tipificacion
| (DTU 1) basado en el gen que codifica la proteina de choque térmico 70 de
Trypanosoma cruzi en el Estado de Morelos”, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Kenia Lizeth Bastidas Leal. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Luz Maria Gonzalez Robledo
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ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 24 de abril de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis “Variabilidad genética de Unidades Discretas de Tipificacion
| (DTU 1) basado en el gen que codifica la proteina de choque térmico 70 de
Trypanosoma cruzi en el Estado de Morelos”, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Kenia Lizeth Bastidas Leal. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Fernandez

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. Cuernavaca Morelos,
C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTGNOMA DEL Secretaria de Investigacion
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 24 de abril de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis “Variabilidad genética de Unidades Discretas de Tipificacion
| (DTU 1) basado en el gen que codifica la proteina de choque térmico 70 de
Trypanosoma cruzi en el Estado de Morelos”, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Kenia Lizeth Bastidas Leal. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gabriela Castaneda Corral

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. Cuernavaca Morelos,
C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx
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