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Resumen

Trypanosomacruz esel agentecausal delaenfermedad de Chagasy estasubdividido
en 6 genotipos o unidades discretas de tipificacion (DTU). Esta enfermedad es
endémicadel continente Americanoy afectaalrededor de 16 millones de habitantes.
La determinacion del genotipo es de vital importancia debido a su relacion con los
cuadros clinicos de laenfermedad que estan asociados a cada uno de ell os, asi como
a su distribucion geografica en el continente Americano. En el presente estudio se
logro establecer un protocolo de trabajo mediante la aplicacién de la técnica PCR-
RFLP, la cual consiste en la amplificacion por PCR de regiones especificas del
genomade T. cruz y su posterior digestion con enzimas de restriccion, permitiendo
la genotipificacion completa de diferentes aislados de T.cruz. Esta metodologia
también permitié evidenciar los caracteres recombinantes de varios eventos de
hibridacion ocurridos entre los genotipos parentales de la especie T. cruz. El
algoritmo desarrollado en este trabajo, permite determinar de una manera rapida,
seguray sencillael genotipo de cualquier aislado de T. cruz, ubicandolo dentro de
uno de los 6 genatipos actual mente reconacidos para el parasito. La determinacion
del genatipo es de gran importancia epidemiol 6gicaparael control y la prevencion
de latransmisién de cepas circulantes en una determinadaregién endémica, parala
vigilancia en la movilizacion de formas clinicas mas severas hacia zonas donde se
consideraban ausentes, asi como también a paises donde la enfermedad de Chagas
estaba ausente.
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I ntroduccion

Trypanosoma cruzi es un protozoario
hemoflagelado de la familia
Tripanosomatidae, orden Kinetoplastida,
y agente causal de la Tripanosomiasis
Americana, conocida también como
enfermedad de Chagas, la cua se
encuentra ampliamente  distribuida
en e continente americano. En 2002,
la Organizacion Mundial de la Salud
report6 de 16 a 18 millones de personas
infectadas por € parésito, 300 mil
Casos Nuevos por afo y 21 mil muertes,
principal mente nifios (WHO, 2002).
Diversos métodos han sido utilizados
para la caracterizacion de los distintos
grupos de T. cruz, basandose en las
caracteristicas morfolégicas, bioldgicas,
bioquimicas y moleculares con el fin de
agrupar anivel fenotipicoy genotipicolas
diferentes poblaciones de este parasito.
Los resultados de estas investigaciones
han sido utilizados en estudios clinicos
y epidemiolégicos para determinar
la posible relacion entre aislados del
parasitoy lasmanifestacionesclinicasde
laenfermedad de Chagas (WHO, 2002).
Ladiferenciaen cuanto alaseveridad de
laenfermedad en el hospedador humano
y en otros mamiferos, se ha atribuido
a la diversidad genética que presentan
los parésitos (Lammel et al., 1985;
Magalhaes et al., 1996).

Los diferentes genotipos de T. cruz
muestranrel acionconlasmanifestaciones
clinices de la enfermedad, ta que,
los genotipos T. cruz I, V y VI (Tcll,
TeV, TcVl), se relacionan directamente
con € desarollo de megacolon o
megaesofago, encontrandose con mayor
incidencia en paises de Suramérica,
mientras que en Venezuela y en otros
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paises de Centroamérica, se presenta
la cardiopatia chagésica como Unica
manifestacion clinicay se relaciona con
el genotipo Tcl (Higo et al., 2004). La
movilizacion de personas infectadas en
Latinoamérica representa un riesgo de
infeccion en regiones no endémicas de
laenfermedad (Penaet al., 2009), yaque
esta enfermedad puede ser transmitida
por transfusiones de sangre, trasplantes
de dérganos y transmision congeénita, por
lo tanto, no se limita Unicamente a los
paises donde es endémica (WHO, 2002).
La diversidad genética de T. cruzi ha
sido estudiada a través de muchas
técnicas de biologia molecular. El
objetivo principal del presente trabajo
fue la estandarizacion de un método
de PCR-Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP)
para la identificacion genotipica de
aislados de T. cruz pertenecientes a los
genotipos Tcl a VI.

Materialesy M étodos

Pablacién y Muestra

Seis cepas de referenciainternacional de
los seis genotipos de T. cruz. Cinco de
ellas provenientes de Brasil, las cuales
proceden del banco criogénico del
Laboratorio de Biologia Molecular de
Protozoarios del Instituto de Medicina
Tropical. La sexta cepa de referencia
internacional, procede Bolivia y fue
donada por la Facultad de Medicina,
Universidad Mayor de San Simon.
Extraccion del ADN deT. cruzi

Los diferentes aislados fueron crecidos
y mantenidos en cultivos en medio
RPMI. Cuando €l cultivollegd a20 x 10°
epimastigotes/ml, el ADN fue extraido
siguiendo €l protocolo de extraccién y
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purificacion del kit NUCLEON segin
las instrucciones del fabricante. La
pureza y la concentracién del ADN se
determinaron midiendo la absorbancia a
260y 280 nm.

Genotipificacion de los distintos aislados
mediante la técnica de PCR- RFLP

Para la amplificacion del gen gp72 se
utilizaron los iniciadores gp72(f) (5'-
GCG GAC AGT GCC AAC AAC CT-
3') y gp72(r) (5-CGC CGA ACT TCC
AAC CAT CAG-3) bajo las siguientes
condiciones; desnaturalizacion a 94°C
por 5 minutos, seguida por 33 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, hibridacion a 65°C por
1 minuto y extension a 72°C por 2
minutos, y una Ultima extension de 8
minutos a 72°C (Rozas et al., 2007). La
amplificacion de la region intergénica
HSP60 se llevd a cabo utilizando
los iniciadores HSP60(f) (5-GTG
GTA TGG GTG ACA TGT AC-3) y
HSP60(r) (5'-CGA GCA GCA GAG
CGA AAC AT-3), y para e gen que
codifica la enzima Glucosa Fosfato
Isomerasa (GPI) se emplearon los
iniciadores GPI(f) (5-GGC ATG TGA
AGC TTT GAG GCC TTT TTC AG-
3') y GPI(r) (5-TGT AAG GGC CCA
GTG AGA GCG TTG GTT TGA ATA
GC-3'), utilizando para ambos genes €l
siguiente protocolo: desnaturalizacién
a 94°C por 5 minutos, seguida por 30
ciclos de desnaturaizacion a 94°C por
30 segundos, hibridacién a 65°C por
30 segundos y extension a 72°C por 30
segundos, y una Ultima extensién de 10
minutos a 72°C (Westenberger et al.,
2005). Todas las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 20 pul
conteniendo buffer 10%, 2 mM MqgCI2,

0,4mM dedNTPs, 1 U delaenzimaTaq
polimerasa (Invitrogen, Brazil), 10 pg de
cadainiciador y 10 ng del ADN molde.

Para la digestion de los fragmentos
obtenidos se utilizaron  endonucleasas
de restriccion especificas para cada uno
de los genes. El gen gp72 fue digerido
conlaenzimaTagl de acuerdo con Rozas
et al (2007), por otraparte, paralaregion
intergénica HSP60 y para el gen GPI se
utilizaron las enzimas EcoRV y Hhal,
respectivamente, de acuerdo con el
protocolo establecido por Westenberger

et al., (2005).
Los productos de PCR fueron
visudizados mediante electroforesis

en gel de agarosa a 15% y los
perfiles de restriccion en agarosa a una
concentracion de 2,5-3%, tefiidos con
bromuro de ectidio y fotografiados con
un transiluminador UV. Los marcadores
moleculares para estimar el tamafio de
cada fragmento fueron Hyperladder |
paralaregionintergénicaHSPE0y el gen
GPl,y parael gengp72, el Hyperladder V
(ambos de la casa comercial BIOLINE).

Resultados y Discusion

T. cruzt muestra un elevado nivel de
diversidad genéticay es por esto, que una
gran cantidad de marcadores genéticos
han sido utilizados para la estratificacion
de la especie en varias subdivisiones,
con mayor o menor nivel de resolucion
dependiendo de los marcadores
utilizados, pero alin no existe un consenso
de cudles deben usarse para lograr la
resol ucion de todos |os genotipos (Lewis
et al., 2009). La técnica PCR-RFLP ha
sido utilizada por algunos investigadores
para tipificar los distintos genotipos de T.
cruzi (Westenberger et al., 2005); Rozas
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et al., 2007) obteniendo resultados
satisfactorios.

En e presente trabajo se redlizo,
iniciamente, una PCR-RFLP del gen
GPI a las 6 cepas de referencia, para
asl establecer diferencias entre los
perfiles de bandas de cada una. Tal como
se observa en la Figura 1, se pueden
identificar los pares de genotipos I/
I, NV y VIVI, originando para cada
par, perfiles idénticos entre si. Estos

resultados muestran una gran similitud a
los reportados en otro estudio (Lewis et
al., 2009). Se observa que los aislados
de genotipo Tcl y Tclll presentan como
producto digerido un par de fragmentos
de =780 y 460pb, a diferencia de los
genotipos Tcll y TclV que generaron un
duplete de bandas de =~560pb y 460pb.
Mientras que los productos de digestion
de los genotipos TcV y TcVI muestran 4
fragmentos de =780, 560, 460 y 220pb.
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Figura 1. Productos de digestion del gen GPI obtenidos con laenzima Hhal . PM:
Hyperladder |; Cepasdereferencia: 1: Tcl; 2: Tcll; 3: Tclll; 4: TclV; 5: TeV; 6:
TcVI. SD: Producto sin digerir; D: Producto digerido. Agarosa 3%, 80V.

Si bien T. cruz presenta una forma de
replicacion clonal, con este resultado
también podemos evidenciar que los
genotiposTcllly TclV son, posiblemente,
productos de la recombinacion ancestral
delosDTUs|1 y I, mostrando los alelos
de cada parental, lo que quiere decir que
Tclll hereda los dos aelos del genotipo
Tcl, mientrasqueel genotipo TclV hereda
los dos alelos de Tcll, representando asi,
el primer evento de hibridacién dando
lugar a dos genotipos homocigotos. Por
otro lado, los genotipos TcV y TcVI
son heterocigotos y son producto de la
recombinacion de los genotipos Tcll y
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Tclll, evidenciando el segundo evento
de hibridacion (Brisse et al., 2003),
Westenberger et al., 2005).
Posteriormente, para la diferenciacion
entre los pares obtenidos, se utilizaron
otros genes y enzimas de restriccion.
En las Figuras 2 y 3, se presentan
los patrones de bandas obtenidos de
los productos digeridos de la region
intergénica HSP60 con la enzima de
restriccion EcoRV y el gen gp72 con la
enzima Taqg|, respectivamente.
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Figura 2. Productos de digestion de la region intergénica HSP60 obtenidos con
la enzima EcoRV. PM: Hyperladder V; Cepas de referencia: 1: Tcl; 2: Tcll; 3:
Tclll; 4: TclV; 5: TeV; 6: TeVI. TeVI. SD: Producto sin digerir; D: Producto
digerido. Agarosa 2,5%, 80V.
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Figura 3. Productosdedigestion del gen gp72 obtenidos con laenzimaTaql. PM:
Hyperladder |; Cepasdereferencia: (1: Tcl; 2: Tcll; 3: Tclll; 4: TclV; 5: TeV; 6:
TcVI1. SD: Producto sin digerir; D: Producto digerido. Agarosa 2,5%, 80V.

En la Figura 2, se logré discriminar a
Tclll del resto de los DTUSs, ya que este
genotipo generé un par de fragmentos
de = 300 y 150 pb como productos de

obtuvo que, aexcepcion delas cepas Tcl
y Tclll, los otros genotipos presentan
perfiles distintos, permitiendo entonces
la identificacién de cuatro de los seis

digestion, mientras que el genotipo Tcl
no presenta el sitio de restriccion para
la enzima EcoRV. Por otro lado, con
la digestion del gen gp72 (Figura 3) se
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DTUsdeT. cruz.

Para Tcll se obtuvieron 3 bandas de =
500, 420 y 260 pb, adiferenciadel TclV
que solo generd dos fragmentos de ~ 720
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y 500 pb. El genotipo TcV, por su parte,
mostr6 4 fragmentos de = 720, 500,
420 y 260 pb, a diferencia del genotipo
TcVI a partir del cual sdlo se generd un
par de bandas de = 720 y 420pb. Los
fragmentos generados en este estudio
se corresponden con los obtenidos por
Rozasetal ., (2007), y asi mismomuestran
concordancia con la clasificacion de T.
cruzi en 6 DTUs obtenida por RAPD y
MLEE, corroborando la validez de este

procedimiento para la identificacion
genotipica de este parésito.

En base a estos resultados, se elaboré un
flujograma o algoritmo que sirve para la
genotipificacion de cualquier aislado de
T.cruzi (Figura 4), independientemente
de su procedencia, dentro de uno de los
6 genotipos principales propuestos por
el comité de expertos internacionales
(Zingaleset al., 2009).

PCR-RFLP
GPI/Hhal
v
TCI/TIN TCI/TCIV TCV/TCVI
| !
v
HSP60/EcoRV Gp72/Taq|
| |
v v v ’
TCI || TCHI TCHL || TCHE (| TCHI || TCIHI

Figura 4. Algoritmo para la genotipificacion de aislados de T.cruzi.

La identificacion de los diferentes
DTUs es de gran importancia para los
estudios clinicos y epidemioldgicos de
la enfermedad. Por otro lado, permite la
exploracion de la posible relacion entre
la diversidad genética de T.cruz y €
pleomorfismo en la severidad y sintomas
de la enfermedad que se observa en
diferentesregionesdel continente (Rozas
et al., 2007). Actuamente, es de gran
importancia evaluar la distribucion de
los genotipos de T.cruz, ya que de esta
forma se podria evidenciar la dinamica
de desplazamiento de los mismos en
Latinoamérica, existiendo la posibilidad
de que puedan movilizarse de una
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zona geografica a otra, y dando pie a la
dispersion de los genotipos relacionados
con lasformas clinicas més severas dela
enfermedad. Por ejemplo, en los paises
ubicados hacia el Sur de Latinoamérica
es posible encontrar megasindromes
chagasicos (Miles, 1981), los cuéles se
encuentran ausentes hacia €l norte de
Américadel Sur (Di Noiaet al., 2002).

Conclusiones

Se estandariz6 un método basado en
la técnica PCR-RFLP que permite la
genotipificacion de aislados de T. cruz
provenientes de cualquier localidad,
ubicandolos dentro de uno de los 6



Recchimuzzi et al., 2013

genotipos actualmente reconocidos para
€l parésito.

La técnica PCR-RFLP permitido la
obtencion de perfiles de restriccion
diferentes, los cuales evidenciaron los
eventos de hibridacion ocurridos entre
los genotipos Tcl y Tcll y entre Tcll y
Tclll.

Los tres ensayos de esta técnica
utilizados en este trabajo, mostraron un
elevado potencial para la resolucion de
los 6 DTUs de T. cruz, incluso sobre
los DTUs V y VI, que anteriormente
la mayoria de los estudios realizados
basados en PCR-RFLP no lograban
diferenciar (Lewiset al., 2009).

El algoritmo de tipificacion demostro
ser rapido, fécil de aplicar, reproducible
y econémico, en comparacion con otros
métodos mas laboriosos y complicados.
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