— UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y

ARTES DE CHIAPAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
TESIS

“Identificacion de Unidades Discretas de
Tipificacion (DTU) de aislados de
Trypanosoma cruzi de Chiapas y Oaxaca,
México”.

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

LICENCIADO EN BIOLOGIA

PRESENTA
CARLOS GARCIA LOPEZ

Director

Dr. José Antonio De Fuentes Vicente
Asesoras

M. en C. Christian Ruiz Castillejos

M. en C. Nancy Gabriela Santos Hernandez

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas Octubre de 2021




UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS
SECRETARIA GENERAL

DIRECCION DE SERVICIOS ESCOLARES

DEPARTAMENTO DE CERTIFICACION ESCOLAR
AUTORIZACION DE IMPRESION

Lugar: Tuxtia Gutiérrez, Chiapas
Fecha: 20 de octubre de 2021

C. Carlos Garcia Lopez

Pasante del Programa Educativo de: Licenciatura en Biologia

Realizado el andlisis y revision correspondiente a su trabajo recepcional denominado:

identificacién de Unidades Discretas de Tipificacion (DTU) de aislados

de Trypanosoma cruzi de Chiapas y Oaxaca, México.

En la modalidad de: Tesis Profesional

Nos permitimos hacer de su conocimiento que esta Comision Revisora considera que dicho
documento reune los requisitos y méritos necesarios para que proceda a la impresion
correspondiente, y de esta manera se encuentre en condiciones de proceder con el tramite que le
permita sustentar su Examen Profesional.

ATENTAMENTE

Revisores

Dr. Javier Gutiérrez Jiménez
H

Dra. Dolores Guadalupe Vidal Lépez

P
Dr. José Antonio De Fuentes Vicente

Ccp. Expediente

)} Pag. 1de 1 /
L Revision 4.



iNDICE

INDICE DE CUADROS..........ooooieeeeeeeeeeeeeeeeee et sassass s sassass s sassass s -4 -
RESUMEN ... et b ettt a et et et et e b et et e nbensenbentens -5-
L INTRODUGCCION............ooooooeeeeeeeeeeeeeeeseee e nssss s -6-
1. MARCO TEORICO ...t seeeee s sas s sssss s -7-
2. 1 Enfermedad de Chagas......ccccociiiie ettt e s e aree e e e s abe e e e e s eabaee e e e eanreeas -7-
2.1.1 Distribucion de la enfermedad de Chagas........cccveeeiiciiieeiiciiieee e -8-
2.1.2 Mecanismos de iNFECCION ....eeviieiiiiieiiere et -10-
2.1.3 Caracteristicas clinicas y fases de la enfermedad de Chagas.........ccccceeevvcivveeiicciiennn. -12-

2.2 TrYPANOSOMA CIUZI tuvuvuuuuuiiiiiaaeaeeeeeeeeeeeeeeeteeeteeeeeeeseresensnrsensaessssasaasssssssseseeeeesesesesssssessssmmmnes -13-
2.2.1 Clasificacion taXONOMICA ......ccocveerieerieeiieree ettt sttt esree e e -13-
2.2.2 CIClO d@ Vi@ .eieiieiieeiee ettt s -13-
2.2.3 RESEIVOIIOS ..uviiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt bbb e s sba s e s s saaa s e e s sabas s e s eas -15-

2.3 Variacion genética de TrypanoSOMQ CrUZI..........cccueeeeeeivieeeeeeiieeeeeecieeeeeeeiaee e e esvaeeaeessseeas -15-
2.3.1 NOMENCIAtUI A T. CrUZi..cccueeeieeieiiieeieesite ettt e -16-
2.3.2 LiNQJES U@ T. CrUZI uuuveeeieeuiiieeeeeieee ettt e ettt e e ettt e e e saa e e e e ata e e e e esabeeeeesnstaeeeesnsaeeaaans -17 -
2.3.3 Unidades Discretas de Tipificacion (DTU) ......ccoecciriieiiiiieie e ecreee e e e e evaeee e -17 -
2.3.3 Modelo evolutivo de TrypanoSOMQa CrUZ ..........ccuueieeecuueeeeeciiieeeeiiieeeeescveeeeecaaeeaeens -19-
2.3.3 Modelos principales de origen de 1as DTU S......ccuviieiiiiiieeeiciieee e esiee e eeiveee e -20-
2.3.4 Distribucion geografica de 1as DTU S ...ciiicciieiei i e cciteee e s et e e e areee e -21-
2.3.5 Importancia del estudio genético de T. CrUzi..........ccceccuveeeiiciiieeeciciiee e -23-

L ANTECEDENTES ...ttt -24 -
IV.OBUETIVOS ...ttt ettt ettt et -27-
V. ZONA DE ESTUDIO ...ttt ettt an -28-
VI METODOS .........oooooeeeeeeceeeee e sesssesa s ss s sassas s s s ses s -29-
6.1 MUESLIAS @ T. CrUZI..ueeeveeiiieiieeee ettt s st e r e s -29-
6.2 Extraccidon de ADN por método de gradiente de sales. ......ccccvveeiieiiieeiicciiee e, -30-

6.3 Determinacidn de linajes ancestrales Tcly Tcll de T. cruzi mediante Reaccion en Cadena de la
POIIMEIASA (PCR) ceeeeeeiiiciiitteieeee ettt e e et ee e et bea e e e e e e eeeseessbbbabasaeaeeeeeeesesssasrarareeeeeas -31-

6.3.1 Determinacidn de las unidades discretas de tipificacion (DTU) de T. cruzi basado en la
amplificacidn por PCR del fragmento del gen c-5 esterol desaturasa (TcSC5D)................... -32-

6.3.2 Andlisis de secuencias de genes del gen c-5 esterol desaturasa para la determinacién de



7.1 Determinacién de linajes ancestrales Tcl y Tcll de T. cruzi mediante Reaccién en Cadena de la

POIIMEIASA (PCR). coeeeeiiieititieieeeee ettt e e et ee e et e e e e e e e eesee bbb aberaeaeeeeeeeessnsssrarareeeeeas -35-
7.1.1 Amplificacion del gen C-5 esterol desaturasa por reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR). ettt ettt ettt ettt ettt et bbbt e bt e at e s bt et s bt e b e h b e bt et e e a e e ke eateshe et e ehtenbeeatenbeen -36-
7.1.2 Determinacidn de las de Unidades Discretas de Tipificacion. .......cccccocceeeeeciieeeecnnnenn. -37-

VIHL DISCUSION. ...t ss s sasn s -41 -
IX. CONCLUSION ..ot saeseessessn s -44 -
VII. REFERENCIAS DOCUMENTALES ..........coot ittt -45 -



iNDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Distribucién de la enfermedad de Chagas en los continentes. Obtenido en: World Health

Organization Observatory Map Gallery. ..........ooi i e -9-
Figura 2. Distribucién de Chagas en México. El mapa muestra el rango total de casos de Chagas

reportados durante 1928 a 2004. Fuente: Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006............c............ -10 -
Figura 3. Formas celulares de Trypanosoma cruzi. (Toso et al., 2011). c..oooviiiiiiiiiiiiiieiiiieeeee -14 -

Figura 4. Modelos evolutivo de Two-Hybridization y Three Ancestor que explica las hibridaciones

entre DTU’s (Zingales €t @l 2012). ... ..eeiiiiiiiee et e -21-
Figura 5. Distribucién geografica de las 6 DTU’s y su correspondencia con los ciclos de transmisién
asociados al ambiente silvestre o doméstico (Guhl, 2013). ....cuuiiiiiiiiiee e -22 -
Figura 6. Distribucién de las Unidades Discretas de Tipificacion de T. cruzi en el territorio Mexicano

L =T L=V < RS -23-
Figura 7. Municipios y localidades de Chiapas y Oaxaca, modificado de Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI, 2015). .....coiiiiiiiiiieiee e -28 -

Figura 8. Sitios polimdrficos claves para la identificacion de DTU’s con el gen C-5 esterol
desaturasa (Consentino et al, 2012)......ooii i -34 -
Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen miniexén: Pozo 1 marcador de peso
molecular de (50pb), pozo 2 Mp/Qro (350pb), pozo 3 cepa Y (300pb), pozo 4 ADRIAN (300pb),
pozo 5 ADAN (300pb), pozo 6 ANTONIO (300pb), pozo 7 RATON (300pb), pozo 8 PHYLOSO - 35 -
Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen C-5 sterol desaturase: Pozo 1 marcador
de peso molecular de (100pb), pozo 2 Mp/Qro (800pb), pozo 3 Tuxtla (800pb), pozo 4 ADRIAN
(800pb), pozo 5 ADAN (800pb), pozo 6 ANTONIO (800pb), pozo 7 RATON (800pb),................ - 37 -

Figura 11. Distribucién de DTU’s de aislados en las localidades de Chiapas y Oaxaca, México..- 40

iNDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Aislados de Trypanosoma cruzi de Chiapas y Oaxaca, MéxiCo. ..........cccevvureerernnnnenn. - 30 -

Cuadro 2. . Oligonucledtidos para los genes miniexén y TcSC5D reportados por Souto et al. (1996)

Y C0oSENLINO F Al. (20712)... e e e e e -33 -
Cuadro 3. Determinacion de linajes de aislados de TrypanosSoma Cruzi. ..............cccoccceeeevnnneeen. - 36 -
Cuadro 4. Sitios polimorficos de aislados de T. CrUZi . ........occueeeiiiiiiiiiii e - 38 -

Cuadro 5. Unidades discretas de tipicacion identificadas de los aislados de T. cruzi de Chiapas y

(O 7= )= (o= TR TP RTRRTN -39 -



RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una infeccion producida por el parasito Trypanosoma cruzi,
esta enfermedad es un problema importante de salud publica en América latina afectando
entre 6 a 7 millones de personas alrededor del mundo. En la actualidad se conoce que T.
cruzi estd compuesto por diversos genotipos que presentan un alto grado de variacién
cuando son analizados por métodos bioquimicos y moleculares, presentando distintas
caracteristicas biolégicas y afectaciones en el humano. En la actualidad estos genotipos
han sido agrupados en siete Unidades Discretas de Tipificacion (DTU), denominados Tcl-
TcVI y Tchat. En México se han reportado seis de las siete DTU’s con excepcion de
Tcbat. Sin embargo, los trabajos de identificacion siguen siendo muy escasos, por lo cual
con el presente trabajo tuvo como objetivo la identificacion de DTU’s de T. cruzi obtenidos
de Triatoma dimidiata recolectados en trabajos anteriores por el Laboratorio de
Investigaciéon y Diagndstico Molecular (LIDiaM) y la facultad de ciencias quimicas de la
Universidad Auténoma Benito Juarez, de localidades de Chiapas y Oaxaca, zonas
consideradas endémicas de la enfermedad de Chagas. La identificacién de las DTU's se
realizé mediante la amplificacion del gen miniexén que discrimina a T. cruzi en dos grupos
denominados linajes ancestrales (Tcl y Tcll) y el analisis del gen C-5 esterol desaturasa
que discrimina a las siete DTU’s mediante el analisis de ocho sitios polimérficos en las
secuencias. Se obtuvo la identificacion de 17 aislados mediante la amplificacién del gen
miniexon obteniendo un total de seis aislados pertenecientes a Tcl y 11 a Tcll, mientras
que con el analisis del gen C-5 esterol desaturasa solo se lograron identificar 11 aislados,
donde se obtuvieron cinco aislados que fueron identificados erroneamente mediante la
visualizacién de la amplificacién del gen miniexon. Con el analisis de estos dos genes se
obtuvo la identificacién de tres DTU’s Tcl, Tcll y TclV, con lo que se reportd DTU’s
nuevas en Chiapas con Tcll y en Oaxaca con Tcl, por lo que los estados de Chiapas y
Oaxaca tienen varios genotipos circulando en el vector Triatoma dimidiata y en el ciclo
domestico de la enfermedad.



l. INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana, también conocida como enfermedad de Chagas,
es una infeccidon producida por un protozoario flagelado denominado
“Trypanosoma cruzi”. Actualmente la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que hay de 6 a 7 millones de personas portadoras de la enfermedad
alrededor del mundo, siendo América latina la mas afectada. En México se tiene
un estimado de alrededor de 1.1 millones de personas infectadas y 29 millones
mas se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad por vivir en areas
endémicas. Actualmente, en nuestro pais se tienen un total de 18 areas
determinadas como endémicas de la enfermedad, ubicadas primordialmente en el
Sureste. Estas areas incluyen los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas,
Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos, principalmente en las zonas
rurales. Lo anterior hace que la enfermedad de Chagas sea uno de los problemas
de salud publica mas graves y una de las endemias mas expandidas en México y

en el continente americano (Hotez et al., 2013).

La principal fuente de infeccién en zonas endémicas de la enfermedad es
por la via vectorial, esta transmisién es llevada a cabo por el contacto de las
heces contaminadas de insectos hematdéfagos pertenecientes a la familia
Reduviidae, de los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus, que se agrupan
en 151 especies. En México se han registrado 31 especies de los cuales Triatoma
barberi, Triatoma dimidiata y el complejo phyllosoma (7. pallidipennis, T.
longipennis, T. picturata, T. mazzotti, T. phyllosoma y T. mexicana) son los de
mayor importancia debido a su amplia distribucion geografica y su capacidad de

transmision de T. cruzi (Campos et al., 2017).

Uno de los principales problemas en el estudio de la enfermedad es la
diversidad en varios aspectos entre las cepas de T. cruzi. Antes de los avances de
la biologia molecular y la genética, las diferencias entre el parasito eran basadas
unicamente en las caracteristicas de crecimiento y las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. Sin embargo, hoy en dia se sabe que T. cruzi presenta una gran

diversidad bioldgica, molecular y genética. Por lo cual, actualmente T. cruzi se
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encuentra dividido en siete Unidades Discretas de Tipificacion (DTU) de la Tcl-
TcVI y TcBat. La importancia de la caracterizacion de estas DTU’s es debido a
que es util para determinar la ecologia evolutiva del parasito en una regién, asi
como para asociar caracteres bioldgicos con manifestaciones clinicas de la
enfermedad. De igual manera, las distintas DTU’s pueden causar diferentes
patologias y circular en diferentes localidades y ciclos de transmision, impactando
asi en los esfuerzos de control, tratamiento y desarrollo de vacunas (Machado y
Ayala, 2001; Camacho, 2016).

Debido a que T. cruzi es una causa muy importante de morbilidad y
mortalidad en América Latina, se han realizado trabajos considerables de
caracterizacién de DTU’s en varias regiones de América. Sin embargo, en nuestro
pais este tipo de trabajos han sido soslayados. Por lo cual, con el presente trabajo
se pretende explorar la diversidad genética asi como aportar informacion sobre la
presencia, distribucidon y estructura de las DTU’s en los estados de Chiapas y
Oaxaca, zonas consideradas como endémicas y con altos porcentajes de
prevalencia de la enfermedad. Con esto, se espera coadyuvar a la comprensiéon
de la dinamica de la enfermedad de Chagas y sobre todo a entender las

diferencias en el cuadro clinico en el humano.

Il. MARCO TEORICO

2. 1 Enfermedad de Chagas
La enfermedad de Chagas es una zoonosis ocasionada por el parasito protozoario

flagelado Trypanosoma cruzi, este parasito se transmite al ser humano y otros
mamiferos principalmente a través de las deyecciones de insectos hemipteros
hematofagos, pertenecientes a la subfamilia Triatominae (conocidos comunmente
como “chinches”). Esta enfermedad fue descubierta en 1909 por el médico
brasilefio Carlos Justiniano Ribeiro Chagas durante una campafa antimalarica en
el estado de Minas Gerais, en donde descubrié la presencia de insectos

hematofagos, que habitaban dentro de las viviendas, donde al analizarlos fue
-7-



capaz de identificar al parasito, algunos vectores y referir un conjunto de sintomas
que el parasito ocasiona al humano. Este descubrimiento fue de gran importancia
para la salud publica debido a que esta enfermedad es cronica y a veces hasta
mortal, y que a menudo conduce a lesiones debilitantes del corazén y el tracto
intestinal. Por lo que actualmente representa la mayor afeccion por parasitos de
las Américas (Ghul, 2009, Herrera, 2016).

A pesar de que actualmente se le ha brindado mayor importancia a la
enfermedad esta no es un problema actual para el ser humano, la enfermedad se
remonta a miles de afios atras, ya que se ha demostrado que afectaba a
poblaciones de humanos prehistoricos a lo largo del continente Americano. Esto
ha sido demostrado en estudios hechos sobre momias de hasta 9.000 afios de
antigledad, encontradas en la parte norte de Chile y al sur de Peru, donde se
encontraron evidencias de la infeccidn chagasica en los humanos. Lo que
corrobora la hipétesis de que la enfermedad de Chagas es probablemente tan
antigua como la presencia del hombre en el continente (Guhl et al., 2000;
Aufderheide et al., 2004).

2.1.1 Distribucion de la enfermedad de Chagas
Inicialmente la enfermedad de Chagas se consideraba relacionada al continente

Americano, afectando a una poblacién en la que, al igual que otras enfermedades
tropicales desatendidas, se centraba en la poblacion mas desfavorecida,
encontrandose principalmente en las areas rurales su mayor prevalencia. Sin

embargo, hoy en dia esto no es asi (Bricefio y Galvan, 2007).

Estimaciones realizadas en 2013 por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se estima que alrededor de 6 y 7 millones de personas se encuentran
infectadas por T. cruzi en los 21 paises de América Latina (Figura 1). De los
cuales dos terceras partes son paises pertenecientes al cono sur, en donde los
paises con mas casos estimados serian Argentina, Brasil y México, seguido por
Bolivia. Sin embargo, este escenario este aun mas complejo debido a los
fendmenos de urbanizacion y globalizacién de las ultimas décadas. Como
consecuencia de los crecientes movimientos migratorios, o que ha favorecido la

-8-



presencia de pacientes con la enfermedad de Chagas en todos los continentes,
Excepto en Africa, aunque muy probablemente esto solo sea cuestion de tiempo.
Por lo que la enfermedad de Chagas dejo de ser unicamente un problema
exclusivo del area rural y una realidad exclusivamente del continente americano
(Bricefio y Galvan, 2007; Hotezet al., 2013).
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Figura 1. Distribucion de la enfermedad de Chagas en los continentes. Obtenido en: World Health
Organization Observatory Map Gallery.



En nuestro pais la enfermedad de Chagas se encuentra ampliamente
distribuida, en total se tienen 18 areas consideradas como endémicas para la
enfermedad, que incluyen a los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas,
Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos, donde los estados con mayor
numero de incidencias de la enfermedad son Jalisco, Oaxaca, Chiapas, Veracruz.
El estado de Jalisco es el que registra un mayor niumero de casos reportados, sin
embargo; esto puede deberse a que el resto de los estados cuentan con menos
investigaciones debido a la dificil accesibilidad a las comunidades vulnerables a la

enfermedad (Dumonteil, 1999; Cruz-Reyesy Pickering-Lopez, 2006).

§ T Range of total cases
\ ! - S —
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B 1005 - 3236

Figura 2. Distribucion de Chagas en México. EI mapa muestra el rango total de casos de Chagas
reportados durante 1928 a 2004. Fuente: Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006.

2.1.2 Mecanismos de infeccién

T. cruzi se transmite de manera vectorial a través del contacto de las heces de
insectos pertenecientes a la familia Reduvidae, de los géneros Rhodnius, Triatoma
y Pastrongylus. Con un total de 151 especies de los cuales en Meéxico se
encuentran 31 especies distintas, de entre ellos 21 se han encontrado que estan
infectadas de manera natural con el parasito, sin embargo, debido a las
caracteristicas similares podria esperarse que todas puedan ser portadoras de T.
cruzi. Los insectos de la familia Reduvidae son hematéfagos estrictos vy
principalmente nocturnos, tienen mayor o menor importancia como transmisores

de la enfermedad debido a su habito de defecar mientras se alimentan, este habito
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determina si son buenos o malos transmisores. En la naturaleza las chinches
constituyen el principal mecanismo de transmisién en el cual se distinguen tres
ciclos: silvestre, doméstico y peridoméstico. En el ciclo silvestre T. cruzi circula
entre vectores y reservorios silvestres distribuidos en la mayor parte del continente
americano desde hace millones de afos. Los ecotopos primitivos del parasito son
muy diversos, encontrdndose en los desiertos norteamericanos, altiplanos
andinos, florestas amazodnicas y atlanticas. La tripanosomiasis silvestre prefiere
ambientes ecolégicamente cerrados o semiabiertos, variando en las proporciones
de hospederos a vectores dependiendo de una serie de factores como el clima,
altitud, humedad y caracteristica fauno-floristica. El ciclo doméstico se distingue
principalmente porque el hombre sobresale como el principal reservorio de la
infeccién, llevando al parasito hacia zonas urbanas y a nuevas regiones y paises
no endémicos, por lo que el hombre es considerado uno de los ultimos
reservorios naturales para T. cruzi. Por ultimo, en el ciclo peridoméstico
intervienen mamiferos como los roedores domésticos, marsupiales, gatos y perros
que libremente entran y salen de las residencias, al igual que los triatominos
silvestres que son atraidos por la luz de las casas y por la disponibilidad de
alimento, lo que hace que por estos animales este ciclo funcione como una union
entre el silvestre y el doméstico. (Guhl, 2005; Salazar et al., 2005; Campos et al.,
2017).

Los otros mecanismos de transmisién que puede presentar T. cruzi son por
la via transfusional causada principalmente por la migracion de la poblacién rural
de areas endémicas hacia grandes ciudades haciendo que la infeccidén, que habia
sido primordialmente rural pase a ser urbana y transmisible debido a la transfusion
sanguinea. Otra forma de transmisién para el parasito seria la congénita, en este
mecanismo el riesgo de transmisién varia segun la cepa de T. cruzi que mediante
lesiones en la placenta puede llegar el parasito al feto; Este tipo de transmisién se
notifica con mayor frecuencia en ciudades donde no hay transmisiéon vectorial,
pero a las que han migrado desde el campo numerosas mujeres infectadas en

edad de procrear. Por ultimo, otros mecanismos de transfusion pero menos
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comunes son los ocasionados por trasplante de 6rganos, la transmision oral por
comer alimentos contaminados y la accidental mediante accidentes causados por

materiales de laboratorio contaminados (Guhl, 2009).

2.1.3 Caracteristicas clinicas y fases de la enfermedad de Chagas
En la enfermedad de Chagas se pueden distinguir dos fases clinicas: la fase

aguda y la fase crbnica, siendo esta ultima subdividida en fase cronica

indeterminada y fase cronica determinada (Rassi et al., 2012).

La fase aguda de la enfermedad puede ser asintomatica, esta se
caracteriza por una elevada parasitemia presentandose en el 1% al 2% de los
individuos infectados. En esta fase, los parasitos se pueden encontrar en sangre y
se evidencia por sintomas tales como fiebre, cefalea, anorexia, mialgia, debilidad,
nauseas, vomito, diarrea, hepatomegalia, esplenomegalia y linfoadenoparia local o
generalizada. La fase aguda generalmente es seguida por un periodo en el que no
se presentan sintomas, con una duracion variable; lo que puede ocasionar que los
pacientes evolucionen a un estado crénico indeterminado, asintomatico o a
manifestaciones clinicas tales como cardiopatias, megaformaciones o ambos.
Entre lo mas comun es que se presente miocarditis asociadas a arritmias y

cardiopatias dilatadas (Toso et al,. 2011).

La fase cronica aparece después de la fase aguda, clinicamente es
asintomatica y puede permanecer latente durante décadas o durante toda la vida
del paciente. En esta fase los parasitos (amastigotes) permanecen ocultos y se
multiplican principalmente en células de la musculatura cardiaca y digestiva. La
infeccidon se puede reactivar con otra enfermedad grave o en condiciones de
inmunosupresion severa por trasplante de érganos o SIDA en donde un 30-40%
de los pacientes, que tienen entre 10 y 30 afos tras la exposicion, pueden
presentar sintomas de la enfermedad de Chagas, siendo las alteraciones mas
habituales la cardiopatia y la alteracion gastrointestinal (megacolon vy
megaesoéfago), asi como presentar alteraciones neurolégicas (demencia) y con el

paso de los afos la infeccion puede causar la muerte subita o influencia cardiaca
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por la destruccion progresiva del musculo cardiaco (Tose et al., 2011; Riera,
2012).

2.2 Trypanosoma cruzi

2.2.1 Clasificacion taxonémica
Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas y este

se clasifica de la siguiente manera:
Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Sub-orden:Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Especie: Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909).

Todos los miembros del sub-orden Trypanosomatidae estan caracterizados
por la presencia de un organelo llamado cinetoplasto o kinetoplasto, este
corresponde a una condensacién de ADN (ADNKk), localizado en el interior de la
mitocondria. Dentro de la familia Trypanosomatidae, el género Trypanosoma es
uno de los mas importantes debido a que muchas de sus especies afectan a los
humanos “T. cruzi, T. brucei gambiense y T. brucei rhodensiense” (Camacho,
2016).

2.2.2 Ciclo de vida
El parasito T. cruzi generalmente completa su ciclo de vida en dos hospederos,
uno invertebrado y otro vertebrado. En donde experimenta profundas alteraciones

de forma, que, de algun modo, reflejan su adaptacion al medio en el que se
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localiza. En base a esto y a la morfologia celular del parasito, se pueden definir

tres formas evolutivas:

Epimastigote: T. cruzi posee una forma elongada de aproximadamente 20-
40 x 2 ym, y el origen del flagelo préoximo y el nucleo por delante. Este estadio se
desarrolla en el vector, es una de las formas proliferativas del parasito siendo esta

la que mas facilmente se puede cultivar “in vitro” (Figura 3) (Toso et al., 2011).

Tripomastigote: En esta etapa el parasito presenta una forma elongada
(20 — 25 um), con el cinetoplasto situado por detras del nucleo y el flagelo emerge
por un costado del cuerpo liberandose por el extremo anterior, creando la imagen
de una membrana ondulante. En este estadio es cuando se presenta la forma
infectiva y no posee capacidad replicativa. Esta forma se puede encontrar en su
hospedero “mamifero” y se denomina (Tripomastigote circulante), de igual manera
puede ser ubicado en la ampolla rectal del vector (Tripomastigote metaciclico),
(Figura 3) (Toso et al., 2011).

Amastigote: T. cruzi se encuentra con una forma esférica u ovalada de (2 —
4 pm), en este estadio el parasito ya carece de flagelo libre. Es el estadio de
localizacion intracelular y replicativo en el hospedero mamifero (Figura 3) (Toso et
al., 2011).

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

Figura 3. Formas celulares de Trypanosoma cruzi. (Toso et al., 2011).
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2.2.3 Reservorios
Los reservorios de T.cruzi son vertebrados mamiferos entre ellos estan varias

especies de animales selvaticos que se han encontrado de manera natural
infectados con el parasito abarcando cerca de 73 géneros y 9 ordenes:
Didelphimorphia (marsupiales), Cingulata (armadillos), Rodentia (roedores),
Carnivora (carnivoros), Artiodactyla (cardos, pecaries), Chiroptera (Murciélagos),
Pilosa (perezosos, osos hormigueros), Lagomorpha (liebres, conejos) y Primata
(primates). La importancia epidemioldgica de cada reservorio de T. cruzi varia
segun la regidon geografica y de acuerdo con la biologia y ecologia de estos
mamiferos y su interaccion con los triatominos vectores y el hombre. Y si bien,
aunque técnicamente todas las especies de mamiferos son susceptibles a la
infeccidn, existen algunas con mayor relevancia, esto debido a la capacidad que
han demostrado de mantener el parasito circulando en la naturaleza a través del
tiempo. Los mamiferos que destacan por ser los hospederos mas antiguos del
parasito son marsupiales del género Didelphis, los osos hormigueros y los

perezosos (Acosta y Lépez, 2013).

La importancia de los reservorios radica en que la sangre de los animales
infectados, en la cual circula T. cruzi, puede servir como fuente de alimento a
triatominos selvaticos que a menudo colonizan sus refugios o areas circundantes
transmitiendo de esta manera la infeccién a los insectos. Después, las formas
adultas de estos triatominos selvaticos (que poseen una gran capacidad de vuelo),
pueden ser atraidas hacia viviendas humanas y de esta manera introducir al

parasito al ambiente domiciliario (idem).

2.3 Variacién genética de Trypanosoma cruzi
El parésito T. cruzi es un organismo clonal debido a su mecanismo de

reproduccién mediante biparticion, sin embargo, esto no significa que no exista
una recombinacion o que esta se encuentre ausente en las poblaciones naturales
del parasito, ni que éste no tenga un impacto en la escala evolutiva, sino que es
demasiado raro que se rompa el patréon dominante de clonalidad; por lo que el
potencial de intercambio genético en T. cruzi estd todavia presente entre sus

poblaciones. Aunado a esto, T. cruzi presenta una amplia variabilidad genética.
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Una cepa o aislado de éste corresponde a una poblacién constituida por varios
clones, lo que conlleva a diferencias de comportamiento entre los distintos linajes,
ya que los organismos pertenecientes a una misma unidad estan conformados por
cepas que son mas similares entre ellas que con el resto de la poblacion; estas
cepas o aislados pueden ser identificados por medio de marcadores genéticos,

moleculares y/o inmunolégicos (Duffy, 2010).

2.3.1 Nomenclatura de T. cruzi
Desde el descubrimiento del parasito la comunidad cientifica se ha enfocado en su

estudio debido a la particularidad de ser una enfermedad altamente distribuida en
el continente, partiendo del hecho de que T. cruzi presenta una gran variabilidad
genética se han intentado caracterizar las cepas de este parasito mediante
diversas técnicas. Los primeros pasos en la genética de T. cruzi se dieron
mediante el uso de un panel de isoenzimas en poblaciones aisladas de diferentes
ecotopos de T. cruzi. Este estudio fue el pionero en revelar diferencias genéticas
entre los parasitos en ciclos de transmision silvestre y domésticas. Estas variantes
descritas fueron denominadas como zymodemas |, Il y lll, esto abrié el panorama
a la investigacién sobre la etiologia y a los ciclos de transmision de la enfermedad
de Chagas, permitiendo estudios comparativos y la influencia de las asociaciones

entre huésped, parasito y vector. (Guhl, 2013).

Posteriormente varios autores procedieron a caracterizar aislados del
parasito aplicando métodos moleculares como RAPD’s PCR - RFLP’s,
secuenciacion de genes y microsatélites, entre otros, dando como resultado que el
parasito presenta una amplia variacion genética entre los diferentes aislamientos
lo que ocasioné una gran confusién entre la comunidad cientifica sobre la
denominacion de los diferentes grupos propuestos. Buscando solucionar esta
problematica en el afio de 1999 se organizdé por primera vez un consenso
internacional sobre la nomenclatura de T. cruzi en donde se acordé la inclusion de
dos linajes genéticos diferentes, el linaje Tcl como un grupo genético homogéneo

y el Tcll como un grupo heterogéneo, esto revelado por estudios de isoenzimas y
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dimorfismos en el gen miniexén y el dominio divergente del ADRr del parasito
(Guhl, 2013).

Los avances mas recientes en la nomenclatura de T.cruzi se han hecho a
través de marcadores moleculares. Estos ultimos avances dieron origen a la
nomenclatura que hasta el dia de hoy se utiliza que son las Unidades Discretas de
Tipificacién (DTU) los cuales separan a T. cruzi en seis genotipos: T. cruzi | (Tcl),
T. cruzi Il (Tcll), T. cruzi lll (Tclll), T. cruzi IV (TclV), T. cruzi V (TcV) y T. cruzi VI
(TeVl), aunque de igual forma se plantea la inclusibn de un nuevo genotipo
recientemente reportado con el nombre de TcBat por su asociacion estricta a los
murciélagos en Brasil y Panama, el cual presenta grandes connotaciones

evolutivas del parasito de interés (Guhl, 2013).
2.3.2 Linajes de T. cruzi

Entre los siete diferentes genotipos que actualmente se utilizan en la nomenclatura
de T. cruzi (Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI y Tcbat) se encuentran los dos
principales (Tcl y Tcll), a los que se nombran linajes o linajes ancestrales por ser
los grupos mas antiguos. Estos linajes de T. cruzi tienen su origen en relacién con
su estrecha asociacion con la de sus hospederos vertebrados del periodo
Cretacico de América del Sur, los cuales estaban conformados principalmente por
marsupiales y placentarios ancestrales del orden Xenarthra (armadillos, osos
hormigueros y perezosos). En donde alguno de estos dos grandes grupos de
mamiferos sirvi6 como reservorio natural del parasito desde entonces. Los
distintos ecotdépos en donde se desarrollaban estos dos grupos de hospedadores
facilitaron la evolucién de tipo clonal de dos grupos de parasitos, lo que dio origen
a los linajes ancestrales. Se cree que Tcl evoluciono en asociacion a los
mamiferos marsupiales del genero Didelphis y Tcll en relacién a los mamiferos

terrestres como los armadillos (Briones et al., 1999).

2.3.3 Unidades Discretas de Tipificacion (DTU)
El termino de Unidad Discreta de Tipificacion viene del hecho que T. cruzi es una

especie que presenta una evolucion predominantemente de tipo clonal, con una
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cierta cantidad de recombinacion genética lo que dificulta las subdivisiones
filogenéticas. Por definicion, un “clado” representa una unidad evolutiva que esta
estrictamente aislada de otras unidades evolutivas. Por lo que al poseer hibridos
T.cruzi; el concepto de clado no le es aplicable para la especie. Sin embargo,
incluso cuando ocurre algun intercambio genético, subdivisiones discretas vy
estables se pueden identificar de forma segura en muchos casos como viene

siendo con el parasito (Zingales et al. 2009).

El término de “Unidad Discreta de Tipificacion” fue propuesto para describir
un conjunto de cepas que se encuentran genéticamente mas relacionadas entre si
que con cualquier otra cepa, y que estas pueden ser identificables por medio de

marcadores moleculares o inmunolégicos comunes (Mufioz et al., 2013).

Actualmente las poblaciones naturales del parasito se clasifican en siete
Unidades Discretas de Tipificacion (Tcl, Tcll, Tcll, TclV, TcV, TcVI y Tcbat), las
cuales aparentemente se distribuyen diferencialmente entre las diversas especies
de triatominos, hospederos mamiferos y habitats en distintas areas geograficas

dentro de las Américas (Ceballos, 2010).

Si bien, todas las cepas de T. cruzi pueden causar la enfermedad en

humanos, cada genotipo (DTU) presentan distintas caracteristicas

Tcl: Esta DTU de T. cruzi, es el genotipo cuya abundancia y distribucion
estd mas extendida en el continente americano, este genotipo se concentra en la
infeccion humana en Centroamérica y Sudamérica. El genotipo esta relacionado
tanto con ambientes silvestres, como domésticos, siendo en este ultimo mas
prevalente. Es considerada la causa principal de los casos agudos en humanos y
es asociado con el desarrollo de cardiopatias en casos crénicos de la enfermedad
(Ceballos, 2010; Guhl, 2013).

Tcll, TcV y TcVI: Estos genotipos estdn mas asociados a ambientes
antropicos (domesticas), siendo mas prevalentes en paises del cono Sur de

América. Estos genotipos son considerados como la causa de la enfermedad de
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Chagas crénica, con manifestaciones cardiacas, megaeso6fago y megacolon
(Ceballos, 2010;Guhl, 2013).

Tclll y TclV: Ambos genotipos se relacionan mas con ambientes silvestres,
donde a pesar de que las infecciones en humanos por estos genotipos rara vez
son documentadas, TclV es la segunda cepa mas prevalente causante de la
enfermedad de Chagas. Si bien Tclll no ha sido detectado en infecciones cronicas
en humanos, ha sido aislado en perros domésticos de América del Sur (Ceballos,
2010; Guhl, 2013).

Tcbat: Esta DTU aun se encuentra en revision en la inclusion con las otras
seis. Solo se ha encontrado asociada con murciélagos y su grupo hermano entre
las DTU’s es la Tcl, se cree que esta interaccidén entre Tcbat con los murciélagos
se debe a la interaccion de triatominos capaces de interactuar con los murciélagos
y mamiferos no voladores, tales como Panstrongylus y Triatoma (Marcili et al.,
2009).

2.3.3 Modelo evolutivo de Trypanosoma cruzi
La historia evolutiva de T. cruzi aun es muy debatida entre la comunidad cientifica,

actualmente el modelo de evoluciéon clonal es la mas aceptada, esta se refiere a
que una especie clonal es aquella en donde todos los genotipos multilocus
descendientes son practicamente idénticos al genotipo fundador. El principal
parametro en este modelo es la inhibicién de la recombinacién genética, por lo que
basicamente T. cruzi es una especie clonal, sin embargo, el parametro de clon se
refiere a la estructura poblacional y no a su sistema de apareamiento. Hay
diferentes métodos de reproduccién que pueden generar clones genéticos como la
divisién celular, partenogénesis y ginogénesis. Siguiendo esta definicion la
endogamia y el selfing no son hipdétesis alternativas a la clonalidad, sino mas bien
un caso particular. El resultado es una falta o una limitacion extrema de la
recombinacién genética, de ahi que a T. cruzi se le considere una especie de tipo
clonal. Sin embargo, esto no quiere decir que la recombinacién genética esté
totalmente ausente entra las poblaciones naturales del parasito o que no tenga un
impacto en la escala evolutiva, sino mas bien que la recombinacién genética es
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extremadamente raro como para romper el patron prevaleciente de clonalidad, por
lo que el potencial de intercambio genético aun esta presente en el parasito
(Zingales et al, 2012).

2.3.3 Modelos principales de origen de las DTU’s
Para poder definir el origen de las DTU’s primero hay que comprender que T. cruzi

es predominantemente diploide y el método conocido de replicaciéon celular es la
fision binaria, es decir, un proceso de tipo asexual. Bajo el modelo de tipo clonal
explicado anteriormente, las DTU’s evolucionan con la acumulacion de
mutaciones discretas, que no se ven afectadas por los eventos raros de
intercambio genético, sin embargo, se debe tener en cuenta de que pueden ocurrir
algunos eventos de intercambio genético. La evidencia de la heterocigosidad en la
naturaleza de T. cruzi surgié a través del estudio de genes individuales. Esta
Heterocigosidad observada en aislados naturales de TcV y TcVI sugirié que estas
DTU’s son hibridos y se derivan de Tcll y Tclll. Las DTu’s restantes Tcl, Tcll,
Tclll, TclV muestran homocigosidad alélica. Los modelos mas nuevos para
explicar el origen de las DTU’s incorporan eventos de hibridacién para explicar la

estructura de las poblaciones hibridas existentes.

El primer modelo para explicar la historia evolutiva de las DTU’s es el
modelo de “Two-Hybridization”, en este modelo se menciona que hubo dos
eventos de hibridacién discretos dando como resultado la formacion de las DTU's
actuales (I-VI). La fusion entre las cepas de DTU Tcl y Tcll ancestrales dieron
lugar a un hibrido heterocigoto que luego con el tiempo se homogeneizd su
genoma para convertirse en un homocigoto progenitor de la DTU TclV y Tclll. La
segunda hibridacion que hubo entre las cepas de DTU Tclll y Il generaron las DTU
V y VI dando como resultado una amplia heterocigosidad. El segundo modelo
evolutivo es el de “Three Ancestor”, este modelo se tienen tres DTU’s ancestrales
en donde la DTU Tcl no presenta ninguna hibridacién y se mantiene, mientras que
las DTU Tcll y Tclll tuvieron dos eventos de hibridacion distintos dando como
origen de un evento a la DTU TcV y en el otra a la DTU TcVI. Por lo que

basicamente la diferencia de estos modelos radica en que si TcV y TcVI son
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progenie de un solo evento de hibridacién que incorpora Tcl adquiridos de Tclll o
solo son progenie de dos (Westenberger et al, 2005; Freitas et al, 2006; Zingales
etal, 2012).

A. Two-Hybridization B. Three Ancestor

&ncestral Te

Tel Tell

&ncestral Te

Tell Tel (| Tell

7
Tel ([ TelV || Telll || TeV |[TcVI | | Tcll Tel || Tell TeW | [ TeWI || Telll || TelV
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Figura 4. Modelos evolutivo de Two-Hybridization y Three Ancestor que explica las hibridaciones
entre DTU’s (Zingales et al 2012).

2.3.4 Distribucion geografica de las DTU's
Como ya se ha mencionado cada DTU posee caracteristicas determinadas y de

igual manera asociaciones a los distintos ciclos de transmisién. En basé a los
trabajos de caracterizacion de aislados y cepas, realizados por varios grupos de
investigadores se ha logrado ubicar cada uno de estos genotipos a distintas
regiones geograficas del continente americano. Hasta el afio 2009, los reportes
sobre la distribucién geografica de las DTU’s (Tcl-TcVI) en el continente
mostraban que el Tcl se encontraba con una mayor distribucién, extendiéndose
desde la parte sur de los Estados Unidos de Norte América hasta el norte de
Argentina. Para la DTU TclV ha sido reportada su presencia en la cuenca del
Amazonas, Tcll esta presente desde la cuenca del Amazonas hasta regiones
endémicas del sur, mientras TcV y TcVI solo ha sido reportado en paises de
Sudamérica (Figura 4) (Guhl, 2013; Guzman, 2015).
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DOMESTIC

Figura 5. Distribucién geografica de las 6 DTU’s y su correspondencia con los ciclos de transmision
asociados al ambiente silvestre o doméstico (Guhl, 2013).

Para México a pesar de que se pensaba que habia solo la presencia de una
DTU (Tcl) distribuida por nuestro pais, esto era debido a la escasa investigaciéon
molecular que se realizaba en el parasito, sin embargo, actualmente se conoce
que en México estan reportados las seis DTU’s a lo largo de nuestro territorio
siendo el DTU Tcl el mas distribuido mientras que las otras cinco DTU se
encuentran principalmente distribuidas por la zona centro y sur este del pais. En
los estados de Oaxaca y Chiapas solo ha sido reportada la presencia de la DTU
Tcl circulante entre los mamiferos y triatominos de estas regiones (Martinez,
2018).
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Figura 6. Distribucion de las Unidades Discretas de Tipificacién de T. cruzi en el territorio Mexicano
(Martinez, 2018).

2.3.5 Importancia del estudio genético de T. cruzi

La importancia del estudio sobre la variabilidad genética de cepas o aislados de T.
cruzi radica en que el rol que juega la diversidad genética en los escenarios
clinicos de las diferentes regiones endémicas es aun en gran parte desconocida,
sin embargo la heterogeneidad de las cepas y la determinacion de un aislado en
una de las seis DTU’s es util debido a que constituyen unidades confiables para el
analisis de la epidemiologia molecular, la determinacion de la ecologia evolutiva
del parasito, asi como los factores implicados en las diferentes manifestaciones
clinicas que presenta la enfermedad, por lo que la comprension de estos
conocimientos nos pueden ayudar a la orientacidon de las nuevas investigaciones y
futuras propuestas de control contra la enfermedad de Chagas (Mufioz et al.,
2013).
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lll. ANTECEDENTES

Desde su descubrimiento, en 1909, del parasito T. cruzi, se han llevado a cabo
diversos trabajos para intentar dilucidar la dinamica de la enfermedad de Chagas
en la naturaleza. Estos trabajos han sido desde aspectos clinicos de la
enfermedad; riqueza y abundancia de los insectos vectores, reservorios
mamiferos; y en las ultimas dos décadas los estudios moleculares y genéticos de
T. cruzi han tomado una gran importancia. Derivado de lo anterior, se ha
observado una amplia diversidad genética en esta especie, lo que conduce a su

clasificacion en diferentes grupos.

Unos de los primeros intentos de clasificar a T. cruzi fue la propuesta por
Souto et al (1996) en el cual mediante el uso de isoenzimas y dimorfismos en el en
miniexon, determino dos grupos los cuales fueron establecidos en linajes:
Trypanosoma cruzi | (Tcl) y Trypanosoma cruzi Il (Tcll). A raiz de esto, varios
autores procedieron caracterizar aislados del parasito aplicando distintos métodos
moleculares como RAPDS’s, PCR-RFLPs, secuenciacion de genes vy
microsatélites, entre otros. Como resultado de todo esto se reporté una gran
variabilidad genética en los diferentes aislados del parasitos y a su vez esto
ocasiond una gran confusion en la denominacion de los diferentes grupos ya

propuestos con anterioridad (Guhl, 2013).

Para el ano de 1999, con el fin de esclarecer estas dudas sobre la
variabilidad genética de Trypanosoma cruzi se establecid por primera vez un
consenso internacional de investigadores llamado Fundacién Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), en donde el tema principal a debatir fue la nomenclatura de T. cruzi,
en el cual se acordo la inclusion de dos linajes genéticos diferentes Trypanosoma
cruzi | (Tcl) y Trypanosoma cruzi Il (Tcll). Para el 2003 se realizo de nuevo un
consenso internacional en donde se propuso dividir a T. cruzi en seis unidades
discretas de tipificacién (DTU’s) manteniendo al Tcl original y subdividiendo al
linaje Tcll en cinco DTU’s (Tclla- Tclle), quedando clasificados en seis unidades

discretas de tipificacion (Tcl-TcVI), en donde los dos primeros DTU’s “Tcl-Tcll”
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quedaron como los linajes ancestrales y los otros cuatro como poblaciones
hibridas de Tcll (Zingales et al 2009; Zingales, 2011).

Consentino et al., (2012) Establecieron una estrategia simple y rapida para
clasificar a T. cruzi en siete DTU’s (Tcl-TcVI y TcBat) mediante la secuenciacion
de un solo producto de amplificacion. Este analisis fue basado en ocho sitios
polimdrficos discriminantes del gen C-5 esterol desaturasa “TcSC5D”, dando como
resultado la separacion de de las cepas analizadas en cinco grupos que coinciden
con las DTU’s donde el quinto grupo pertenece a la DTU V y VI, asi obteniendo un
método rapido, de bajo costo y de facil empleo para la clasificacion de los grupos

de T. cruzi.

En el estado de Chiapas se realizo la identificacion de unidades discretas
de tipificacién en marsupiales presentes en la reserva ecolégica “El Zapotal”, en el
cual para identificar la prevalencia del parasito se utilizé el gen miniexén y para la
identificacion de las DTU’s utilizaron el gen C-5 esterol desaturasa “TcSC5D”,
encontrando que entre las tres especies de marsupiales de la reserva existe una
circulacién de T. cruzi perteneciente a el linaje Tcl con una prevalencia promedio
del 40% (Camacho, 2016).

(Pech-May et al., 2019) analizaron la variacion genética en Triatoma
dimidiata recolectados en comunidades del Itsmo de Tehuantepec asi como la
zona costa y norte de Chiapas; donde aparte de analizar la diversidad de
haplogrupos en los triatominos analizaron la infeccidn e identificacion de las DTU
de T. cruzi en 314 ejemplares recolectados en 16 comunidades de Berriozabal
Chiapas mediante el uso de la regién intergenica del gen miniexén y el gen 18S
encontrando que la prevalencia de infeccion de T. cruzi fue de 18.8% y fueron
identificadas las DTU Tcl y TcVI en los tres haplogrupos detectados de Triatoma

dimidiata.

Para el estado de Oaxaca Martinez en (2018) realiz6é la caracterizacion
bioldgica, genatipificacion e identificacion de antigenos de 15 aislados de T. cruzi ;

en donde para la genotipificacion de los aislados realizaron una serie de PCR de
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la region intergénica del miniexén, dominio divergente D7 del gen 24Sa ARNr y el
dominio de tamano variable del gen 18S ARNr esto con el fin de caracterizar las
DTU de los aislados, teniendo como resultado el reporte de tres DTU (Tcl, Tcll y
TcV), siendo la Tcl la mas predominante y reportando por primera vez en el estado
las DTU Tcll y TeV.

De igual manera en el 2017 se realizé la caracterizacion parasitologica de
aislados de T. cruzi y la actividad de Triatoma dimidiata en tres localidades a
distintas altitudes, en donde a demas de analizar lo mencionado se observé la
variabilidad genética de los aislados obtenidos a distintas altitudes (300m, 700m y
1400m) mediante el analisis del gen miniexdn y el uso de dos cepas control (Cepa
Qro y Cepa Y), para la visualizacion de la amplificacion del gen. Dando como
resultado que los tres productos de PCR tuvieron un tamafio de amplificacion de
350 pb, lo que confirma que los aislados son pertenecientes al mismo linaje
evolutivo (Tcl) y que no hay diferencias en las DTU’s dependiendo de la altitud
(De Fuentes, 2017).

Dorn et al. (2017) Analizaron la diversidad genética del parasito en centro
América desde México hasta Colombia, en donde utilizaron al vector Triatoma
dimidiata para obtener las muestras de parasitos. Los aislados obtenidos de
insectos infectados fueron determinados mediante la comparacion de la secuencia
de rDNA 18S y la regién intergénica lider y comparadas con cepas ya
determinades que se encuentran introducidas en el banco de genes “GenBank”,
obteniendo como resultado dos DTU's los cuales 94% fueron pertenecientes a Tcl
y 6% a TclV. De igual manera se encontréo que Tcl exhibia una alta variabilidad
genética por el cual mediante una prueba Mantel encontrando que la variabilidad

era debida por el aislamiento por distancia.

Dario et al (2018) Analizaron los triatominos pertenecientes a la selva
atlantica de Brasil en donde observaron la prevalencia de T. cruzi y al mismo
tiempo determinaron molecularmente las DTU pertenecientes de las poblaciones
del parasito mediante el uso del gen C-5 esterol desaturasa “TcSC5D” utilizando

secuencias referencias para alineamiento, teniendo como resultado que de las
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cinco especies de triatominos encontradas (Triatoma vitticeps, Panstrongylus
geniculatus, Panstrongylus megistus, Panstrongylus diasi y Triatoma
tibiamaculata) solo tres especies estaban infectadas con el parasito y en solo dos
lograron determinar las DTU’s circulantes, encontrando que en Triatoma vitticeps
circula las DTU’s (Tcl, Tcll, Tclll y Tc IV) y en Panstrongylus megistus circula (Tcll
y Tclll). De igual manera se observo que la DTU Tcll que normalmente solo se
encuentra en el ciclo de transmisién domestica, estaba ampliamente distribuida en
la naturaleza. Lo que sefala que la selva atlantica de Brasil tenga una marcada

diversidad genética de DTU.

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante marcadores moleculares el linaje y las Unidades Discretas de
Tipificacion (DTU) de aislados de Trypanosoma cruzi de diferentes localidades de

Chiapas y Oaxaca, México.
OBJETIVO PARTICULAR

I.  Determinar mediante la amplificacion del gen miniexdn los linajes (Tcl-Tcll)

de aislados de Trypanosoma cruzi de Chiapas y Oaxaca.

II. Determinar las Unidades Discretas de Tipificaciéon (DTU) mediante la
evaluacion de sitios polimérficos del gen C-5 esterol desaturasa (TcSC5D)

de aislados de Trypanosoma cruzi de Chiapas y Oaxaca.
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V. ZONA DE ESTUDIO

Los aislados para este trabajo fueron obtenidos de las siguientes localidades, para
el estado de Chiapas las localidades fueron: Copainala, Berriozabal, San
Fernando, Tuxtla Gutiérrez, San Juan Cancuc, Ocosingo, Palenque, Taniperla y
los mezcales. Para el estado de Oaxaca las localidades fueron: La ventosa,

Juchitan, Salina Cruz, Tehuantepec, Magdalena Tequisistlan y Pochutla (Figura 7).
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Figura 7. Municipios y localidades de Chiapas y Oaxaca, modificado de Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI, 2015).

El estado de Chiapas se localiza en el extremo suroeste de México,
limitando con Guatemala al este y al sur con el océano Pacifico. También colinda
al norte y oeste con los estados de Tabasco, Veracruz y Oaxaca. El relieve mas
eminente del estado, la Sierra Madre de Chiapas cuenta con unos 3000 msnm

para la parte mas elevada. La vegetacion de Chiapas es la segunda mas rica de
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todos los estados de la republica mexicana después de Oaxaca, en esta podemos
encontrar bosques con climas templados, selvas tropicales, palmares, manglares y
hasta pastizales. La fauna de Chiapas es de las mas ricas del pais, tan solo en la
Selva Lacandona se encuentran el 20% teniendo un total de 1368 vertebrados en
el estado (INEGI, 2015).

De igual manera el Estado de Oaxaca se localiza en el extremo suroeste de
México, al norte limita con el estado de Puebla y Veracruz, al este con Chiapas, al
oeste con Guerrero y al sur con el Océano Pacifico. Oaxaca representa el 4.78%
del territorio nacional, su clima puede variar de manera drastica en su regiones. El
punto mas alto del Estado es el Cerro Yucuyacua con una altitud de 3076 msnm.
El estado se distingue por un alto numero y porcentaje de endemismo de
vertebrados y plantas vasculares, este alberga la mayor riqueza de especies de

mamiferos en el pais (INEGI, 2015).

VI. METODOS

6.1 Muestras de T. cruzi.
Los aislados para este trabajo fueron proporcionados por la facultad de ciencias

quimicas de la Universidad Autdbnoma Benito Juarez de Oaxaca y el Laboratorio
de Investigacion y Diagndstico Molecular (LIDiaM), estos aislados fueron
obtenidos de Triatoma dimidiata recolectados en viviendas de distintas localidades

y proporcionadas para este trabajo en medio LIT y en heces de triatominos.
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Cuadro 1. Aislados de Trypanosoma cruzi de Chiapas y Oaxaca, México.

Aislado Tipo de muestra Localidad Estado
ADRIAN Medio LIT La ventosa Oaxaca
ANTONIO Medio LIT Tehuantepec Oaxaca
ADAN Medio LIT Salina Cruz Oaxaca
ELVA Medio LIT San Pedro Pochutla Oaxaca
TO1 Heces Juchitan de Zaragoza Oaxaca
Tequis1 Heces Magdalena Tequisistlan  Oaxaca
Tequis3 Heces Magdalena Tequisistlan  Oaxaca
Tequis4 Heces Magdalena Tequisistlan  Oaxaca
ITRI Medio LIT Copainala Chiapas
RATON Medio LIT San Fernando Chiapas
TEHUATITLA Medio LIT Taniperla Chiapas
PHYLOSOMA Medio LIT Los mezcales Chiapas
VICTOR Medio LIT Palenque Chiapas
TUXTLA Heces Tuxtla Gutiérrez Chiapas
OCOSINGO 1 Heces Ocosingo Chiapas
OCOSINGO 2 Heces Ocosingo Chiapas
ZAPOTAL Heces Tuxtla Gutiérrez Chiapas
Tx2 Heces Tuxtla Gutiérrez Chiapas
CO1 Heces Copainala Chiapas
Berriozabal Heces Berriozabal Chiapas
San Juan Heces San Juan Cancuc Chiapas

6.2 Extraccion de ADN por método de gradiente de sales.

Tanto para las muestras en medio LIT (ADRIAN, ADAN, ANTONIO, RATON,
PHYLOSOMA, ELVA, ITRI, VICTOR, TEHUATITLA) como para las muestras
obtenidas directo de las heces de Triatoma dimidiata (OCOSINGO 1, OCOSINGO
2, TO1, ZAPOTAL, Tequis 1, Tequis 3, Tequis 4, Tx2, CO1 Berriozabal y San
juan) se utilizé el protocolo modificado de Sunnucks y Hales (1996); Aijanabi &

Martinez (1997), el cual consiste en 4 dias de trabajo.

Dia uno: Se utilizaron tubos nuevos de micro centrifuga de 1.5 ml el cual se
afiadieron 300 microlitros de buffer TEN (EDTA, NaCl, SDS, Tris HCI y protainasa

K) + SDS 2%, se afiadié 20 microlitros de muestra y 10 microlitros de protainasa
-30-



K. Los tubos se pasaron por vortex durante 20 segundos. Y por ultimo fueron

incubados en bloque seco de calor durante 12 horas a 56°C.

Dia dos: Las muestras fueron retiradas del bloque seco de calor y se espero
a que se encontraran a temperatura ambiente. A los tubos se le anadid 100
microlitros de cloruro de sodio (NaCl) 5M y se pasaron por vortex durante 30
segundos. Las muestras se centrifugaron durante 8 minutos a 14,000 rpm a 4°C.
Al terminar, se transfirié el sobrenadante a tubos nuevos rotulados de 1.5 ml y se
afiadieron 800 microlitros de etanol absoluto frio (-20°C), Todos los tubos fueron
invertidos de 4 a 7 veces para homogenizar el sobrenadante y el etanol y se

dejaron reposar durante 12 horas a -20°C.

Dia tres: Las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 14,000 rpm a
4°C. Al terminar se decantd el exceso de etanol en un vaso de precipitado
cuidando de no derramar el pellet. Se anadieron 800 microlitros de etanol frio (-
20°C) al 70% y se centrifugd durante 8 minutos a 14,000 rpm a 4°C. Al finalizar se
decantod el exceso de etanol y se dejé secando los tubos durante 12 horas para

evaporar todo el etanol.

Dia cuatro: Una vez secas las muestras se afiadieron 100 microlitros de

agua destilada estéril y fueron almacenadas a -20°C para su posterior uso.

Una vez listas las muestras se realizd una electroforesis en gel de agarosa
al 1% para confirmar la presencia de ADN en cada muestra y se visualizaron en

un transiluminador de luz UV.

6.3 Determinacién de linajes ancestrales Tcl y Tcll de T. cruzi mediante
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la determinacién de los linajes ancestrales Tcl y Tcll se amplificé un
fragmento de la regién intergénica del gen miniexon el cual discrimina en dos
linajes segun el tamafo del fragmento. En cepas del linaje Tcl se obtiene un
fragmento de 300 pb, mientras que para el linaje Tcll se obtiene un fragmento de

350 pb. Se utilizaron los oligonucleétidos reportados por Souto et al. (1996)
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(Cuadro 2), siguiendo el protocolo establecido en el Laboratorio de Investigaciéon y
Diagnéstico Molecular (LIDiaM) para la amplificacion, el cual consiste en utilizar
16.8 ul agua libre de nucleasas (Promega), 5 yl de Mytaq reaction buffer 5x
(Bioline), 1 pl de cada oligonucledétido, 0.2 pyl de Mytaqg DNA polimerase (Bioline) y
1 ul de ADN. El programa de amplificacién que se utilizé fue: desnaturalizacion
inicial a 94°C/4:30 min, 26 ciclos de desnaturalizaciéon a 61°C/40 segundos,
alineamiento a 72°C/1 min, extension 72°C/1 min, y una extension final de 72°C/5
min. Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2% utilizando
un marcador de peso molecular de 50 pb para determinar el tamafo de los
fragmentos. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y observados en un
transiluminador de luz UV para su determinacion.

6.3.1 Determinacion de las unidades discretas de tipificacion (DTU) de T.

cruzi basado en la amplificacion por PCR del fragmento del gen c-5 esterol
desaturasa (TcSC5D)

Para la identificacion de las DTU, se amplificd un fragmento del gen c-5 esterol
desaturasa utilizando los oligonucleétidos TcSC5DF y TcSC5DR (Cuadro 2) y

siguiendo los protocolos de amplificacién reportados por Cosentino et al.,(2012).

Todos los productos de amplificacion de las DTU's se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% utilizando un marcador de peso
molecular de 100 pb para determinar el tamafo de los fragmentos. Los geles

fueron tefidos con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador.

Los productos de amplificacién obtenidos de la PCR se secuenciaron bajo
el método de Sanger en la compainiia biotecnolégica “Macrogen, Inc” con sede en

Selul, Corea del Suir.
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Cuadro 2. . Oligonucleétidos para los genes miniexén y TcSC5D reportados por Souto et al. (1996)
y Cosentino et al. (2012).

Tamaiio del
Oligonucleétidos Secuencia (5°-3) L Referencia
amplicén
Tc CCC CCC TCC CAG GCC ACACTG
(Souto et al,
Tcl GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC 350 pb 1996)
Tcll CCT GCAGGC ACACGTGTGTGT G 300 pb
TcSC5DF GGACGTGGCGTTTGATTTAT (Cosentino et
832 pb
TcSCSDR TCCCATCTTCTTCGTTGACT al, 2012).

6.3.2 Analisis de secuencias de genes del gen c-5 esterol desaturasa para la
determinacién de DTU

Las secuencias que se obtuvieron de la secuenciacién fueron comparadas en el
programa Nucleotide BLAST version (2.2.25), esto con el fin de comprobar si las
secuencias obtenidas eran pertenecientes a T. cruzi. Para el analisis las
secuencias obtenidas fueron alineadas bajo un alineamiento multiple (MUSCLE)
en el programa Mega X con secuencias referencias obtenidas del banco de genes
de NCBI “Genbank” reportadas por (Consentino et al, 2012). Una vez alineadas
tanto las secuencias referencias como las secuencias problema se buscaron ocho
sitios polimérficos unicos (SNP) en las posiciones: 138, 168, 336, 495, 618, 657 y
747. Por ultimo se compararon estos sitios con el cuadro de sitios polimérficos
reportado por Consentino et al, 2012 (figura 7) para determinar las DTU’s de las

secuencias problema.
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SNP position

138 168 336 495 618

Figura 8. Sitios polimorficos claves para la identificacion de DTU’s con el gen C-5 esterol
desaturasa (Consentino et al, 2012).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Determinacién de linajes ancestrales Tcl y Tcll de T. cruzi mediante
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

En la amplificacion de los linajes de T. cruzi se utilizd6 el gen miniexén con los
controles positivos Mp/Qro (Tcl-350pb) y Cepa Y (Tcll-300pb). Con este andlisis
se logré la determinacién de casi todos los aislados con excepcién de: TO1,
Zapotal, Tequis 4, Tx2 (Figura 8), obteniendo una mayor circulacion del linaje Tcll

en los 17 aislados identificados (cuadro 3).

S M2 1 3R AR 1647 - 18

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen miniexén: Pozo 1 marcador de peso
molecular de (50pb), pozo 2 Mp/Qro (350pb), pozo 3 cepa Y (300pb), pozo 4 ADRIAN (300pb),
pozo 5 ADAN (300pb), pozo 6 ANTONIO (300pb), pozo 7 RATON (300pb), pozo 8 PHYLOSO
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Cuadro 3. Determinacion de linajes de aislados de Trypanosoma cruzi.

Aislados Tamano de amplificacion Linaje
(Pb)
Mp/Qro 350 Tcl
CepaY 300 Tcll
ADRIAN 300 Tcll
ADAN 300 Tcll
ANTONIO 300 Tcll
RATON 300 Tcll
PHYLOSOMA 350 Tcl
ELVA 300 Tcll
ITRI 300 Tcll
VICTOR 300 Tcll
TEHUATITLA 350 Tcl
TUXTLA 350 Tcl
OCOSINGO 1 300 Tcll
OCOSINGO 2 300 Tcll
Tequis 1 300 Tcll
Tequis 3 300 Tcll
CO1 350 Tcl
Berriozabal 350 Tcl
San Juan 350 Tcl

7.1.1 Amplificacion del gen C-5 esterol desaturasa por reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR).
Con la amplificacion del gen c-5 esterol desaturasa se obtuvieron solo 11

amplificaciones de los 21 aislados analizados (Figura 9) a un tamafo de pares de
bases entre 800 y 900 como lo reportado por Consentino et al (2012) de 832 pb
(figura 10).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen C-5 sterol desaturase: Pozo 1 marcador
de peso molecular de (100pb), pozo 2 Mp/Qro (800pb), pozo 3 Tuxtla (800pb), pozo 4 ADRIAN
(800pb), pozo 5 ADAN (800pb), pozo 6 ANTONIO (800pb), pozo 7 RATON (800pb),

7.1.2 Determinacion de las de Unidades Discretas de Tipificacién.
Los productos de amplificacion del gen C-5 esterol desaturasa fueron

secuenciados en la compafiia biotecnolégica “Macrogen, Inc”. Las secuencias
obtenidas fueron alineadas juntos con secuencias referencias reportadas por
Consentino et al., (2012). Una vez alineadas se buscaron ocho sitios polimorficos
en las posiciones (138, 168, 336, 495, 618, 648, 657 y 747) de los aislados y
fueron comparadas con las secuencias referencias obteniendo cuatro aislados
pertenecientes al DTU Tcl (ANTONIO, ELVA; TUXTLA, Tequis 1), seis al DTU Tcll
(ADRIAN, ADAN, RATON, TEHUATITLA, PHYLOSOMA, VICTOR) y solo un

aislado (Tequis 3) perteneciente a la DTU TclV (cuadro 4).
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Cuadro 4. Sitios polimérficos de aislados de T. cruzi .

Posicion del nucleétido

Aislado de T. cruzi 138 168 336 495 618 648 657 747 DTU
Mp/ Qro Tel
ANTONIO Tcl

ELVA Tcl
TUXTLA Tcl
Tequis 1 Tel
ADRIAN Tell

ADAN Tell
RATON Tell

TEHUATITLA Tell
PHYLOSOMA Tell
VICTOR Tell
Tequis 3 TclV

En total se logré la determinacién de las DTU de 17 aislados de los 21
analizados.Se obtuvieron seis aislados identificados para el estado de Oaxaca
pertenecientes a las DTU (Tcl, Tcll y TclV) y 11 para el estado de Chiapas (Tcl y
Tcll) (Cuadro 5) (Figura 11).



Cuadro 5. Unidades discretas de tipicacién identificadas de los aislados de T. cruzi de Chiapas y

Oaxaca.

Aislado DTU Localidad Estado
ADRIAN Tcll La ventosa Oaxaca
ANTONIO Tcl Tehuantepec Oaxaca
ADAN Tcll Salina Cruz Oaxaca
ELVA Tcl Pochutla Oaxaca
TO1 No definida Juchitan de Zaragoza Oaxaca
Tequis1 Tcl Magdalena Tequisistlan Oaxaca
Tequis3 No definida Magdalena Tequisistlan Oaxaca
Tequis4 TclV Magdalena Tequisistlan Oaxaca
ITRI Tcll Copainala Chiapas
RATON Tell San Fernando Chiapas
TEHUATITLA  Tcll Taniperla Chiapas
PHYLOSOMA Tcll Los mezcales Chiapas
VICTOR Tcll Palenque Chiapas
TUXTLA Tcl Tuxtla Gutiérrez Chiapas
OCOSINGO 1 Tcll Ocosingo Chiapas
OCOSINGO 2  Tcll Ocosingo Chiapas
ZAPOTAL No definida Tuxtla Gutiérrez Chiapas
Tx2 No definida Tuxtla Gutiérrez Chiapas
CO1 Tcl Copainala Chiapas
Berriozabal Tcl Berriozabal Chiapas
San Juan Tcl San Juan Cancuc Chiapas
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Figura 11. Distribucién de DTU’s de aislados en las localidades de Chiapas y Oaxaca, México.
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VIIIl. DISCUSION

En la actualidad se sabe que T. cruzi es un parasito muy diverso genéticamente,
por lo que actualmente se encuentra dividido en siete genotipos denominados
Unidades Discretas de Tipificacion (Por sus siglas en inglés: Discrete Typing
Units). Entre estos genotipos se encuentran las DTU Tcl y Tcll que son
reconocidos como los genotipos principales de T. cruzi y denominados como
linajes ancestrales debido a que son los genotipos mas antiguos y los que dieron

origen a las DTU’s actuales (Zingales et al., 2009).

En el presente trabajo se analizé un total de 21 aislados de T. cruzi para
determinar los linajes ancestrales mediante la amplificacion de la region
intergénica del miniexdn, con lo cual se obtuvo la identificacién de 17 aislados. Los
aislados que no se lograron identificar mediante este gen fueron Zapotal, Tx2, TO1
y Tequis 4, los cuales fueron obtenidos directamente de las heces de triatominos.

De acuerdo con Mejia y Triana (2005), la s

De manera por el cual posiblemente no se logré la amplificacion del gen
pueda deberse a que los oligonucledtidos utilizados para el trabajo poseen una
baja sensibilidad a la deteccidn del parasito en muestras obtenidas directamente
de heces de triatominos tal como nos menciona Mejia Ana y Triana Omar (2005)
en donde detectaron que la sensibilidad de los marcadores de la regidn
intergenica del miniexén Tc, Tcl y Tcll son un 42.5% menos sensible a detectar T.
cruzi a comparacién de los marcadores de la regiéon de kDNA (S35 y S36) en
muestras obtenidas directamente de sangre de ratones y heces de triatominos.
Por lo que recomiendan que para aumentar la eficacia de los marcadores de
miniexon es necesario que el parasito pase antes de realizar una extraccién de
ADN a un hospedero como el raton o un medio de cultivo optimo como el medio
LIT, esto con la finalidad de aumentar la cantidad de parasitos y asi mejorar la

sensibilidad de los marcadores.

En los aislados en los que se logré la identificacion de los linajes se observo

una mayor circulacion de Tcll teniendo un total de 11 aislados pertenecientes a
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este linaje y solo seis a Tcl. Todos los aislados del estado de Oaxaca fueron
pertenecientes al linaje Tcll mientras que en Chiapas seis aislados fueron Tcl
(Tehuatitla, Phylosoma, Tuxtla, CO1, Berriozabal y San Juan) y cinco Tcll (ltri,
Raton, Victor, Ocosingo 1 y Ocosingo 2) (Cuadro 3). Zingales et al., (2012) nos
menciona que la importancia de estos dos genotipos de T. cruzi es a causa de que
estos fueron los que originaron a las DTU’s actuales, principalmente el linaje Tcll
es de gran interés ya que este linaje estd ampliamente relacionado al ciclo
domestico de la enfermedad siendo la causa primaria de la enfermedad de
Chagas, principalmente de casos de megasindromes digestivos y cardiopatias en
la regidn Este y central de Brasil por lo que en las localidades donde esta presente
este linaje se podria esperar que los triatominos se encuentren bien adaptados al
ciclo domeéstico y peridomestico de la enfermedad. Sin embargo, no hay que tomar
con menos importancia la DTU Tcl debido a que esta es la que se encuentra mas
distribuida en todo el continente Americano, de igual manera el analisis de Tcl es
de interés debido a que en estudios recientes realizados en Colombia por Villa et
al., (2013) encontraron que dentro de esta DTU se encuentran dos genotipos
claramente diferenciados denominados Tcl doméstico (asociado a R. prolixus) y
Tcl selvatico (asociado a ejemplares silvestres de R. pallescens y R colombiensis),
en donde el genotipo selvatico de Tcl se ha asociado a casos agudos de
transmision vectorial en areas selvaticas y en casos de transmisién por ingesta de
alimentos contaminados, por lo que es muy importante confirmar en estudios
posteriores si en las localidades donde se reportd la presencia de Tcl se
encuentran presentes estos genotipos lo cual permitiria obtener informacion sobre
la epidemiologia de T. cruzi en Chiapas y Oaxaca y asi poder confirmar si
eventuales casos de la enfermedad de Chagas aguda en estos estados podrian

estar relacionados al genotipo silvestre de Tcl.

Para la identificaciéon de las DTU’s con el gen C-5 esterol desaturasa se
analizaron un total de 21 aislados obtenidos de distintas localidades de Chiapas y
Oaxaca, de los cuales solo se obtuvieron la amplificacion y las secuencias de 11

aislados, con la comparacion de los sitios polimoérficos de las secuencias de cada
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aislado se identificaron tres DTU Tcl, Tcll y TclV. En el estado de Chiapas se
encontraron las DTU (Tcl y Tcll) con una mayor presencia de Tcl, mientras que
para el estado de Oaxaca casi todos los aislados fueron Tcll con un solo reporte
de TclV (cuadro 4). Un caso a destacar al momento de obtener los resultados del
analisis del gen C-5 esterol desaturasa fue que en varios aislados que ya habian
sido identificados con el gen miniexdn dieron resultados diferentes como lo son el
aislado Antonio, Elva, Tequis 1 que con el gen miniexén amplificaron para Tcll
mientras que para el analisis de las secuencias del gen C-5 esterol desaturasa dio
como resultado Tcl, de la misma forma pas6 con los aislados Tehuatitla y
Phylosoma que de dar como resultado Tcl del analisis de miniexdn paso a Tcll con
el gen C-5 esterol desaturasa. Este tipo de errores al momento de comparar
ambos analisis nos lo cita Consentino et al (2012) en donde nos menciona que a
pesar que los andlisis basados en diferencias de patrones electroforéticos logran
discriminar todos las DTU, estas son muy propensas a errores al momento de la
interpretacion de los datos debido a que la discriminaciéon para la identificacién de
las DTU se basa en la inspeccién visual de estas bandas de electroforesis, por el
cual el andlisis de las secuencias de el gen C-5 esterol desaturasa dan resultados

inequivocos al momento de discriminar los genotipos de cada DTU de T. cruzi.

A pesar de la importancia que tiene el conocer las DTU’s es poco lo que se
sabe actualmente en nuestro pais. Por muchos afios se creia que en México la
unica DTU que circulaba era la Tcl (Guhl, 2013). Sin embargo, estudios mas
recientes ya reportaron las DTU’s restantes con excepcion de Tcbat. Pese a que
los avances en la identificacién de las DTU en nuestro pais ya han avanzado esta
informacion sigue siendo muy escasa. En el estado de Chiapas Camacho (2016)
reporto la presencia de Tcl y Petch.May et al., (2019) reportaron las DTU’s Tcl y
TcVI. Mientras que en Oaxaca solo habia sido reportado las DTU’s Tcl, Tcll y TcV
por Martinez (2019), por lo que con nuestros resultados en donde se obtuvo la
identificacion de tres DTU Tcl, Tcll y TclV (Figura 11) se obtienen nuevos registros
para Chiapas con Tcll y Oaxaca con TclV, teniendo asi en estos dos estados la

presencia de cinco de las siete DTU's.
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Todos los aislados obtenidos en el trabajo fueron obtenidos de Triatoma
dimidiata obteniendo la identificacidon de tres DTU’s Tcl, Tcll, y TclV, esta relacién
entre DTU’s y T. dimidiata ha sido encontrado también por (Ibanez-Cervantes et
al., 2013) en donde identificaron Tcl en la peninsula de Yucatan. En el estado de
Oaxaca, en la localidad de Magdalena Tequisistlan se encontré las DTU’s Tcl y
TclV estos genotipos de T. cruzi estan relacionados por sus caracteristicas
clinicas provocadas en el humado. Sin embargo, diferenciados por los ciclos de
transmision donde Tcl se encuentra mas relacionado a los ciclos domésticos y
peridomesticos, mientras que TclV estd mayormente relacionado con el ciclo
selvatico de la enfermedad, estos mismos genotipos fueron reportados por (Dorn
et al.,, 2017) en T. dimidiata en la localidad de Benito Juarez, Quintana Roo, en
donde hace mencién a que en esta localidad se encuentra en una estrecha
relacion con la enfermedad de Chagas debido a estos dos genotipos lo cual
ocasiona que las localidades que poseen mas de un genotipo estén propensas a
un riesgo mayor debido a que al tener distintas DTU’s pueden dificultar el
desarrollo de vacunas y a la mejora del tratamientos, ya que si las poblaciones de
T. cruzi son diferentes estas responden de distintas formas a los medicamentos;
Lo cual ocasiona que la mejor forma de controlar la enfermedad sea mediante el

vector y no por el parasito.

IX. CONCLUSION

De los 21 aislados se logré la identificacion de 17 mediante el uso del gen
miniexon obteniendo una mayor circulacién del linaje Tcll. Sin embargo, este
analisis es poco confiable a comparacion de la identificacion mediante los sitios
polimdrficos del gen C-5 esterol desaturasa. Con este gen se identificaron 17
aislados pertenecientes a Tcl, Tcll en el estado de Chiapas y Tcl, Tcll y TclV en el
estado de Oaxaca obteniendo que en estos dos estados poseen una gran
variacion de DTU’s circulando entre el vector Triatoma dimidiata y en el ciclo

domestico de la enfemerdad.
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