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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA INSERCION DE kDNA DE TRYPANOSOMA CRUZI EN EL
GENOMA DE PACIENTES CHAGASICOS*

AUTOR: CHACIN PENALOZA, Carolina

PALABRAS CLAVES: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, kDNA, PCR, Southern
blot**

DESCRIPCION:

La enfermedad de Chagas afecta cerca de 20 millones de personas y es una patologia
restringida al continente americano. Esta enfermedad de caracter crénico es causada por el
parasito Trypanosoma cruzi del cual, en la actualidad se han definido dos poblaciones:
Trypanosoma cruzi | y Trypanosoma cruzi ll, con caracteristicas particulares relacionadas con
la distribucion geografica y el tipo de manifestaciones clinicas.

Este estudio consistié en determinar si ocurre insercion del kDNA del Trypanosoma cruzi | en el
genoma de pacientes chagasicos del area endémica de Santander (Colombia) a partir de
muestras de ADN extraido de sangre periférica. Se tuvieron en cuenta 130 muestras
provenientes de pacientes sintomaticos, asi como 50 muestras provenientes de pacientes
asintomaticos, las cuales fueron analizadas mediante la técnica de PCR con los pares de
cebadores Tczl1/Tcz2 y S35/S36 con el fin de identificar la presencia del parasito en dichas
muestras.

Posteriormente se tomaron las muestras que resultaron positivas de la PCR S35/S36, para
realizar una doble digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI, luego se realizé la
separacion de los fragmentos de ADN obtenidos en un gel de agarosa, y posteriormente fueron
transferidos a una membrana de nylon e hibridados con un oligonucleétido sintético marcado
enzimaticamente con digoxigenina.

Ninguna de las muestras que se tuvieron en cuenta en este estudio hibridé con dicho

oligonucledtido, es decir ninguna de estas muestras posee aquella secuencia del gen del
parasito insertado en el genoma del paciente chagasico.

* Trabajo de grado para optar al titulo de Quimico.

** Director: Rodrigo Torres Saez, PhD. Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF TRYPANOSOMA CRUZI'S KDNA INSERTION INTO THE GENOME OF
CHAGASIC PATIENTS*

AUTHOR: CHACIN PENALOZA, Carolina
KEY WORDS: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, KDNA, PCR, Southern blot**
DESCRIPTION:

Chagas disease affects nearly 20 million people and it is a pathology restricted to the american
continent. This disease has a chronic character and it is caused by the Trypanosoma cruzi
parasite, which is actually classified in two major lineages: Trypanosoma cruzi | and
Trypanosoma cruzi Il. These lineages have particular features related with geographic
distribution and clinical manifestations.

This study consisted in determine if the kDNA of Trypanosoma cruzi | is getting inserted into the
genome of chagasic patients from the endemic area of Santander (Colombia), specifically in
DNA extracted from samples of periphery blood. 130 samples from symptomatic patients and
50 samples from asymptomatic patients were considered for this study; all of them were
analyzed by PCR technique with primers Tcz1/Tcz2 and S35/S36 with the purpose of identify
the parasite’s presence in these samples.

The samples that resulted positive of the PCR S35/S36 were double digested with EcoRI and
BamHI restriction enzymes, the DNA fragments obtained were separated in an agarose gel,
transferred to a nylon membrane and hybridized with a digoxigenin marked synthetic
oligonucleotide.

None of the samples of this study hybridized with this oligonucleotide, which means that none of
them possess this parasite’s gene sequence inserted in the genome of the chagasic patient.

* Paperwork required to obtain Chemist title

** Director: Rodrigo Torres Saez, PhD. Chemistry School, Science Faculty
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Chagas afecta cerca de 20 milbbmg®rsonas y es una patologia
restringida al continente americano. Esta enferche@acaracter cronico es causada por
el parasito Trypanosoma cruzidel cual, en la actualidad se han definido dos
poblaciones: Trypanosoma cruzi ly Trypanosoma cruzi Jl con caracteristicas
particulares relacionadas con la distribucion géfocg (el T. cruzi Il es propio de
regiones comprendidas en los paises de Brasil grAirga, mientras que @&lcruzi | es
caracteristico de regiones en los paises de CotombVenezuela) y el tipo de

manifestaciones clinicas.

El Trypanosoma cruzpertenece a la familirypanosomatidada cual esta incluida en
el ordenKinetoplastidaque junto con los euglenoides representan eklingjs antiguo
de los organismos eucaribticos que contienen nridiia@. Estos organismos del orden
Kinetoplastida se caracterizan precisamente por poseer una tesgude DNA
extranuclear denominada kinetoplasto o kDNA, el esta conformado por una red de
maxicirculos y minicirculos. Los maxicirculos cemen los genes que codifican
subunidades de las enzimas implicadas en el praesespiracion y los minicirculos
contienen genes que codifican pequefios RNA'’s, lases a su vez dirigen el proceso

de edicidon de los RNA’s mensajeros codificadoslg®maxicirculos.

Una poderosa fuente de cambio en los genomas éticasi esta dado por los
elementos transponibles (ET’s), estos elementogenieuna alta distribucion en la
naturaleza con un alto numero de copias y alguaedsas encontrado involucrados en
regulacion de la transcripcién génica. En humaedsas descrito asociados a diferentes
tipos de neoplasias. Hn cruzise han descrito estos elementos y en los Ultifios se

ha reportado la integracion de kDNA dBlypanosoma cruzi len el genoma del
hospedero, asociado con la presencia de elemeatspbonibles, con las consecuencias
que esto representa por su potencial papel englda@on de la expresion y en el
cambio fenotipico de la célula que podria estaxciehado con la patogenicidad de la
enfermedad de Chagas durante la fase cronicardistaa.

14



1.2 JUSTIFICACION

El presente proyecto busca determinar si ocureréin del KDNA dellrypanosoma
cruzi | en el genoma de pacientes chagasicos del area ead@m Santander
(Colombia) a partir de muestras de sangre. Laifladlde este trabajo es avanzar en la
elucidaciéon de las interacciones que ocurren al mvaecular entre los genes de
pacientes humanos y los del parasito. La posililida la insercion de ADN del
parasito en el genoma del hospedero y la postelentificacion del sitio de insercidon
son fundamentales, por el posible papel que podtgar estos elementos en la
patogénesis de la enfermedad o en la reactiva@da chisma. Este hallazgo sélo ha
sido reportado por un grupo de investigacion desiBra esto debe ser confirmado por
otros grupos de investigacion. Estas razones unidascho de contar con las muestras
y la tecnologia necesarias para llevar esto a aaidleva a su realizacion dentro del
Grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecular de Hacultad de Salud de la

Universidad Industrial de Santander.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la insercion del KDNA délrypanosoma cruzen el genoma de muestras
biolégicas de individuos chagasicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar la presencia dellrypanosoma cruzien muestras de ADN
provenientes de pacientes chagasicos.
» Determinar la insercion del kDNA del parasito enéltpas muestras que revelen

la presencia del mismo.

16



3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DEL METABOLISMO DEL ADN

3.1.1 Dogma central de la biologia molecular

El genoma de cualquier individuo esta conteniddosncromosomas y a su vez los
cromosomas son ovillos de ADN. Cada secuenciaetepares de bases codifica un
aminodcido, y de las combinaciones de éstos seafodas proteinas. Este proceso
constituye el denominado “dogma central de la lgi@lanolecular”, sintetizado en el

siguiente esquema:

ADN — — PROTEINAS

El ADN pasa por un proceso de transcripcion a ARMNediante la traduccion de este
altimo se obtiene una secuencia de aminoacidostitg/endo una proteina. La
expresion de esta informacion genética en los ®Qas eucariotas es selectiva y es
diferencial, dependiendo del tejido y el estadaldsarrollo del organismo [NELSON,
COX; 2005].

3.1.2 Recombinacion de ADN y transposicion génica

Existen al menos tres clases: recombinacién homadlagcombinacion de sitio
especifico y movilidad de elementos transponiblesADN. La primera implica el
intercambio de secciones que contengan una seaueucieotidica muy similar entre
dos moléculas de ADN, siendo ésta la razon de gsiectomosomas eucaribticos se
organicen por pares [ALBERTS, 2003]. La movilidad dlementos transponibles
generalmente implica la insercion de dichos eleosgrdenominados transposones, en
un proceso catalizado por sustancias enzimatigaecéigas de la recombinacion de
ADN.

Estos transposones son segmentos de ADN, que tlancultad de “saltar” de un
lugar especifico de un cromosoma hacia otro sitie guede ser dentro del mismo

cromosoma o incluso en otro cromosoma. Existen dases de transposones: los
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simples y los replicativos, los primeros se carasde por trasladarse de un sitio a otro
dentro del genoma, mientras que los segundoszaealin proceso de replicacion,
siendo asi que la nueva copia se transpone dejaraloéplica tras de si en su sitio de
origen, lo cual conlleva a una acumulacion creeiel® elementos genéticos [OCHOA,
LELOIR, ORO, SOLS; 1988].

3.1.3 Transferencia genética horizontal

La transferencia de informacion genética puede i@mbuceder entre individuos de
diferentes especies y recibe el nombre de tramsferehorizontal a diferencia de la
vertical que ocurre de célula progenitora a céhija El primer caso estudiado fue la
interaccion del virus bacteriéfagocon la bacterig&scherichia coli Se observé que al
insertarse el ADN del virus en la bacteria podiarocdos fenomenos. En primer lugar,
el ADN del virus procedia a producir multiples agpde si mismo, aprovechandose de
toda la maquinaria enzimatica de la bacteria peahzar este proceso de replicacion de
ADN vy conllevando a la destruccion de la bactesian segunda instancia, el ADN del
virus podia simplemente insertarse en el cromosisria bacteria y ser asi replicado en
conjunto con éste en el momento en que la baaiéra inicio a su ciclo normal de
division celular. El virus podia nuevamente padarianer ciclo, denominado litico y
en su proceso de escision del ADN bacteriano padréstrar ADN de la bacteria que
seria transferido a la nueva célula infectada emroseso denominado transduccion
[OCHOA, LELOIR, ORO, SOLS; 1988].

18



3.2 ENFERMEDAD DE CHAGAS
3.2.1 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana, o enfermedad de Ghagacausada por el parasito
protozoario Trypanosoma cruzi.Existen reservorios mamiferos y el parasito es
transmitido por insectos vectoréstre los vectores mas comunes estan los artropodos
triatomineos de los génerdghodniusy Triatoma Estos se infectan al picar a un
mamifero infectado. Existen mdultiples formas deuadigla enfermedad de Chagas,
ademas de la transmisién contaminativa por vect@egosible infectarse a través de
transfusiones sanguineas o transplantes de orgasdscomo de madre a feto.
Ocasionalmente, la infeccion se adquiere mediantegesta de material contaminado
con el parasito, siendo asi que los mamiferos qcila como reservorio
frecuentemente adquieren la enfermedad al comeose ihsectos infectados
[CEVALLOS, HERNANDEZ; 2003].

3.2.2 Clinica de la enfermedad de Chagas

La fase inicial de la infeccion generalmente passadercibida en la mayoria de los
individuos, sélo un pequefio porcentaje desarrofla etapa aguda en la cual se
encuentra una alta parasitemia. Los parasitos samiian a través de la circulacion
sanguinea, infectando principalmente células masesilcardiacas, neuronas y tejido
glial (células de soporte del sistema nervioso). ruptura de células parasitadas
desencadena una respuesta inflamatoria. Posterigmeon el desarrollo de la
respuesta inmune especifica, el nimero de paradismsinuye drasticamente, asi
comienza la etapa indeterminada de la enfermedhdice (8 y 10 semanas después de la

infeccion).

A pesar de la aparicion de la respuesta inmungydesonas permanecen infectadas de
por vida con parasitos tanto en la sangre comaeneijidos. En éstos, la infeccion
puede ser rapidamente activada durante una enfadmssllera o en condiciones de
inmunosupresion severa. Aproximadamente el 30%eptas complicaciones en el
corazén y en el tracto digestivo, entre 10- y 30sadlespués de la infeccién inicial.
Durante esta etapa cronica puede haber gran ddularcen ausencia de una directa

invasion de parasitos. Esta disparidad entre lddzah de parasitos presentes en las
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células y el grado de dafio celular ha causadoamatnoversia en lo que respecta a los
mecanismos que determinan el deterioro de las atleh el transcurso de la
enfermedad. La ultima hipotesis en la que la mayesta de acuerdo es que se requiere
la presencia del parasito para mantener una respudiematoria cronica responsable
del dafio tisular, el cual a su vez conlleva a berhcion de moléculas propias que
generan la presencia de autoanticuef&/ALLOS, HERNANDEZ; 2003].

3.2.3 Clasificacion y ciclo de vida dellrypanosoma cruz

El Trypanosoma cruzes un protozooario perteneciente al super reirnaiya, clase
Euglenozoa, orden Kinetoplastida. Los miembrossie erden estan caracterizados por

la presencia de un organelo peculiar que los ddfamaado kinetoplasto o KDNA.

El géneroTrypanosomase caracteriza por utilizar dos hospederos, umtelwado y
otro invertebrado, para completar su ciclo de vigfael caso particular délcruzi éste
se caracteriza por ser un pardsito intracelular hdslpedero vertebrado. Existen 4
presentaciones morfoldgicas principales de losamigsomas, segun la posicion del
kinetoplasto en relacion al nucleo y la presenciausencia de una membrana

ondulante:

1.Amastigote El kinetoplasto tiene forma esférica y no haydladibre. Esta forma del
parasito se presenta en los tejidos de los vecyamagnales infectados.

2.Epimastigote: En el intestino del insecto adquieren esta mogialola cual se
caracteriza por presentar el kinetoplasto locatizaeh la parte media del
microorganismo justo por delante del nucleo. Eidéla emerge de la parte media del
parasito y forma una membrana ondulante mas peauefika del tripomastigote.

3.Tripomastigote: El kinetoplasto se encuentra localizado posterr nacleo,
usualmente en la porcidbn mas posterior del paragitdlagelo sale del extremo
posterior y se dobla hacia delante a lo largo defmo del parasito, formando una
membrana ondulante y emergiendo de forma libre ieextremo anterior. Asi se
presenta en la sangre de los mamiferos infectados.

4 Promastigote: Tiene el kinetoplasto en la parte anterior y uagdlo libre sin
membrana ondulante [DAVILA, LUKES; 2003].
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En la siguiente figura se muestran las diferentedatogias del parasito:

Figura 1. Diferentes morfologias del T. cruz. Tomado de
http://therion.dna.uba.ar/bmei/clases 06/Clase%202%0(kinetos%?20intro).pdf.

El ciclo de vida del parasito puede resumirse equkdemuestra la siguiente figura:

Figura 2. Ciclo de vida del T. cruz. Tomado de
http://therion.dna.uba.ar/bmei/clases 06/Clase%202%0(kinetos%?20intro).pdf.

Amastigotes
dividiendose

Tal y como lo muestra la figura, el triatomineolarparte izquierda ingiere la sangre
infectada con tripomastigotes, luego estos pas#m etapa de epimastigotes en el
intestino medio del vector, y ahi se reproducemna pdespués transformarse en
tripomastigotes nuevamente, en el intestino pastelel vector. En el momento en que
el vector ingiere sangre, él defeca de manera simes, depositando de esta manera los
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tripomastigotes presentes en sus heces y de diusdidpomastigotes tienen acceso al
torrente sanguineo del hospedero mamifero. Elhssstemumne del mamifero ataca los
tripomastigotes, por lo que ellos se refugian enckulas de los tejidos musculares o
digestivos, para luego pasar a la etapa de anesigBosteriormente el amastigote se
reproduce mediante fision binaria y en el momemtogaee la célula infectada esta

saturada de amastigotes, éstos son liberadosraht®rsanguineo donde vuelven a ser
tripomastigotes, pero éstos a su vez pueden regeticlo de infectar otras células y

transformarse en la forma intracelular de amasigot
3.2.4 Diversidad genética delrypanosoma cruzi

A pesar de tener un modo de replicacion predomémaente clonal, las diferencias
genotipicas y fenotipicas entre los linajes Tdecruzi sugieren multiples eventos de
recombinacion genética en su historia evolutivajoBestricta evolucion clonal, las
secuencias de genes independientes tendrian laanhsstoria y se esperaria que
mostraran el mismo patron de descenso, mientrasimpamgruencias significativas
entre ellos indicaria que ha ocurrido intercamlgonéiico entre los genomas [GAUNT,
YEO, FRAME; 2003].

Las poblaciones naturales @ecruziexhiben una heterogeneidad genética considerable,
tal que se han ordenado en dos linajes filogergfcionarios,T. cruzil y T. cruzill,
segun el analisis de rRNA. Esta clasificacion seyapademas sobre la base de
fenotipos enzimaticos, perfiles de ADN, secuendi@s miniexones y analisis de
microsatélites [PIMENTA, 2002]. Varios marcadoresoleculares permiten la
distincién entre los dos linajes principales, dehwarcadores incluyen el gen ribosomal
24S y los genes miniexones [ZINGALES, STOLF, etl809].

Estudios basados en las técnicas de Electrofodesisnzimas MultiLocus (MLEE) y
Amplificacién Aleatoria de Polimorfismos de ADN (R®) han llevado a su vez a la
clasificacion de las poblaciones correspondientdisiae 1l en cinco gruposT. cruzi
lla, b, lic, lld, lle. Cada uno de los seis gruposTderuzi,(T. cruzil, lla, llb, lic, lid

y lle) presentan a su vez multiples cepas que son edsdittas de la region geogréfica
en la que se encuentran, y cada cepa puede contraegran variedad de clones
[BARNABE, BRISSE, et al; 2000].
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La diversidad clonal dél. cruzitiene una influencia directa sobre la epidemialatg

la enfermedad de Chagas. Cuando las diferentes sepacomparadas en el laboratorio
se observan polimorfismos en sus perfiles genétiéaemas de lo anterior, otro
aspecto que resulta intrigante es la distribuciéaggafica de los diferentes tipos de
patologia de la enfermedad de Chagas, lo cual pestde directamente relacionado con
la diversidad genética del parasito, del hospedenzluso de ambos. En el caso de los
paises que se encuentran mas hacia al sur deheotgiamericano, tales como Chile y
Brasil, se ha determinado que los pacientes chamgasronicos desarrollan la patologia
en los 6rganos digestivos y/o en el corazén, aela se sabe que en estos paises
predomina efll. cruzill [FREITAS, LAGES-SILVA, ET AL; 2005]. Por otra paiten
los paises como Venezuela, Colombia y México, semia una patologia chagasica de
tipo cardiaca exclusivamente, la cual es causadalo cruzi | [ANEZ, et al, 2004;
BOSSENO, et al, 2002; BUSCAGLIA, NOIA; 2003].

En vista de que los diferentes clonesTdecruzi se presentan en diferentes tejidos,
también es importante tener en cuenta que éstagepukegar a coexistir en distintos
organos de un mismo paciente. Este caso fue edtu@ia detalle por un grupo de
investigacion de la Universidad Federal de MinasaGeen Brasil. Se utilizo la técnica
LSSP-PCR (Low Stringency Single Primer-Polymerabai Reaction) para obtener
los perfiles genéticos caracteristicos de cada denuna misma cepa de cruzi
encontrada en los tejidos afectados de varios miesieSe estudiaron las muestras de
tejido cardiaco de 13 pacientes con cardiomiopatagasica y de 4 pacientes con
megaesotfago, de los cuales dos de ellos tambiéemieban cardiomiopatia. El
hallazgo mas significativo de este estudio fue lqagacientes que presentaban ambos
tipos de patologia chagéasica (digestiva y cardigcasentaban diferentes perfiles
genéticos del parasito en cada uno de los tejid@®sta manera se comprobd6 que en un
mismo individuo pueden haber diferentes clonesTdecruzi afectando a su vez
diferentes organos. [VAGO, ANDRADE, et al; 2000qskeriormente este hallazgo fue
reproducido experimentalmente en ratones, confidbsem de esta manera la
distribucion de diferentes clones del parasitoiarehtes tejidos, con lo que también se
comprobé que la variabilidad genética delcruzi es un factor determinante en el
desarrollo de la patologia de la enfermedad de &hBgNDRADE, MACHADO, et al;
2002].
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3.2.5 kDNA delTrypanosoma cruz

El kinetoplasto o kDNA es una estructura espe@dbzde los tripanosomas, siendo esta
una red de ADN extranucledEl genoma dell. cruziha sido publicado incluido el
KDNA. Este constituye una red que representa exitrH-15% del ADN total de la
célula. EI kDNA estd estructurado por la concatémacle dos tipos de moléculas
circulares de ADN: los minicirculos y los maxicil@st Los primeros poseen una
longitud entre 100-2500 bp. Actualmente se sabesguiincion consiste en codificar
pequefios ARN'’s que dirigen el procesamiento (pai@t) de mtRNA'’s, siendo estos
ultimos codificados por los genes de los maxicasuRl llevar a cabo esta funcion, los
minicirculos realizan una contribucion importantd anorme contenido y
heterogeneidad en el componente de mtDNA de est@sipps [MACHADO, PINTO,

et al; 2006]. Cabe resaltar que la organizaciémodaminicirculos en el. cruzi esta
altamente conservada en ambos linajes, siendouasambos poseen moléculas que
tienen igual nimero de y longitud de regiones cwaskas y variables [JUNQUEIRA,
DEGRAVE, BRANDAO; 2005].

Por otra parte, los maxicirculos son moléculas mes/ale ADN, que contienen una
longitud entre 30000-50000 bp. Se encuentran enheumenor numero que los
minicirculos (unas pocas docenas por célula) yieoah los genes que codifican los
rRNA’s, entre otros genes que codifican subunidalietas enzimas implicadas en el
proceso de respiracion, tales como las subunidagedl (COIll y COIlll) de la enzima
citocromo-c-oxidasa, la subunidad 7 (ND7) de la NtA@eshidrogenasa y la subunidad
6 (A6) de la enzima ATPasa. Se han comparado laseseias de los genes
mitocondriales con los ARN’s codificados por elijose encontré que no corresponden
integramente, siendo asi que los ARN’'s conteniaidues de uridina internos
adicionales a los esperados por la secuencia gépiealos codific6. Con menor
frecuencia también se han encontrado residuosidmaifaltantes en el ARN. De esta
forma, se descubri6 uno de los fenbmenos mas saetes de la biologia de los
tripanosomas: la edicion post-transcripcional de RNA mensajeros mitocondriales
Dada la importancia de este proceso de edicigoosailidad de inhibirlo puede llegar
a ser una estrategia para detener el desarrollpai@sito [TELLERIA, LAFAV,
VIRREIRA; 2006].
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En un estudio reciente se investigaron los perfiedranscripcion diferencial en €l
cruzi asociados a las formas clinicas de la enfermed&hdgas, y se encontré que el
maxicirculo que codifica la subunidad 7 de la NADeékhidrogenasa (ND7) presenta
una delecidn de 455 bp en las muestras de hemaxdki pacientes asintomaticos. Esta
lesion en la estructura del gen de ND7 da lugar mRNA truncado que a su vez puede
alterar la funcion del complejo mitocondrial dekgsito. Los autores de este estudio
concluyeron que ND7 puede funcionar como marcadaecenlar de potencial interés
para el diagnostico de muestras aisladas de pasiehagasicos, siendo asi que aquellas
muestras que presenten la delecion en ND7 corrdspoa la fase asintomatica de la
enfermedad [BAPTISTA, VENCIO, et al; 2006].

3.2.6 Tripanosomiasis americana en Colombia

En Colombia los vectores principales somReprolixusy el T. dimidiatalMONTILLA,
GUHL, et al; 2002]. Los primeros informes cientbfscsobre animales domeésticos y
silvestres reservorios délcruzifueron realizados por César Uribe Piedrahita &9.19
Uribe encontré vectores dé&l cruzi en Prado (Tolima), lo cual comunico en su articulo
“Infeccién deRhodnius prolixus Staldor T. cruziy T.rangell', en la Revista Médico-
Quirdrgica de los Hospitales de Bogota, en dicho. &n 1947 J. Caicedo y C.
Hernandez escribieron su informe sobre los primeas®s crénicos de la enfermedad
comprobados en Colombia, procedentes de Fusagashgd@inamarca. En 1975,
Cornelis Marinkelle, asi como Antonio D'Alessandyosus colaboradores de la
Universidad del Valle, llevaron a cabo investigaei®, en los llanos orientales,
publicadas en 1984. Los casos de enfermedad dea€hgcubiertos por el médico
Carlos Duarte ocasionaron la venida (a la zonaadesélvas del Putumayo) de los
profesores Augustini y Franklin A. Nova, de la Edaude Salud de Harvard, para

realizar investigaciones sobre tripanosomas era&lt@nmbo y, luego, en la Amazonia.

En la década de los noventa en Bucaramanga envarsidad Industrial de Santander,
se cred el Centro de Investigaciones de Enfermedadmpicales (CINTROP) que ha
servido de apoyo a la investigacion y control dehdermedad de Chagas [SERPA,
2003].

También cabe mencionar el Grupo de Investigacidmesia enfermedad de Chagas de

la Universidad de Antioquia. Sus proyectos se aenan el estudio de la estructura
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genética y las relaciones filogenéticas existeaitie diversas cepas colombianad de
cruzi, mediante la técnica de analisis por marcadoresaBnzimas y esquizodemas
[JARAMILLO, MORENO, et al; 1999]. Posteriormentevestigaron, mediante el uso
de la técnica de LSSP-PCR en una region variablesdinicirculos del kDNA, con el
fin de determinar una posible relacion genéticaeetds diversas cepas decruzi
aisladas de las diferentes especies de vectorespetieros humanos. En este estudio
encontraron gran similitud en una misma regionae de los minicirculos entre las
diferentes cepas encontradas en los pacientes demisma region geografica
[SALAZAR, SCHIJMAN, et al; 2006].

Finalmente, es importante hacer mencion del Gruigpdnthunologia y Epidemiologia
Molecular (GIEM) de la Facultad de Salud de la @mdad Industrial de Santander, el
cual realiza investigaciones en el hospedero humemo el fin de determinar
marcadores de susceptibilidad y/o severidad a flarraedad de Chagas, entre otros
proyectos relacionados con enfermedades infeccigsastoinmunes. EI GIEM se
centra en la identificacion de genes implicadoslaan mecanismos de defensa que
pueden estar involucrados en la susceptibilidaétiEnde los individuos a desarrollar
enfermedades infecciosas, alérgicas y autoinmiistas investigaciones aprovechan la
informacion  disponible del Proyecto Genoma Human®IV[SION DE
PUBLICACIONES UIS, 2005].
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3.3 HIPOTESIS DE LA PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

3.3.1 Hipotesis de la autoinmunidad

Esta hipotesis surgié del hallazgo, en el suerdodepacientes, de anticuerpos que
reconocen antigenos tanto del parasito como ddbtegardiaco del hospedero; a la vez
gque esto sucedia en una escasez de carga pagiamitdos tejidos dafiados del paciente
cronico [KALIL, CUNH-NETO; 1996]. A pesar de estestubrimiento, aun no esta

claro si el mecanismo de autoinmunidad es una aeisa patologia de la enfermedad
de Chagas o si es una consecuencia de la mism&FJFAENBAUM, 2005].

Hay varios mecanismos que inducen la autoinmunieiad! caso de la enfermedad de
Chagas se cree que la autoinmunidad puede semnam@ipor cualquiera de los
siguientes dos:

1) Mimica molecular:Se ha reportado que los linfocitos T aislados alegie
periférica de pacientes chagésicos cronicos sativea a algunas secuencias de
aminoacidos de la proteina B13 ddl. cruzi y a otras secuencias
correspondientes a la miosina cardiaca humana [JMMALIANO, et al; 2005].

2) Activacion directa:Puede ocurrir en un ambiente que favorece lanrataon de
los tejidos inducida por la invasion delcruzi Este ambiente rico en citoquinas
y Oxido nitrico puede ser suficiente para estimulas linfocitos T
autorreactivos. Otro factor que puede contribwgst es la citélisis miocardiaca
resultante de la liberacion de tripomastigotesoakhte sanguineo, lo que a su
vez puede liberar sustancias propias de las cétalaacas del organismo que
pueden ser reconocidas como antigenos. En apasta éeeria, se han reportado
varios ejemplos de autoinmunidad que ocurre luedaldio generado por una
cirugia del corazdn, el rechazo de transplantesras anfecciones al corazon
causadas por virus [ENGMAN, LEON; 2002].

Sin embargo esta hipoétesis presenta dos principedegradicciones. La primera
consiste en que también se han encontrado lo<iliofoT autorreactivos en la sangre
periférica de pacientes asintomaticos; por lo quewede deducir que éstos no serian

los responsables directos del dafio en los tejidoslod pacientes sintomaticos
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[HYLAND, ENGMAN; 2006]. La otra contradiccion corste en que la aplicacion de

un tratamiento inmunosupresivo aliviaria los sirdencausados por una enfermedad
autoinmune, pero ya se ha constatado que estontmmmducente en el caso de la
enfermedad de Chagas [TARLETON, 2001].

3.3.2 Hipdtesis de la persistencia del parasito

Esta hipotesis se apoya en el hecho de que lasniexttos dirigidos a la disminucién de
la carga parasitaria conducen a una mejoria dsildemas en los pacientes chagasicos
cronicos. Se ha reportado que el suministro dehd&o benznidazole a largo plazo
condujo a la mejoria del 8% de los pacientes codniatados [CANCADO, 2002].

Otro aspecto a favor de esta hipoétesis es el hdeltue se detecta ADN vy proteinas de
los amastigotes en los tejidos dafiados UnicamEstelecir, que en los pacientes que
desarrollan cardiomiopatia, se encuentran dichogoaoentes del parasito solamente en
el tejido cardiaco afectado; y a su vez los paegegjue desarrollan megaesofago o
megacolon contienen los mismos componentes desipmen dichos tejidos afectados
[TARLETON, 2003].

Otro aspecto que conllevaria a la aceptacion detestia seria el desarrollo de una
vacuna que indujera la disminucion de carga parésitdeT. cruzi en los pacientes
chagasicos. Se sabe que el desarrollo de vacumhsrammiento médico mas eficaz en
el control de enfermedades infecciosas. Aunqueerfasiesarrollado una vacuna viable
para la enfermedad de Chagas, ya se han identificados antigenos con un uso
potencial en inmunoterapia. Los genes que codifidehos antigenos podrian ser
utilizados para desarrollar una vacuna de ADN, istavde que ha sido demostrado
recientemente que las vacunas de ADN pueden induarrespuesta de linfocitos T
[LIU, 2003]. Se ha comprobado experimentalmenteagones la eficacia de plasmidos
que contienen el gen PFR2 para inducir los anfmseradecuados en contra del
cruzi. Posteriores estudios irian dirigidos en la impletaeién de dichos pladsmidos en
el disefio de una vacuna para humanos [MORELL, THSM& al; 2006].
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3.3.3 Hipdtesis de la genética del parasito y/o debspedero

Con el desarrollo de la técnica de PCR (PolymeGis®n Reaction) se hizo posible la
deteccion de genes del parasito en la sangre peaif¢en los tejidos de los hospederos
mamiferos infectados [GOMES, et al, 1998; JONE®J,e1993]. Estos nuevos estudios
dieron lugar a establecer la nocién de que la ei@mnagendmica del. cruzi puede
influenciar el curso de la enfermedad [MACEDO, MAGIBIO, et al; 2004].

Por otra parte la genética del hospedero puedel pento central para explicar porqué
sblo el 30% de las personas infectadas €orcruzi desarrolla la patologia de la
enfermedad. En una investigacion llevada a cabaatones y cerdos se determino si la
infectividad de una cepa de cruzi podia ser modificada cuando se somete a varios
hospederos. Los resultados demostraron que lueganaatener el parasito en dos
hospederos diferentes, esto conllevo a una alterasi su infectividad (de acuerdo con
las pruebas parasitoldgicas), mas no en su periigtico segun el analisis por RAPD.
Este incremento en la infectividad se observo srclones que pasaron por los ratones,
mientras que aquéllos que pasaron por los cerdosamifestaron ningin cambio. Este
es un fendmeno que demuestra ser dependiente dapedwro, ya que el
comportamiento de una misma cepa del parasito ifeeedte en ambos hospederos.
Caracteristicas del hospedero, tales como la rsspueamune probablemente
influenciaron los cambios observados en la infeddidt del parasito. Por lo tanto estos
resultados sugieren una fuerte influencia de lotfas genéticos del hospedero en el
comportamiento de las cepasTderuzi [PEREZ, PADILLA, et al; 2006].

3.3.4 Hipotesis de la insercion de KDNA ddlrypanosoma cruz al hospedero

Teixeira y colaboradores han postulado que el kp&senta la facultad de transferirse
al genoma de las células afectadas del hosped&iXETRA, ARGANARAZ et al;

1994]. Se han realizado varios estudios interesamterca de la transponibilidad del
kKDNA en los genomas de pacientes chagasicos cseitda Facultad de Medicina de
la Universidad de Brasilia. En uno de estos essydiieron una comparacion de la
insercion del KDNA en el genoma presente en muesteasangre de 13 pacientes

chagasicos cronicos (todos estos pacientes habiaadp el parasito por mas de 30
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afos) para determinar si realmente existia tragmsfé genética horizontal de ADN del

T. cruzihacia organismos de diferente reino.

Los resultados del analisis revelaron la presedeidragmentos de minicirculos de
kDNA insertados covalentemente en el genoma de wadae los 13 pacientes en uno
0 mas loci. Se identificaron cinco loci que serviamo sitios de inserciéon, ademas del
locusp-globina en el cromosoma 11 en 9 de los 13 pasgntes retroposones LINE-
1, los cuales también sirvieron, frecuentementsocblanco de insercion. Se encontré
gue los elementos repetitivos cortos del parasitoconjunto con los del hospedero,
facilitaban la insercién del KDNA mediante reconduiidn homoéloga.

Ademas de comprobar la transferencia genética Tdetruzi hacia humanos, se
reprodujo experimentalmente esta transferenciaoeejos y pollos. EI KDNA estuvo
presente en los genomas de ocho conejos infectadokamente (entre 6 meses y 3
afos). EI DNA fue extraido de muestras de tejidodieao, muscular, intestinal,
hepatico, renal y sanguineo; los cuales fueroridatios con una region de 122 bp del
minicirculo del kDNA. En los pollos se observo ui@ea germinal que heredo el
KDNA insertado en el genoma de los progenitorestotal ausencia de infeccion
persistente. Los autores de este estudio llegardm @nclusién de que quizas el
problema mas importante en el campo de la investigade la enfermedad de Chagas
sea la determinacion de la patogénesis durantaska dronica. A partir de esta idea,
ellos proponen la posibilidad de que la inserci@h kDNA induzca una mutacién
génica, la cual seria causante de la produccidprateinas quiméricas, que a su vez
serian las responsables directas de la respuetimrmaune [NITZ, GOMES, et al;
2004].

Posteriormente estos mismos investigadores postulan otro estudio que dicha
insercion podia movilizarse a través del genomddgpedero. Para ello cultivaron una
linea de macréfagos humanos que fueron infectaoiod .ccruziy se observo que las
células infectadas recientemente (a los siete dBaisfeccion) presentaban bandas de
1200, 1800 y 2200 bp; ademas de la banda de 3@@IgDNA del T. cruzi Por otra
parte, en las células que tenian 30 dias de hmlmem$ectadas, no se encontro la banda
de 360 bp; pero las demas bandas si, y en maymsidad, es decir en mayor cantidad.

Luego se tomaron algunas de estas Ultimas mugstrasclonarlas y secuenciarlas y se
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encontr6 que contenian la secuencia correspondeni@a regiéon de uno de los
minicirculos del KDNA dell. cruzi la secuencia S36. Se utilizé también la técnea d
Southern blot para analizar dichas muestras y sered que los fragmentos de las
mismas hibridaban con la sonda L1 (una secuencidigtenucleotidos correspondiente
al retroposon LINE-1 del genoma humano), por ldaase verificO que la secuencia
S36 se habia insertado en el retroposdn LINE-IABN de los macréfagos y que de
esta manera se podia seguir movilizando a travEeget®ma humano gracias a la
movilizacién del elemento LINE-1 [SIMOES-BARBOSARGANARAZ, et al; 2006].

El estudio realizado en el presente proyecto sé peecisamente en comprobar si esta
hipotesis propuesta por Teixeira y colaboradoredadé&niversidad de Brasilia se
presenta en el caso dBtypanosoma cruzi, Iprincipal causante de la enfermedad de

Chagas en la regién de Santander, Colombia.
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3.4 TECNICAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO

3.4.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Conocida como PCR por sus siglas en inglés, estéamaca de biologia molecular
descrita en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivoadsener un gran numero de copias de
un fragmento de ADN en particular, partiendo de cawatidad minima del mismo. Es
asi como esta técnica permite que cualquier mudstrADN pueda ser amplificada
hasta en un millon de veces su cantidad originalamplificacion de un segmento de

ADN por PCR comprende los siguientes pasos:

1. DesnaturalizacidonlLas cadenas de ADN son separadas por calentanai€BecC.

2. Hibridacion: Al bajar la temperatura hasta llegar al rango i@ entre 50-65°C, los
cebadores se hibridaran con su secuencia compleri@erédn el ADN molde
desnaturalizado en el paso anterior. Estos cebadotgan como limites de la region
de la molécula de ADN que va a ser amplificada.

3. Extensidn La reaccion de replicacion o sintesis de ADN &slizada por la enzima
Tagpolimerasa, la cual toma el ADN molde para sinétia cadena complementaria,
partiendo del cebador como soporte inicial y pasterente afiadiendo los dNTP’s
presentes en el medio de reaccion. La temperaturadkima actividad para [Baq
polimerasa esta entre 75-80°C. El tiempo de exiendeépende de la enzima usada,

asi como de la longitud del fragmento de ADN qugusere amplificar.

4. Se repiten los tres primeros pasos para 25-80sciLuego de esto, el fragmento

original de la muestra de ADN ha sido amplificagcoaimadamente en $0eces.

La realizaciéon del andlisis de una muestra de AD&dHiemte la técnica de la PCR

requiere de la preparacion de los siguientes coamien:

1.Solucién tampon de amplificacionLos tampones de PCR que se utilizan
normalmente contienen KCI, Tris y MgCIElI MgClL es el que mas influye en la

especificidad y rendimiento de la reaccion, ya lpgeones M§" son necesarios para
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la actividad de la enzim@aq polimerasa, actuando como cofactores de ésta. La
concentracion optima de Mg(dsta en torno a 1.5mM, si se emplean concent@gion
de 200mM de cada uno de los dNTP’s. No obstantecas es necesario probar con
diferentes cantidades de Mg, puesto que un excesomismo conlleva a la
acumulacion de productos inespecificos y una cadtichsuficiente hace que

disminuya el rendimiento de la amplificacion.

2.Cebadoresia longitud de cada uno de los iniciadores debsr entre 18-24 pares de
bases, pues se ha comprobado que los iniciadoresmger longitud no aumentan el
rendimiento, y los de menor longitud carecen deciguite especificidad. Ambos
cebadores deben tener una temperatura de fusidlarsimaximo 5°C de diferencia).
La relacion bases purinicas: bases pirimidinicdse dger 1:1 (0 como mucho 40-
60%). La secuencia de los iniciadores debe comewnz@rminar con dos bases
purinicas. Para evitar la formacion de dimerosnilgaidores es necesario comprobar

gue éstos no contengan secuencias complementaniase

3.Desoxirribonucledtidos trifosfatos.as concentraciones de los dNTP’s que suelen
usarse estan en torno a gB0para cada uno de ellos. En un volumen de reacsdn
25ul con esta concentracion de dNTP’s se sintetizagigre 6-6.hg de ADN. La
concentracion de dNTP’s y de MgGJan relacionadas ya que el Mg se enlaza a los
dNTP’s, con lo que las concentraciones elevaddssdmismos inhibirian la reaccion
al no tener & ag polimerasa suficiente Mg para la incorporacionadedNTP’s. Para
una concentracion de 200 de cada dANTP se suele afadir MgG una

concentracion de 1.5mM.

4.Tag polimerasa:Las cantidades Optimas daq polimerasa para la sintesis de ADN
estan alrededor de 2 unidades de la enzima gind25volumen final de reaccion. La
actividad de esta enzima esta influenciada pooteentracion de dNTP’s, de Kigy
de algunos iones monovalentes, de manera que domzenes elevadas de los
mismos inhiben dicha actividad. Por otra parte,upéas concentraciones de KCI
estimulan la actividad sintética de la enzima erb®60% con un maximo aparente

cuando su concentracion es de 50mM.
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5.ADN molde:Es la muestra de ADN que se quiere amplificargecasaltar que la
cantidad de ADN de la muestra no debe ser meras arig [MULLIS, 1987].

3.4.2 Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar las bandas de ADN contenidas ermuestra es necesario sembrarlas
en un gel de agarosa y separarlas mediante laaeigiicde un voltaje en la solucion
salina en la que se encuentra sumergido el gell@®mmuestras sembradas. Los
fragmentos de ADN son asi separados segun su tamagsto que los fragmentos mas
livianos migran més rapido que los mas pesadosa hatkstra de ADN proveniente de
una PCR o de una digestion con enzimas de resinices analizada mediante esta
técnica. Cada muestra de ADN es mezclada con Unei@otampdn de carga, la cual
esta compuesta por un polisacéarido de alta densigladminado ficol y una mezcla de
tres colorantes (azul de bromofenol, naranja Ggnrcianol) que permite visualizar el
avance de las muestras durante el transcurso eledaoforesis. El gel es tefiido con
bromuro de etidio, que es la sustancia que allgerinada con radiacion ultravioleta
fluoresce y permite ver las bandas de ADN, cuatduéda que contenga una cantidad
igual o mayor a 20ng de ADN se hace claramentdleigyracias a este compuesto

fluorescente. La siguiente figura muestra la esttracquimica de la agarosa:

Figura 3. Estructura quimica del dimero constituyete de la agarosa. Tomado de
http://images.qgoogle.com.co/imgres?imgurl=http://wwv.uchile.cl/Alasbimnimage
s/mn-2000-20(2)-kessi-fig005.jpg
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La separacion de los fragmentos de ADN en el gedglrosa permite determinar su

peso en términos del nimero de pares de bases. camias muestras se siembra un
marcador de peso molecular, disponible comerciaeeue consta de una mezcla de
fragmentos de ADN cuyo numero de pares de basesrexido y de esta manera se

puede visualizar el tamafo de las bandas de ADskptes en las muestras bajo estudio
[LEHNINGER, 2000]. El proceso completo se resuméaesiguiente figura:

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa. Tomado de
http://images.google.com.co/imgres?imqgurl=http://www.uchile.cl/Alasbimnimage
s/mn-2000-20(2)-kessi-fig006.ipg
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3.4.3 Hibridacién con sondas

Esta técnica conocida comunmente como Southern @&fothonor a su inventor el
bidlogo britAnico Edwin Southern, es un métodoiaado rutinariamente en biologia
molecular para detectar la presencia de una sdeuespecifica de ADN en una
muestra cualquiera de ADN. Las etapas que conetitgsta técnica se numeran a

continuacion:
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1.Digestiéon del ADN gendmico con enzimas endonucteaba restriccion: Estas
enzimas reconocen una secuencia especifica del j\2ldemas lo cortan en ese
mismo punto o en otro cercano a ese, rompiendaldgssenlaces fosfodiéster de la
doble hélice y generandose asi fragmentos de difsyetamafios. Las enzimas
utilizadas en este estudio fueronHeoRIy la BamH|, sus principales caracteristicas

se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1. Caracteristicas de las enzimas de restrién EcoRl y BamHI. Tomado

de http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima de restricci%C3%B3n

Sitio de
Enzima Origen bacteriano| reconocimiento | Resultado del corte
o _ 5'GAATTC 5---G AATTC--3'
EcaRl Escherichia coli 3'CTTAAG
3---CTTAA G--5'
_ 5'GGATCC 5---G GATCC---3'
BanHl Bacillus 3'CCTAGG 3---CCTAG G---5'
amyloliquefaciens

Esta técnica requiere una gran cantidad de matgrgdtico, es decir se necesita que la
muestra de ADN tenga una concentracién igual o may00ng/ul. En el caso de una
doble digestion (una digestion con dos enzimagatites de restriccion) se necesita que
dicha concentracion sea por lo menos de 300nggHNINGER, 2000].

2.Separacion de los fragmentos obtenidésto se hace por medio de una electroforesis

en gel de agarosa.

3.Desnaturalizacion de los fragmentos separadds:coloca el gel de agarosa en una
solucién que contiene hidréxido de sodio, con reldé desnaturalizar la doble hélice
de las muestras de ADN en el gel. Esto ayuda &lg8BN de carga neta negativa, se
enlace mas facilmente a una membrana de nylon dangesitivamente, ademas de

gue las muestras de ADN quedan en forma de cademdla para hibridarse luego
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con la sonda, y por ultimo se destruye cualquisidi® de ARN que haya en las
muestras de ADN [LEHNINGER, 2000].

4 Transferencia de las cadenas simples a una membdanaylon:Se coloca el gel
encima de un papel filtro de igual tamafio y qué est contacto con una solucién
tampdn de citrato trisédico, encima del gel se @lona membrana y sobre ésta se
coloca una pila de toallas absorbentes. Finalmsmitenloca un peso de alrededor de
medio kilo sobre las toallas, lo cual garantiz&rdasferencia de la muestras de ADN
desde el gel hacia la membrana por accion capl&HNINGER, 2000]. A

continuacion se ilustra un esquema del montajeadéerencia:

Figura 5. Montaje de transferencia de ADN desde ebel de agarosa a la
membrana de nylon. Tomado de
http://www.mmi.mcgill.ca/mmimediasampler2002/imagefbnol5/5nol5overview.
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5. Fijacién de las muestras de ADN en la membrana ylenn Para esto se puede
calentar la membrana a 80°C o se puede irradialuzonltravioleta, con el fin de
enlazar el ADN de manera covalente a la membramgide [LEHNINGER, 2000].

6.Hibridacién de las muestras de la membrana de nglmmuna sondata sonda es un
fragmento sencillo de ADN con una secuencia espactfuya presencia esta por

determinarse en las muestras de ADN de la membEsta sonda debe estar marcada
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para ser detectada, usualmente mediante la in@mipar de elementos radiactivos
(por ejemplo®?P) o enlazando a la sonda una molécula con un&deotrescente o
cromogeénico. Para asegurar la especificidad détalacion de la sonda con el ADN
de la membrana se utiliza ADN de esperma de sapatmel bloqueo de la superficie
de la membrana, ademas de formamida desionizaéseygéntes tales como el SDS
para reducir hibridaciones no especificas de ldaon

En este estudio se utilizo el marcaje enzimatieatario de la sonda con digoxigenina.
La digoxigenina es un esteroide exclusivo de laeed y hojas de las plantBggitalis
purpureay Digitalis lanata Es una molécula que posee propiedades inmun@ggnic
siendo por ello aplicada en varias técnicas deofial molecular. Los anticuerpos
generados en contra de los haptenos como la diyur@ tienen una mayor
especificidad por sus antagonistas que otros ampos. Es por esta razon que la
digoxigenina se convierte en un marcador inmunogigmico estandar para realizar

hibridaciones in situ. A continuacion se ilustrafdructura quimica de la digoxigenina:

Figura 6. Estructura quimica de la digoxigenina. Tmado de

http://en.wikipedia.org/wiki/Digoxigenin

La mezcla de marcaje enzimatico aleatorio de lal@aon digoxigenina incluye la
enzima Klenow polimerasa, cebadores hexadmeros, BNTRG-dUTP, ademéas de
otros componentes de la solucién tampon que rexjlaeenzima. Al adicionar a esta
mezcla el ADN que se quiere marcar, la enzima Kiepolimerasa va incorporando un
DIG-dUTP cada 20-25 pares de bases, razén pomwlasewobtiene una sonda altamente
sensible, capaz de detectar su secuencia homologma muestra de ADN de la
membrana de nylon cuya cantidad puede ser de afiehag [DIG APPLICATION
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MANUAL, 2000]. En la siguiente figura se muestradstructura quimica del DIG-
dUTP:

Figura 7. Estructura quimica del DIG-dUTP. Tomado ¢ DIG Application Manual

de Roche Diagnostics.
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7.Deteccion de la hibridaciénDespués de la hibridacion se lava el exceso daasde
la membrana, se bloquea con una solucion espegifica ello y se lava con una
solucion que contenga el respectivo anticuerpoj@gacio con alcalina fosfatasa) del
agente fluorescente contenido en la sonda marecaddicho agente. A continuacion
se agrega un sustrato que genere la reaccion deofjuniniscencia y el patron de

hibridacién es visualizado en una pelicula de ra§asediante una autorradiografia.

El anticuerpo de antidigoxigenina utilizado se emtta a su vez conjugado a la
enzima fosfatasa alcalina, la cual reacciona posteente al agregarse la solucioén de
CSPD (1,2-dioxetano fosfato adamantil 5-cloro $uiskd). Esta reaccion
quimioluminiscente consiste en la desfosforilacEmezimética del sustrato CSPD
mediante la accion de la enzima fosfatasa alcalgenerandose asi una emision de
luz cuya maxima longitud de onda es de 477nm. &wigion de luz no es detectable
a simple vista, siendo por ello necesaria la exjpmsia una pelicula de rayos X
durante un intervalo de tiempo adecuado, determimagberimentalmente segun la
calidad de la pelicula utilizada [DIG APPLICATION AMUAL, 2000]. En la

siguiente figura se muestra el esquema de estai@daac
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Figura 8. Reaccidon quimioluminiscente del CSPD. Toado de DIG Application
Manual de Roche Diagnostics.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 MUESTRAS DE ESTUDIO

Las muestras de ADN analizadas, forman parte destudio realizado por el Grupo de
Inmunologia y Epidemiologia Molecular (GIEM) conQ&dividuos seropositivos a
antigenos deTrypanosoma cruzicon el fin de analizar por SSP y RFLP-PCR
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en loseage tanto de proteinas relacionadas
con actividad pro-inflamatoria (TNF-a, IL-1, IL-I2 CCR5), como anti-inflamatoria
(IL-10 e IL-1Ra), al igual que receptores de inndiai innata como TLR2 [ZAFRA,
FLOREZ, et al; 2006]. Estas muestras fueron exaside sangre periférica de los
pacientes seropositivos a antigenos @elcruzi mediante la extraccion de ADN
utilizando el protocolo denominado Salting out. &Pda realizacion del presente
proyecto se tuvieron en cuenta 130 muestras cardigates a pacientes chagasicos
sintomaticos (los cuales presentan diferentes grdéocardiomiopatia) y 50 muestras

provenientes de pacientes chagasicos asintomaticos
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4.2 AMPLIFICACION DEL ADN DE LAS MUESTRAS POR REACC ION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se hicieron PCR’s para determinar la presencia OBl Alel parasito, con secuencias
propias del mismo, mas concretamente con los pdeesebadores de secuencias
especificas del KDNA S35/S36 y nDNA Tczl1l/Tcz2 deypanosoma cruziAmbas

PCR se realizaron de acuerdo con los parametrestdadarizacion determinados en el

laboratorio del grupo. Para cada PCR se utilizaoortroles negativos y positivos.

4.2.1 PCR con los cebadores Tczly Tcz2

La PCR se llevé a cabo en un volumen final de iéacde 20ul, conteniendo agua
destilada estéril, solucion tampén 1X, MgQ|5 mM, 200uM de dNTP’s, 0,5 mM de
cada cebador Tczl: 5-CGAGTCCTTGCCCACACACGGG-3' yczZ 5-
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTC-3', 0,6 Uil de enzima Tucan Taq DNA Polimerasa
y 1 ul de la muestra de ADN. Las cantidades utilizadasatia componente de la PCR

se especifican en la siguiente tabla:

Tabla 2. Preparacion de la mezcla de PCR con losbzdores Tczly Tcz2.

Volumen en el | Concentracion
Reactivo vial de PCR final
(ul) (vial de PCR)
Agua destilada 13,28
Solucién tampon (10X) 2 1X
MgCl; (25 mM) 1,2 1,5mM
dNTP’s (10 mM) 0,4 200M
Cebador Tcz1 (1aM) 1 0,5uM
Cebador Tcz2 (1aM) 1 0,5uM
Tucan Tagq DNA Polimerasa
(5 U/l) 0,12 0,6 U
DNA (de cada muestra) 1
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Cada muestra con su mezcla de PCR se sirvio emaudes0,2ml. La amplificacion se
llevd a cabo en un termociclador PERKIN ELMER 2806-Rad, Inc., de acuerdo a las
siguientes condiciones de ciclado: 5 minutos a @ la desnaturalizacion inicial, 40
ciclos de 20 segundos a 94°C, 20 segundos a 60°8D ysegundos a 72°C,
correspondientes a los tiempos de desnaturalizacidineamiento y extension,
respectivamente. Posteriormente se sometid pornitos a 72°C, para la extension
final [MOSER, KIRCHOFF, DONELSON; 1989].

Figura 9. Vista de la muestras en el termociclador.

4.2.2 PCR con los cebadores S35y S36

La PCR se llevé a cabo en un volumen final de iéacde 20ul, conteniendo agua
destilada estéril, solucion tampén 1X, MgQ|5 mM, 200uM de dNTP’s, 0,6 mM de
cada cebador, S35: 5-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCARE3', y S36: 5'-
GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3', 0,6 W de enzima Tucan Tag DNA Polimerasa
y 1 ul de la muestra de ADN. Las cantidades utilizadasatla componente de la PCR

se especifican en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Preparacion de la mezcla de PCR con losbzlores S35 y S36.

Concentracion
Reactivo Volumen (ul) final
(vial de PCR)
Agua destilada 12,88
Solucién tampon (10X) 2 1X
MgCl; (25 mM) 1,2 1,5mM
dNTP’s (10 mM) 0,4 200M
Cebador S35 (1aM) 1,2 0,6uM
Cebador S36 (1M) 1,2 0,6uM
Tucan Tag DNA Polimerasa
(5 U/ ul) 0,12 0,6 U
DNA (de cada muestra) 1

La amplificacion se llevo a cabo en el termocictad&RKIN ELMER 2400 Bio-Rad,
Inc., de acuerdo a las siguientes condiciones dadd: 5 minutos a 94°C para la
desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de 1 minut848C, 1 minuto a 65°C y 2 minutos a
72°C, correspondientes a los tiempos de desnatacain, alineamiento y extension,
respectivamente. Finalmente se sometio por 10 wsnait72°C, para la extension final
[AVILA, PEREIRA, et al; 1993].

4.2.3 Electroforesigde las muestras de ADN amplificadas por PCR

El corrimiento del producto de cada PCR se reaiz@eles de agarosa al 2%, tefiidos

con bromuro de etidio. Los pasos de ejecucion fubre siguientes:

1.Preparacion del Buffer TAE 1) partir de la solucién TAE 50X (Tris-base, Acido
acético y EDTA) se preparo una dilucion a solu¢campéon TAE 1X.

2.Preparacion del gel de agaros&ara el molde de la camara electroforética (Bca
Radd- Wide Mini subcell GT) se disolvieron 0,8gatgrosa en 45ml de buffer TAE
1X, a una temperatura de 97°C hasta observaruiditigperfectamente claro. Luego se
agrego ul de bromuro de etidio y se sirvié en el molde,addplo solidificar por

espacio de 20 minutos.
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3.Corrimiento: En la camara electroforética se introdujo el gel dgarosa,
sumergiéndolo en solucion tampon TAE 1X. Luego,ad&iond ul de solucion
tampon de carga en cada muestra y se sembraraadanuao de los pozos del gel.
Para cada electroforesis se cargaronl3j8l marcador de peso molecular de 50bp en
un pozo de cada hilera de pozos. El corrimienttsi@roductos de PCR se hizo con
un voltaje de 70V por un tiempo de 50 minutos.

4.Observacion de los geletos geles fueron observados bajo luz ultravioletael
transluminador (Power-Pac 300) y fotografiados cma camara digital (Canon)
[RANGEL, 2002].

Figura 10. Vista del sembrado de las muestras en @l de agarosa.

-

Figura 11. Vista del gel de agarosa al finalizar lalectroforesis.
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Al observar la separacién de los tres colorantesapunforman la solucién tampén de
carga para cada muestra, es decir la separaciomadmhja G, xilenocianol y azul de

bromofenol, se sabe que el gel ya esta listo paratsservado en el transluminador y
fotografiado.
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4.3 DOBLE DIGESTION DE ADN GENOMICO CON ENZIMAS DE
RESTRICCION BamHI Y EcoRlI

La PCR no provee resultados sobre la inserciorkdBIA del parasito sino sélo de su
presencia en las muestras, por ello fue neceszalzar la transferencia de las muestras
de ADN desde un gel de agarosa a una membrandate Rwra este fin se utilizo ADN
digerido con las enzimas de restriccibooRly BamHI| este ADN luego fue separado
en un gel de agarosa al 0,7% vy transferido a unanbrema de nylon para
posteriormente realizar la hibridacién de dichasestnas de la membrana con un
oligonucledtido marcado enzimaticamente con digemiiga. Al realizar este
procedimiento con el ADN del paciente (fragmentadosecuencias especificadas por
las enzimas utilizadas en la digestion) y con uwauencia especifica de un gen del
parasito como sonda, es posible determinar siezxiBagmentos de dicho gen del

parasito insertado en el genoma de los pacientes.

La doble digestion se llevd a cabo a un volumeal file reaccion de 20 conteniendo
agua destilada estéril, solucion tampén Tango 1XJQI de enzimaBamH|, 0,35U/
de enzimaEcoR| y entre 1-hg de ADN gendmico. Las cantidades utilizadas decad

componente de la doble digestion se especificda siguiente tabla:

Tabla 4. Preparacion de la mezcla de doble digesti@dle ADN gendémico.

Concentracion | Concentracion | Volumen

Reactivo inicial final (ul)

Agua destilada 13

Solucién tampon

Tango 10X 2X 4
BamHI 10Ul 0,7U/ul 1,4
EcoRlI 10Ul 0,35U 0,7

DNA (de cada
muestra) 1ug/ul 0,05ug/ul 1
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La solucién tampon Tango es una mezcla de Trisac€B3mM, pH 7,9), acetato de
magnesio (10mM), acetato de potasio (66mM) y BSALM@/mIl). Esta solucion
tampodn es disefiada por el fabricante precisamemte garantizar un medio adecuado
para cualquier par de enzimas endonucleasas duwaatedoble digestion de ADN
gendmico. Una vez preparada la mezcla, se inculmagemperatura de 37°C durante
30 minutos en un horno de hibridacion (Binder) [8®0OO0K, RUSSELL; 2001].
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4.4 TRANSFERENCIA CAPILAR DE LAS MUESTRAS DE ADN DE SDE EL
GEL DE AGAROSA A UNA MEMBRANA DE NYLON

Teniendo las muestras digeridas se procedio a selaben un gel de agarosa al 0,7% y
se corrio la electroforesis a 55 voltios duranteogas. Luego, se observo el gel en el

transluminador y se tomd la correspondiente fofitjanto a una regla fluorescente.

A continuacion se preparé el gel para la transt@eenPara ello fue necesario
sumergirlo en una soluciéon desnaturalizante (NaQbMQ NaCl 1M) durante 30
minutos, con agitacion mecanica a 60 rpm en unabaxora-agitadora (Heidilph
UNIMAX 1010). Después se lavo el gel con agua thgsi y se sumergio en una
solucion neutralizante (NaCl 3M, Tris-HCI 1,5M, pH5) nuevamente durante 30

minutos y con agitaciébn mecanica a 60 rpm.

Una vez preparado el gel, se procedio a realizanaitaje de transferencia capilar.
Primero se colocd un soporte de vidrio sobrereaipiente y se cubrié con una hoja
larga de papel Whatman 3MM. El recipiente se llauh solucién tampon de
transferencia SSC 10X (Citrato trisédico 0,3M, N&M). Encima de la hoja larga de
papel Whatman se colocé otra hoja del mismo tardafigel y sobre ésta el gel. Luego
se remoj0 la membrana de nylon (del mismo tamafiogd® en solucion de
transferencia y se coloco sobre el gel, y se eremm sus bordes con papel Wrap de tal
forma que quedaran a su vez sellados los bordesalplente expuestos a la atmdésfera.
Después se colocé encima de la membrana otra lojpagel Whatman de igual
tamano. Finalmente se colocd una pila de toallagaghel, de tal manera que esta pila
tuviera una altura de aproximadamente 8 cm, y emsiencoloco un recipiente con 700
ml de agua. Una vez completado el montaje, se glegdocurrierda transferencia del
ADN desde el gel a la membrana de nylon por accaguilar, durante 18 horas.
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Figura 12. Vista lateral del montaje de transferenia de ADN.

Una vez completada la transferencia capilar derlasstras de ADN, se removi6 el
peso, las toallas, el papel Whatman y se marcdamn la ubicacién de cada pozo del
gel en la membrana para la correspondiente idestifin de cada muestra de ADN.
Posteriormente se remojé la membrana en solucid@ 3%, se colocé entre dos
pedazos secos de papel Whatman, y se introdujo @omo (Gemmy 888). Se calentd
a 80°C durante 45 minutos [SANBROOK, RUSSELL; 2001]

Figura 13. Vista de la membrana luego de la transfencia capilar.

En esta fotografia se observa la membrana conrangafazul, lo cual indica que la
solucién tampén de carga que habia en cada mubstADN del gel se transfirié al
nylon. Paralelamente se observé el gel en el wanishdor para constatar la ausencia

de bandas de las muestras de ADN en el mismo.
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45 MARCAJE DEL OLIGONUCLEOTIDO SINTETICO kCR CON

DIGOXIGENINA, HIBRIDACION DEL MISMO CON LAS MUESTRA S DE
ADN EN LAS MEMBRANAS DE NYLON Y DETECCION DE DICHA

HIBRIDACION MEDIANTE QUIMIOLUMINISCENCIA

Se adquirié un oligonucleétido de 121bp sintetizado Corpogen, cuya secuencia €s:
5-TTT GGT TTT GGG AGG GGC GTT CAAATT TTG GCC CGAAA TTC ATG
CAT CTC CCC CGT ACATTA TTT GGC CGA AAA TGG GGG TTGTC GAT
GGA GGT GAG GTT CGA TTG GGG TTG GTG TAA G. Esta seacia,
denominada kCR, es caracteristica del kDNA de ripsiriosométidos [NITZ, 2004].
Para el proceso de marcaje, hibridacion y deteat&rste oligonucledétido se dispuso
del “DIG High Prime DNA labeling and detection searkit 11" (Roche).

4.5.1 Marcaje enzimatico aleatorio del oligonucle@o sintético kCR con

digoxigenina

Se diluyeron 100 pmoles del oligonucle6tido kCR aua destilada estéril a un
volumen final de 16 pl. Se adicionaron 4 ul de fede marcaje con digoxigenina
(DIG high prime labeling mix se mezclé y centrifugd brevemente. Posterioreneat
incubo a 37°C durante 5 horas, en el horno (BindeEmalmente se detuvo la reaccion
calentando la solucién a 65°C durante 10 minutosrebloque seco (Lab-line Multi
Blok Heater) [DIG APPLICATION MANUAL, 2000].

4.5.2 Hibridacion de la sonda DIG-kCR con las muesis de ADN en las
membranas de nylon

El proceso de hibridacién se subdivide a su velagsiguientes etapas y condiciones
establecidas en el protocolo del fabricante dediéiimarcaje y deteccion:
a) Prehibridacion:

1. Se prepard la solucion de DIG Easy Hyb del kit deche, disolviendo el
contenido de una botella de granulos DIG Easy Hygb160 ml de agua
destilada.
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2. Se precalenté un volumen adecuado (10 ml/10bdmérea de membrana) de la
solucién de hibridacion a una temperatura de 37°C.

3. Se adicion6 esta solucion de hibridacién a unaitagi$astica con la membrana,
se sello la bolsita y se prehibridé la membranamher 30 minutos con agitacion

suave, y a una temperatura de 37°C, en el agitadabador de marca Heidilph.
b) Hibridacion:

1. Se agregd un volumen adecuado (3,5 ml/108 denarea de membrana) de la
sonda KCR marcada con digoxigenina, a la soluciéogbentada de hibridacion,
y se mezclo bien pero sin causar burbujeo.

2. Se incub6 durante 14 horas con agitacion suave demmperatura de 37°C, en el
agitador/incubador (Heidilph UNIMAX 1010).

Figura 14. Vista de la membrana durante el procesde hibridacion.

¢) Almacenamiento del exceso de sonda marcadaigorigenina:

Una vez completada la etapa de hibridacién, lacgmude hibridacién junto con el
exceso de sonda marcada con digoxigenina, fuemacahadas a -20°C hasta una

proxima hibridacion con otra membrana de nylon.
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d) Poshibridacion:

1.

2.

Se lavd la membrana dos veces, durante 5 minutoanpa solucion 2X SSC,
0,1% SDS, bajo agitacibn manual, a temperaturaenti

Se lavo dos veces, durante 15 minutos, en sol@BX SSC, 0,1% SDS a una
temperatura de 55°C en el agitador/incubador [DRFPRICATION MANUAL,
2000].

4.5.3 Deteccién de la hibridacion mediante quimiolminiscencia

Todas las incubaciones de esta parte del procettionée hicieron con agitacion y a una

temperatura de 42°C. Los pasos que se siguiergan s# protocolo del fabricante del

kit de marcaje y deteccién, fueron los siguientes:

1.

Se lavo la membrana previamente en solucion tardpdavado (acido maleico
0,1M; NaCl 0,15M; 0,3% Tween 20; pH 7,5) durantaifutos.

. Se incubd durante 30 minutos en 100 ml de la soude bloqueo (dilucion

1:10 de la solucion original del kit en soluciom{zn de &cido maleico: &cido
maleico 0,1M; NaCl 0,15M; pH 7,5).

Se incubd durante 30 minutos en 20 ml de la satude antidigoxigenina (20
ml de la misma soluciéon de bloqueo del paso amtegri@ul del vial del
anticuerpo antidigoxigenina del kit).

Se lavo dos veces (durante 15 minutos cada una)@ml de soluciéon tampon
de lavado.

Se equilibré durante 5 minutos en 20 ml de solutampon de deteccidn (Tris-
HCI 0,1M:; NaCl 0,1M; pH 9,5).

Se ubico la membrana con el lado del ADN haciebardentro de una bolsita
plastica esterilizada y se aplicd 1 ml de soludista para usar de CSPD del kit
sobre la membrana. Inmediatamente se distribuyosesttrato uniformemente y
sin dejar burbujas de aire sobre la membrana glkela bolsita.

Se incubo la membrana durante 10 minutos a 37°C.

Se expuso la membrana a una pelicula de rayos rfewmt@ durante una hora y
media en un cassette (Kodak).

Se proceso la pelicula de rayos X en la maquinaevkdado (Kodak X-OMAT
2000) del departamento de Radiologia del Hospital&tsitario de Santander
[DIG APPLICATION MANUAL].
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Figura 15. Vista de la membrana en el cassette.

En esta fotografia se observa la membrana debidamnsetiada, ya que es de extrema
importancia que ni una gota de solucion toque sseatte o la pelicula de rayos X, y
pegada en sus bordes con cinta de enmascararrpaemip cualquier movimiento de la

membrana que distorsione la imagen en la pelicula.
En la siguiente figura se ilustra el procesamiateola pelicula, el cual es bastante
sencillo en vista de que en una sola maquina padoea se realiza el revelado, fijacion

y secado de la pelicula de rayos X.

Figura 16. Vista del revelado de la pelicula de ras X
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RESULTADOS DE LA PCR DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES
CHAGASICOS CON LOS CEBADORES Tcz1/Tcz2

En todas las PCR que se realizaron, se utiliz6@NAle una cepa dé&rypanosoma
cruzi como control positivo y una muestra sin ADN coroateol negativo. En todas las
fotografias de los geles de agarosa se calculésel molecular de las bandas utilizando
el programa de Photo-CaptMW. La lista completasteseresultados se encuentra en el

anexo 1. La siguiente tabla resume los resultadtenmos con la PCR Tczl/Tcz2:

Tabla 5. Resultados obtenidos con la PCR Tcz1/Tcz2.

NUumero Porcentaje Porcentaje
Fase de la total de Numero de de Numero de de
enfermedad | muestras positivos positivos negativos | negativos
Fase | 50 4 8% 46 92%
Fase I 21 1 4,76% 20 95,24%
Fase I 82 0 0% 82 100%
Fase IV 27 1 3, 7% 26 96,3%

Cabe resaltar que se detectaron positivos en rasadtr ADN de pacientes chagasicos
en fase | principalmente. Esto puede ser una sifigjue en las fases cronicas de la
enfermedad los parasitos estén principalmente entdpdos, mas no en la sangre

[TARLETON, 2003].
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5.2 RESULTADOS DE LA PCR DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES
CHAGASICOS CON LOS CEBADORES S35/S36

Analogamente a lo descrito en el item anteriortiogias las PCR que se realizaron, se
utilizé el ADN de una cepa derypanosoma cruazomo control positivo y una muestra
sin ADN como control negativo, y se calcularonpesos moleculares de las bandas de
las muestras mediante el programa Phot-CaptMW. riragacion se muestra una foto
de un gel de esta PCR:

Figura 17. Fotografia del gel de agarosa con las mstras amplificadas por PCR
con el par de iniciadores S35/S36.

PCR S35/S36 08/08/06

- mp Tc4 04 05 06 07 08 08 .38
- -

-
—

En esta fotografia se observa la banda de 330 gsenuestras 04, 13, 14, 16, 23, 34,
37, 38, 39, 59, 63, 64, 68, 69. Adicionalmente,nagestras 06, 07, 08, 09, 10, 11, 17,
22, 24, 25, 27, 29, 36, 40, 48, 50 y 61 amplificauma banda de 520 bp. Todas las
muestras de esta fotografia corresponden a pasiehsgasicos sintomaticos, es decir
personas que se encuentran en las fases Il, Midella enfermedad de Chagas. La lista
completa de los resultados de ambas PCR se erg@enivs anexos 1y 2.

56



La siguiente tabla resume los resultados obteradoda PCR S35/S36:

Tabla 6. Resultados obtenidos con la PCR S35/S36.

NUumero Porcentaje Porcentaje
Fase de la total de Numero de de Numero de de
enfermedad muestras positivos positivos negativos | negativos
Fase | 50 10 20% 40 80%
Fase I 21 3 14,29% 18 85,719
Fase I 82 23 28% 59 72%
Fase IV 27 8 29,63% 19 70,379

Esta PCR es notablemente mas sensible que lacn&unque menos especifica, ya
gue detecta una secuencia que es comun en todwgpérssomatidos [AVILA, 1993].
Sin embargo, de nuevo se observa que la mayol@sdauestras de todas las fases de
la enfermedad dan un resultado negativo. Ademéasdecabe resaltar la presencia de
esa banda inespecifica de 520 bp, en vista de igha danda no se observé en las
muestras de los controles positivos de ADN amplda del parasito, se asume que fue
inadvertidamente amplificada a partir de un segmenty similar presente en el

genoma humano [GOMES, MACEDO, 1998]. El resto dedade ambas PCR’s se

encuentran en los anexos 3y 4.
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5.3 RESULTADOS DE LA DOBLE DIGESTION DE ADN GENOMIC O CON
LAS ENZIMAS DE RESTRICCION BamHI Y EcoRI

Solamente se realiz6 esta doble digestion con laestras positivas de la PCR con los
cebadores S35 y S36 y que ademas tuvieran una rtocamén igual o mayor a

0,5ug/ul, por lo cual se descartaron las mues8as237, correspondientes a pacientes
asintomaticos y las muestras 14, 16, 23, 39, 9, 139, 140 y 142, correspondientes a
pacientes sintomaticos. En seguida se muestraatoagtie ilustra el aspecto de las

muestras de ADN gendmico digeridas:

Figura 18. Fotografia del gel de agarosa con las restras de ADN digeridas.

MP C+ C+ C- 75 90 102 196 C+ 101 120 125 135 137 151 197 215 C+ C+
—

A

En esta fotografia se observa la apariencia gederlds muestras digeridas. En general
se obtienen barridos cuya intensidad es directar@oporcional a la cantidad original
de ADN de la muestra. En este gel se utilizé coordrol positivo 5 muestras de ADN
de la cepa 338 dE.cruzi lamplificado por PCR S35/S36, las cuales estanasicon
flechitas rojas. Las demas fotos de estos ensayescuentran en el anexo 5.
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5.4 RESULTADOS DE LA HIBRIDACION DE LAS MUESTRAS DE ADN EN
LAS MEMBRANA DE NYLON CON LA SONDA DIG-kCR

En los montajes de cada gel de agarosa se utdin® control negativo una muestra de
ADN de sangre periférica de una persona que noirdsgtada délrypanosoma cruzi
Como controles positivos se utilizaron un ADN gei@@mextraido de un cultivo de
parasitos delrypanosoma cruzi tepa 338, asi como muestras de esta misma cepa
amplificadas mediante la PCR con los cebadoresyS386. La razon por la que se
utilizé este amplificado es por lo reportado en aeliculo de Nitz, Teixeira y
colaboradores, en el cual las bandas de la presmgdecion de KDNA tienen tamafios

de 100bp y 400bp, las cuales son mas proximasnaita del amplificado (330bp) que

a la banda de 1400bp que hibrida en la muestralDi¢ genomico del parasito [NITZ,
2004]. En seguida se muestra una autorradiograficestudio realizado por Nitz y

colaboradores:

Figura 19. Imagen de la autorradiografia de hibridaion. Tomado de Nitz, N.
Gomes, C. Heritable integration of KDNA minicircle sequences fronml rypanosoma
cruz into the avian genome. Cell. 118 (2004) 176.
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No se observo hibridacion de ninguna de las muesie|a ADN de los pacientes
chagasicos, ni sintomaticos ni asintomaticos, asohda DIG-KCR. A continuacion se

muestran dos de las membranas obtenidas en ldsagriealizadas:

Figura 20. Imagen de la autorradiografia de hibridaion en la membrana

correspondiente al gel de agarosa de la figura 18.

C+ C+ 215 197 151 137 135 125 120 101 C+ 196 102 90 75 C- C+ C+

# .-

En esta imagen se observa que sélo las 5 muestrdBN amplificado de la cepa 338
deT. cruzi | hibridaron con la sonda DIG-kCR. (Recuérdese qupik se observa en la
membrana es una imagen especular de lo que sevabsmera fotografia del gel de
agarosa correspondiente, en este caso, el geladostn la figura 18). La aparicion de
este “background” en todas las autorradiografidsriflas se debe principalmente a que
no fue posible evitar el contacto entre la membmaylon y la bolsa plastica, ya que
el manual del fabricante recomienda que las merabrdeben nadar libremente en las
soluciones de hibridacion y deteccion al estarexdas en las bolsitas plasticas, sin
embargo, debido a la limitacion de recursos pacafdidad de muestras que se querian
analizar, no se pudo seguir esta recomendacionadena estricta. Ademas de esto, fue
imposible a su vez evitar la presencia de burbeiasada paso que requeria realizarse
en una bolsa plastica debido al modo artesanal eflade de las mismas [DIG
APPLICATION MANUAL, 2000].
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Figura 21. Imagen de la autorradiografia de hibrid&ion en la membrana con
muestras de ADN genomico del parasito, digerido yrsdigerir.

Todas las muestras de esta imagen de hibridacréesponden a la cepa 338 ecruzi

I. La muestra denominada AM es un amplificado corR P&35/S36, las muestras
enumeradas con 1 y 3 hacen referencia a la cantidatiuestra de ADN gendmico
sembrado en el gel de agarosa (1 y 3 pl, respentinte) las muestras 1d y 3d son estas
mismas muestras sometidas a la doble digestidfas@ndonucleas&coRly BamHL

Se observo la hibridacion de la muestra de ADN piehsito amplificado por PCR
S35/S36 (en el lado derecho). Por otro lado, sevobia misma banda de 1400bp que
obtuvieron Nitz y colaboradores en la figura 19)Jemuestra de ADN genémico de la
cepa 338 dd.cruzi | (sefialada con flechita roja). Nétese que a diteaedel KDNA
purificado que utilizd6 Nitz, esta muestra contiesleADN total del parasito, tanto
nuclear como extranuclear (kDNA), y a pesar de sfioobservd esta banda con una
intensidad significativa, teniendo en cuenta qu&lENA conforma soélo el 15% del
ADN total del parasito. Esto confirma la sensil@itidde esta técnica utilizando los

reactivos del kit de Roche de marcaje enzimétieatalio con digoxigenina, ya que la
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hibridacién utilizada por Nitz y colaboradores /¢ a cabo con sondas marcadas
radiactivamente [NITZ, 2004]. Se asume que la magtensidad observada en las
muestras digeridas se debe a la mayor disponifilk#aestos fragmentos a hibridarse
con la sonda DIG-KCR, puesto que sus analogosiganiidse encuentran en un estado

superenrollado que dificulta el acceso de la sada la correspondiente hibridacién.
Esta ausencia de insercion del kDNA del parasitdasnmuestras de los pacientes

estudiadas sugiere que el resultado de las PCRisnden exclusivamente de la

cantidad de parasito presente en la sangre enraénto de la toma de dicha muestra.
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6. CONCLUSIONES

A partir de resultados de las PCR’s se constatéetjparasito esta mas presente en la

sangre de aquéllos pacientes que se encuentranpeimiera fase de la enfermedad, es

decir en personas asintomaticas, ya que en losmasique se encuentran en fases mas
avanzadas de la enfermedad, el parasito se enauyamicipalmente alojado en los

tejidos afectados, concretamente en el tejido aeodi

Los escasos resultados positivos de las PCR’s @estras de sangre provenientes de
todas las fases de la enfermedad de Chagas, emsa die cardiomiopatia, indican que
tal vez sea necesario escoger otro criterio de@eéle para clasificar las muestras mas
aptas para el ensayo de hibridacion, en vista denguse sabe con precisidn que tan

poco aptas sean las muestras que dieron resutliagasivos.

El kDNA de las cepas derypanosoma cruzi presentes en las muestras analizadas de
sangre de pacientes chagasicos de esta regioninses& en las células sanguineas de
los mismos. Esto significa que la hipétesis denteiicion del KDNA del parésito en el
genoma del paciente no seria la mas adecuada ppliaae la patogénesis de la
enfermedad de Chagas. Sin embargo haria falta élisiande mayor cobertura de

muestras para determinar si de verdad se debertsgquar completo esta hipotesis.

Se comprobd lo altamente sensible que es la técl@amarcaje enzimatico aleatorio
con digoxigenina, lo cual es uno de los resultadés satisfactorios de este estudio,
puesto que permite realizar de manera completancenfeable este tipo de pruebas de
marcaje de sondas de ADN y/o oligonucleotidos sneridad de utilizar elementos
radioactivos, los cuales no sélo estan por el memgror fuera del alcance del
laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular e UIS, sino que también son

intrinsecamente mas delicados de manipular, alnaagetiesechar.
También se corrobor6 especificidad de esta técmitajista de que sélo se obtuvo la

hibridacion correspondiente a la reportada por Mitolaboradores en la muestra de

ADN gendmico del parasito.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda repetir la metodologia de este estpdra muestras de ADN
provenientes de tejidos cardiacos, y revisar sisencaso ocurre la insercion del kDNA

del parasito en el genoma del paciente.

Cabe resaltar la importancia de hacer un estude aparque un mayor namero de
muestras, con el fin de determinar de una manegarotanda si esta hipotesis de la

insercion de KDNA es plausible o no.

Finalmente se sugiere usar otros marcadores, stvadas basadas en elementos
moviles del genoma del parasito para constatacigire la hibridacion de estas sondas
con las mismas muestras analizadas en este esasfliopmo con otras muestras de

ADN provenientes de tejido cardiaco.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. RESULTADOS DE LAS PCR'S DE LAS MUESTRAS [E
PACIENTES ASINTOMATICOS

PCR PCR
NUMERO | CODIGO | FASE | (Tczl/Tcz2) | (S35/S36)
1 CHS042 I negativo negativo
2 CHS043 I negativo negativo
3 CHS045 I negativo negativo
4 CHSO047 I negativo negativo
5 CHS054 I negativo negativo
6 CHSO067 I negativo negativo
7 CHSO075 I negativo positivo
8 CHSO077 I negativo negativo
9 CHSO079 I negativo negativo
10 CHS082 I negativo negativo,
11 CHSO084 I negativo negativo,
12 CHSO088 I negativo negativo
13 CHS089 I negativo positivo
14 CHS090 I negativo positivo
15 CHS093 I negativo negativo,
16 CHSO097 I negativo negativo,
17 CHS098 I negativo negativo,
18 CHS102 I negativo positivo
19 CHS105 I negativo negativo,
20 CHS107 I negativo negativo,
21 CHS122 I negativo negativo,
22 CHS123 I negativo negativo,
23 CHS126 I negativo negativo,
24 CHS145 I negativo negativo,
25 CHS146 I negativo negativo,
26 CHS147 I negativo negativo,
27 CHS148 I negativo negativo,
28 CHS157 I negativo negativo,
29 CHS158 I negativo negativo,
30 CHS160 I negativo negativo,
31 CHS163 I negativo negativo,
32 CHS165 I negativo negativo,
33 CHS167 I negativo negativo,
34 CHS168 I negativo negativo,
35 CHS170 I negativo negativo,
36 CHS189 I negativo negativo,
37 CHS190 I negativo negativo,
38 CHS191 I negativo negativo,
39 CHS192 I negativo negativo,
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40 CHS195 I negativo negativo,
41 CHS196 I positivo positivo
42 CHS198 I positivo positivo
43 CHS221 I negativo negativo,
44 CHS224 I positivo positivo
45 CHS226 I negativo negativo,
46 CHS228 I negativo negativo,
47 CHS229 I negativo negativo,
48 CHS233 I positivo positivo
49 CHS236 I negativo positivo
50 CHS237 I negativo positivo
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ANEXO 2.

RESULTADOS
PACIENTES SINTOMATICOS

DE LAS PCR'S DE LAS MUESTRAS [E

PCR PCR
NUMERO | CODIGO | FASE | (Tczl/Tcz2) | (S35/S36)

1 CHS059 Il negativo positivo

2 CHSO073 Il negativo negativo
3 CHSO074 Il negativo negativo
4 CHS080 Il negativo negativo
5 CHS114 Il negativo negativo
6 CHS118 Il positivo negativo

7 CHS134 Il negativo negativo
8 CHS137 Il negativo positivo

9 CHS173 Il negativo negativo
10 CHS175 Il negativo negativo
11 CHS177 Il negativo negativo
12 CHS217 Il negativo positivo
13 CHS219 Il negativo negativo
14 CHS222 Il negativo negativo
15 CHS223 Il negativo negativo
16 CHS225 Il negativo negativo
17 CHS230 Il negativo negativo
18 CHS275 Il negativo negativo
19 CHS278 Il negativo negativo
20 CHS289 Il negativo negativo
21 CHS294 Il negativo negativo
22 CHSO018 1] negativo negativo
23 CHS023 [l negativo positivo
24 CHS024 1] negativo negativo
25 CHS025 [l negativo negativo
26 CHSO027 1] negativo negativo
27 CHS029 1] negativo negativo
28 CHS036 [l negativo negativo
29 CHS039 1] negativo positivo
30 CHS048 [l negativo negativo
31 CHS049 1] negativo negativo
32 CHS050 [l negativo negativo
33 CHS052 [l negativo negativo
34 CHSO061 1] negativo negativo
35 CHS062 [l negativo negativo
36 CHS063 1] negativo positivo
37 CHS064 [l negativo positivo
38 CHS065 1] negativo negativo
39 CHS066 [l negativo negativo
40 CHS068 [l negativo positivo
41 CHS069 1] negativo positivo
42 CHSO070 [l negativo negativo
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43 CHSO071 1] negativo negativo
44 CHSO072 [l negativo positivo
45 CHSO076 1] negativo negativo
46 CHS083 [l negativo negativo
47 CHS086 [l negativo negativo
48 CHSO087 1] negativo negativo
49 CHS094 [l negativo positivo
50 CHS096 1] negativo negativo
51 CHS099 [l negativo negativo
52 CHS100 1] negativo negativo
53 CHS101 [l negativo positivo
54 CHS109 [l negativo negativo
55 CHS110 1] negativo negativo
56 CHS113 [l negativo positivo
57 CHS115 1] negativo positivo
58 CHS119 [l negativo negativo
59 CHS120 1] negativo positivo
60 CHS121 1] negativo negativo
61 CHS124 [l negativo negativo
62 CHS125 1] negativo positivo
63 CHS127 [l negativo negativo
64 CHS128 1] negativo positivo
65 CHS129 [l negativo negativo
66 CHS132 [l negativo negativo
67 CHS135 1] negativo positivo
68 CHS136 [l negativo negativo
69 CHS139 1] negativo positivo
70 CHS140 [l negativo positivo
71 CHS142 11 negativo positivo
72 CHS144 [l negativo negativo
73 CHS150 [l negativo negativo
74 CHS151 11 negativo positivo
75 CHS153 [l negativo negativo
76 CHS154 1] negativo negativo
77 CHS155 [l negativo negativo
78 CHS156 1] negativo negativo
79 CHS161 1] negativo negativo
80 CHS164 [l negativo negativo
81 CHS172 1] negativo positivo
82 CHS174 [l negativo negativo
83 CHS178 1] negativo negativo
84 CHS179 [l negativo negativo
85 CHS194 Il negativo negativo
86 CHS197 1] negativo positivo
87 CHS200 [l negativo negativo
88 CHS201 1] negativo negativo
89 CHS202 [l negativo negativo
90 CHS203 1] negativo positivo
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91 CHS204 1] negativo negativo
92 CHS209 [l negativo negativo
93 CHS215 1] negativo positivo
94 CHS218 [l negativo negativo
95 CHS220 [l negativo negativo
96 CHS231 1] negativo negativo
97 CHS232 [l negativo negativo
98 CHS253 1] negativo negativo
99 CHS266 [l negativo negativo
100 CHS267 1] negativo negativo
101 CHS268 [l negativo negativo
102 CHS270 [l negativo negativo
103 CHS272 1] negativo negativo
104 CHS004 \% negativo positivo
105 CHSO005 \Y% negativo negativo
106 CHS006 \% negativo negativo
107 CHSO007 \Y% negativo negativo
108 CHSO008 \Y% negativo negativo
109 CHS009 \% negativo negativo
110 CHSO010 \Y% negativo negativo
111 CHSO011 \% negativo negativo
112 CHSO013 \Y% negativo positivo
113 CHS014 \% negativo positivo
114 CHSO016 \% positivo positivo
115 CHSO017 \Y% negativo negativo
116 CHS022 \% negativo negativo
117 CHS034 \Y% negativo positivo
118 CHS037 \% negativo positivo
119 CHS038 \Y% negativo positivo
120 CHS040 \Y) negativo negativo
121 CHSO055 \Y) negativo negativo
122 CHS092 \Y% negativo positivo
123 CHS108 \Y) negativo negativo
124 CHS111 \Y% negativo negativo
125 CHS112 \% negativo negativo
126 CHS116 \Y% negativo negativo
127 CHS117 \Y% negativo negativo
128 CHS138 \Y) negativo negativo
129 CHS141 \Y% negativo negativo
130 CHS199 \% negativo negativo
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LOS RESULTADOS DE LA PCR Tcz1/Tcz2

26/07/06

052 mp 061 062 063 064 068 070

071 mp 076 083 086 087 096

L
T4 024 051 052 061 040 062

064 069 070 071 072 074 094

083 mp 086 087 096
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PCR Tcz1/Tcz2 29/07/06

y

c- mp Tc4 004 005 006 007 009 010

e S ol
013 mp 016 018 022 023 025 027 029

115 119 120 121 124 125
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PCR Tcz1/Tcz2 02/08/06

¥

- &

mp Tet1 011 036 050086 092 cﬁ'm 4

=
=

— - e B S W e

e

= |
- [ 2 & -

- mp Tgi 14 17 ag.*a.wﬁ BRBWE
=

]
- ------«-'1

110;-.;112 113114 116 tﬁ'qﬁ v L B 4 i vy
- |

161 mp 164 19¢

R PCR Tez1/Tez2 24/08/06,§

e [—— = - - . 7 -
c- mp Tel 008 042 043 045 047 0S4 107 mp 122 123 126 145 146 187
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PCR Tcz1/Tcz2

mp c+ 196 198 221 233 224

T w

mp 226 228 229 237 236 135
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ANEXO 4. FOTOGRAFIAS DE LOS RESULTADOS DE LA PCR S35/S36

PCR S35/S36 11/08/06

B6 mp 87 9@ 94 96 99 100101 125 127128129 132134136

- i e

S . T —
PCR S35/536 \ 14/08/06

- mp Ted 50 {51 153 154 155 158 204 mp 200375 217 218 350 22

161 164 mp 172173 174 175 177 W08/893 mp 225 280 231 232/983 26¢
= -

25/09/06

IPCR S35/S36

6. mp c+ 42 43 45 47 54 67122 mp 123 126 145 146 147 148
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PCR S35/S36 29/09/06
o

ct 196 198 221 224 226
‘ .

mp 228 229 233 236 237 135
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ANEXO 5. FOTOGRAFIAS DE LOS RESULTADOS DE LA DOBLE
DIGESTION CON LAS ENZIMAS DE RESTRICCION EcoRI y BamHI

MP  C+ C- 198 224 233 236 MP
-

MP C+ C+ C- 4 13 34 37 38 59 63 64 68 69 72 92 115 128 172203 217 MP|

e —

MP MP AM C- 1 1d 3 3d
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