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Introducción 2

i.l Biologia de ïrypanasoma art/zi

I. l. i Generalidades.

Los tripanosomas y las leishmanias son agentes causales de serias
enfermedades en el hombre y en animales silvestres y domesticos, tanto en
Africa como en América Latina. Pertenecen al Orden KmeMp/asfla‘a

(Honigberg, i963). Poseen kinetoplasto, que es una región especializada
dentro de su única mitocondria, donde se localiza el ADNmitocondrial (ADNm).

Son protozoos fIagelados, en su mayoria parásitos. Algunos generos del orden
son patógenos de plantas (Pnytomonas). Otros son parasnos de insectos,
monogenéticos, con un ciclo de vida simple y se alojan sólo en un huésped
invertebrado (B/asz‘ocr/‘m/‘a'la ¿“r/'z‘m'd/a¿eptomonas y Herpetamanas ). Hay
especies de vida libre, como las pertenecientes a la familia Badoo/daa Los
géneros Trypanosamay ¿els/mama son f lagelados digenéticos, presentan un
ciclo de vida complejo, con alternancia entre un huésped invertebrado y uno
vertebrado. En este último, se aloja, dependiendo de la especie considerada,
en el torrente sanguineo o intracelularmente, en músculo cardiaco, celulas del
sistema nerVioso autónomo, Sistema digestivo o Sistema inmune. Los dos
últimos géneros mencionados, concentraron la mayoría de las investigaciones
realizadas sobre estos parásitos por su importancia sanitaria. Las
Ieishmanias son responsables de distintas enfermedades en el hombre, como
por ejempio Ia leishmaniaSIS cutánea (¿elsa/77.9012trop/ca: Botón de oriente),
la leishmaniasis mucocutanea (L brasil/¿"0525: espundia) y la leishmaniasis
visceral (L donovam’:Kala-azar). Estas enfermedades afectan a la población
de las areas tropicales y subtropicales de todo el mundo. Distintas
subespecies de frypanosoma bruce} producen la trypanosomiaSis africana o
enfermedad del sueño. f bruce/'r/Iadesmnse produce una enfermedad aguda y
Z bruce/ gama/9059 una enfermedad crónica en el hombre. Por otro lado,
7. bruce/Www produce una enfermedad equivalente (nagana) en animales

domesticos y Silvestres. Afecta grandes extenswnes del continente africano
haciéndolas inadecuadas para el desarrollo de la ganaderia, produciendo la
consecuente hambruna para los pueblos que habitan esas regiones. I cruz/ es
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el agente causal de la enfermedad de Chagas-Mazza o tripanosomiasls
americana. Afecta casi la totalidad de America Central y del Sur donde cerca
de 20 millones de personas presentan serologia positiva para este parasito.
Todas las enfermedades mencionadas anteriormente afectan a millones de
personas, especialmente en los paises en vias de desarrollo. Hasta la fecha no
se han encontrado tratamientos satisfactorios para la mayoria de las
enfermedades produc1das por los trypanosomátidos. La importanCIa medica y
sanitaria de estos parásitos ha impulsado a numerosos grupos de
investigación a invertir grandes esfuerzos para lograr un conocimiento más
amplio en el area de la bioquímica clasica y la biologia molecular de estos
organismos.

En las últimas décadas se descubrieron varias caracteristicas
peculiares de los tripanosomas. Se describieron mecanismos nunca vistos
anteriormente: un sistema de transcripcion discontinua (DeLangy col., 1984),
el mecanismo de variaCión antigénica en tripanosomas africanos (Cross, 1978
y Vickerman, 1978) y la edición de ARN mensajero (Benne y col., ¡986).
Tambien se encontraron estructuras nuevas como la presencia de ADN

kinetoplastico (ADNK) formando una gran malla de moleculas de ADN
concatenadas (Borst y Hoeljmakers, ¡979) y la poseSIOn de una organela
llamada glicosoma que posee nueve enzimas glicolitlcas normalmente
encontradas en el citoplasma de otras células (Opperdoes y Borst, 1977).

1.1.2 Ubicación sistemática.

Según una revisión realizada en el año ¡980 por el Comité de
Sistematica y Evolución de la Soc1edad de Protozoologia (Levme y col, ¡980)
los tripanosomas son protozoos cuya ubicacion taxonómica es la siguiente:

Enuumjammastjgopngra: un tipo de núcleo; flagelo, pseudopodlos o
ambos.

Mmmm: unoo masflagelos;reproducc10nporfismn
binaria; en algunos grupos reproducción sexual.
glase ¿gomastigophorazcloroplastos ausentes; uno o mas flagelos.
M901351313: uno a cuatro flagelos que emergen de una
depresmn; una única mitocondria que se extiende por toda la celula
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semejando un tubo o una red de tubos,- generalmente poseen una organela
autorreplicante, el kinetoplasto; aparato de Golgi en la región de la
depreSión flagelar; hay espec1es pará5itas y otras de vida libre.
mmm: unsoloflagelolibreo conmembrana
ondulante; kinetoplasto pequeño y compacto; parásitos.
Mmmm: varios generosmonogeneticos:
B/astocr/mm/a ¿fit/71013¿eptomonasy Herpetomonas todos parásitos
de invertebrados. Otros géneros digenéticos como ¿0130073012 y
704000050072que alternan un huesped vertebrado y otro invertebrado. El

genero frypanosoma se divide en dos grandes grupos segun el sitio de
produccion de tripomastigotes metaciclicos en el insecto vector y el
consecuente método de infección en el huesped vertebrado (Hoare, 1964).

Seccion Saijvariaz Incluye tripanosomas cuyo ciclo de desarrollo en el
vector invertebrado se completa en las glándulas salivales del insecto.
Se transmite por inoculación mediante la picadura del insecto. E];
704000050072 Dfl/Cé’f, 704000050070 ¿0000/6056
Mmm: comprendetripanosomasque completansu
desarrollo en la región posterior del tubo digestivo del vector. Se
transmiten por contaminaCIon (excepto 7?range/l) a traves de las heces
del insecto. Ej: Trypanosama C/‘UZÍ, Trypanosoma law/51' La única
especie de este grupo patógena para el hombre es ïrypanosoma art/27'.

1.1.3 ïrypanosoma cruz! es un conjunto de poblaciones
heterogeneas.

EXlSte un conSiderable numero de eVidenCias que indican que esta

especie no es un grupo homogéneo de parásitos, sino que estaria compuesto
por un conjunto de poblaciones heterogeneas de organismos que presentan
diferentes caracteristicas biológicas, bioquímicas e inmunológicas.

Poco despues de su descubrimiento en i909 se conoc10 la amplia
distribución de Z 0002/ en America Central y del Sur (Chagas, i909). Se
conocia la reproducción intracelular del parásito en varios tejidos diferentes
de mamíferos asi como el desarrollo completo del ciclo biológico en
diferentes huespedes vertebrados y vectores (Miles, i979). Actualmente,
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luego de intensos estudios y cientos de trabajos publicados sobre la
enfermedad de Chagas se acumuló gran cantidad de datos sobre las
caracteristicas biológicas y epidemiológicas de Z cruzz‘. Esta informamon
evidenció la existencia de distintas variedades de Z ¿rc/27'en la naturaleza.

Se demostraron diferencias en la morfologia de las formas sanguíneas en
distintas cepas (Brener, 1965; Brener, 1973). Estas diferencias morfológicas
podrian denotar diferencias fiSiológicas (Brener, l973). Tambien se
observaron diferencias en las curvas de parasitemia (Brener y col, 1974 y
Avila y col., ¡981), en la infectividad a distintos tipos de células (Doyle y
col, ¡984), en la patogenicidad en ratones (Postan y col, 1983), en la
Cinética de creCimiento (Dvoraky col, i980), en las caracteristicas de unión
a anticuerpos monoclonales (Kirchhoff y col., 1984) y en la sensibilidad a
distintas drogas (Brener y col. ¡976; Freeman y col., ¡975 y Avila y col.,
¡981). Desde un punto de vista bioquímico se encontraron diferencias en la
composición antigenica (Nussensweig y col, i963; Ketteridge, 1975; González
y col, 1984 y Kirchhoff y col, 1984), en el metabolismo oxidativo y el
contenido de diferentes enzimas (Engel y col., 1990), en los patrones de
isoenzlmas (Miles y col, l977 y Tibayrenc y Ayala, i988), en los patrones de
fragmentos de restricc10n del ADNkinetoplástico (Morel y col, i980), en el
contenido de ADNpor organismo (Dvorak y col., 1982 y Kooy y col. 1989) y en
el cariotipo y localizacion cromosomica de distintos genes (Gibson y Miles,
1986,-Engman y col., i987 y Henriksson y col, 1990).

La variabilidad en 77cruz; no debe resultar sorprendente tratándose de
un parásito con una amplia distribución geográfica y una gran diversidad de
hábitats, huéspedes y vectores. La heterogeneidad en las poblaciones de
parásitos probablemente sea la causa de la enigmática variabilidad en los
síndromes clinicos producidos en las personas infectadas con 77art/21'. Por
ello el estudio de las variaciones intraespecificas tiene importancia para el
desarrollo de metodos de diagnostico y de tratamientos quimioterapeúticos e
inmunológicos contra la enfermedad. Probablemente no todas las variedades
del parásito sean suceptibles a una determinada droga o anticuerpo (Brener,
i985).
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l.l.4 Ciclo de vida de Irma/¡asoma art/211

Trypanosama CTC/¿7es un parásito digenético. Durante su ciclo de vida se
aloja en dos huéspedes distintos: un insecto hematófago y un huésped
definitivo vertebrado. El vector es normalmente un triatomineo de la familia

Redal/Mae, se infecta por ingestión de tripomastigotes presentes en la
sangre periférica de un vertebrado infectado. Estas formas sanguíneas
llamadas tripomastigotes (Fig. l), son ingeridas por el insecto y sufren una
serie de transformaCiones morfológicas irreversibles diferenCIandose a
epimastigotes (Fig. l). En el intestino, los epimastigotes en activa división,
mantienen un estado permanente de infección en el insecto. En la ampolla
rectal del vector, los epimastigotes se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos, Siendo esta forma (muy Similar a los tripomastigotes
sanguíneos) la que posee capacidad infectiva para el huesped mamífero. El
vector infectado se alimenta sobre un huésped vertebrado, elimina sus heces
durante o despues de la ingesta de sangre y a través de esas heces se
vehiculizan los tripomastigotes metaciclicos (Brener, 1973).

En 1968, Brack comunico la existencia de una forma redondeada provista

de un flagelo a la que denominó esferomastigote. Según este autor, los
tripomastigotes sanguíneos se diferencian en esferomastigotes en el
estomago del insecto. A partir de alli dos Ciclos paralelos podrian ocurrir en
el vector. En uno, las formas redondeadas se diferenciarian en
tripomastigotes metaciclicos, mientras en el otro se transformarian en
epimastigotes cortos (con capacidad de multiplicarse y diferenciarse en
esferomastigotes) y en epimastigotes largos (con gran mOVilidad pero Sln
capacidad de multiplicarse ni diferenciarse). Los tripomastigotes
metaciclicos eliminados con las heces penetran en la piel del huésped a
traves de microescoriaciones de la piel o de mucosas como la conjuntiva.
Luego, invaden las ce’lulas por un proceso de endoc¡tOSis iniciando la etapa
intracelular de su ciclo biológico. Z cruz/ se puede alojar en diferentes tipos
celulares siendo las más comúnmente infectadas las fibras musculares y las
celulas de la glia (Brener, 1973). En el interior de la célula parasitada se
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produce ia diferenciación a formas redondeadas, carentes de f iageio, llamadas

amastigotes, que se multiplican por fisión binaria cada 12 horas

Figura i. Formas ceiuiares de Trypanasoma cruz! i. Amastigote. 2.
Epimastigote. 3. Tripomastigote. Boisiiio fiageiar (BF), Fiageio (F),
Kinetopiasto (K), Membrana onduiante (MO)y Núcieo (N).

aproximadamente (Fig. i). Despues de un determinado número de
diVlSioneScomienza ia diferenCIación hac1a la forma tripomastigote que son
liberados a ia circulación por ruptura de la céiuia. Estos tripomastigotes
invaden nuevas céiuias reiniciando ei ciclo amastigote-tripomastigote,
perpetuando de esta manera ia infeccion en el huéSped vertebrado (Brener,
1973).
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77m/z/ se aloja en una gran variedad de huéspedes, tanto invertebrados
como vertebrados. Se encontraron naturalmente infectadas numerosas

espeCies de triatomineos perteneCientes a los géneros Triatoma Rnoan/usy
Pastrongy/us. Encuanto al huésped vertebrado, se detectaron infecciones en
varios mamíferos de diferentes órdenes, tanto en seres humanos como en
monos, ratones, ratas, conejos, hamsters y perros. Por otro lado, tanto
anfibios como aves son refractarios a las infeCCionescon este paráSito.

¡.2 La enfermedad de Chagas.

l.2.| Descubrimiento del agente etiológico y descripción de la
enfermedad.

Carlos Chagas en ¡909 descubrió un parásito f lagelado en el intestino
del insecto hematóf ago Pastrongy/us mag/SMS muy común en las cabañas del
estado de Minas Geraes en Brasil. En honor a su maestro Oswaldo Cruz llamó a

este organismo Trypanasoma tri/zi. El mismo autor también demostró la
existencia de este protozoo en la sangre de un niño y de un gato descubriendo
de esta manera, primero el agente etiológico y luego la enfermedad causada
por él (Chagas, 19H). En estudios posteriores el mismo Carlos Chagas
describió detalladamente las manifestaciones clinicas de la enfermedad a la

cual denominó "tripanosomiasis americana" y que hoy se conoce como
enfermedad de Chagas (Chagas, 1909 a; Chagas 1916; Chagas, i916 a).

1.2.2 Enfermedad de Chagas aguda y crónica.

La enfermedad puede manifestarse en una variedad de formas clinicas y
patológicas, cada una de ellas con caracteristicas muy particulares. Al entrar
el parásito al huésped comienza un periodo de latencia de aproximadamente
7 a IO dias, luego del cual aparecen los primeros sintomas de la infección
Siendo los más comunes fiebre, irritabilidad, cefalgias y mialgias. Estos
sintomas se presentan en la etapa aguda de la enfermedad, que se caracteriza
por una gran proliferación intracelular del parásito y por una parasitemia muy
intensa por lo que los parásitos pueden ser fácilmente detectados en
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circulación y en tejidos. Las manifestaciones clinicas mas severas ocurren
principalmente en niños de Oa 2 años de edad. La mortalidad en la enfermedad

de Chagas aguda Siempre se correlac10na con grupos de corta edad. Los casos
fatales presentan generalmente severos daños cardiacos y/o
meningoencefalitis chagásica, principalmente en el primer mes de la
enfermedad (Pinto Dias, 1984). La infección puede cursar sin manifestaciones
clinicas durante el periodo agudo. Se estima que sólo un 5% de los lnleldUOS
afectados muestran sintomas clinicos que conducen a la detección de la
enfermedad durante su etapa aguda. El 95% restante de los casos desarrollan
directamente una forma crónica de la enfermedad.

La evolución de la etapa aguda, en el caso que la haya, dura entre 40-60
dias, retrocediendo luego los signos y sintomas a la normalidad. La
parasitemia disminuye hasta niveles prácticamente indetectables, entrando
en el periodo crónico. En esta etapa, la infección puede permanecer sin

manifestacwnes clinicas por años o decadas. Algunos pac1entes pueden
desarrollar una forma crónica progresiva caracterizada por la aparición de
miocarditis y/o hipertrofia y dilatación del tubo digestivo en la porción
proximal o distal que resulta en megaesófago y/o megacolon respectivamente
(Galvao-Castro y col, 1984). En nuestro pais la patología crónica mas
frecuente es la miocarditis chagasica siendo los pacientes crónicos
sintomáticos aproximadamente un 25%de los individuos infectados.

Los factores que determinan las diferentes manifestaciones clinicas y
su relac1ón con distintas areas geográficas no estan bien definidos. Se supone
que se debe a la existencia de diferentes cepas del parásito en distintas
regiones, interactuando con poblaciones de huéspedes que difieren en muchos
aspectos (nutricionales, genéticos, etc). La interacción huésped-parásito
depende de las diferenc1as en uno u otro componente y de la asoc1aCIón que se
da entre una determinada población de parasitos y una población particular de
huéspedes.
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1.2.3 Epidemiología.

La enfermedad de Chagas es una de las parasitosis mas importantes de
America Latina. Las areas endémicas se extienden desde México hasta la

prov1nc1ade Rio Negro en Argentina y el sur de Chile, encontrándose la mayor
prevalencia en Brasil, Venezuela y Argentina. En las areas de alta endemicidad
se calcula que hay cerca de 90 millones de personas en peligro de ser
infectadas por Z cruz/ Hay entre i6-I8 millones de personas que se
encuentran infectadas. En algunas comunidades de BoliVia o la prOVinCia de
Santiago del Estero en Argentina, la prevalencia excede el 70% de la
población. En estudios serológicos recientes se encontró una prevalencia del
4,9%de infecciones con Ica/zi en inmigrantes centroamericanos al area de
Washington DC en EE.UU.,Ia cual no es una zona endémica (Kirchhoff, 1987).
Actualmente se calcula una incidencia de 200.000 nuevos casos por año.

El mecanismo de infección humana más importante en las zonas
endémicas es la transmisión de 7. cruz/ por sus vectores naturales. Hay una
gran prevalenCIa de esta enfermedad en áreas donde los vectores se adaptaron
a ambientes domésticos, favorecidos por la precariedad de las viviendas. Los
insectos se alojan en las grietas de las paredes, emergiendo para alimentarse
de los habitantes cuando estos estan durmiendo. 7Tart/21', también puede
transmitirse transplacentariamente y por transfusiones de sangre, esto
último debido a que la supervivencia del parásito puede llegar hasta los
20 dias posteriores a la extracción (Pinto Diaz, i984). Existen casos
descriptos de infeccion por transplantes de órganos (Pinto Diaz,i984) y de
infecc10nes acc1dentales en laboratorios (Brener, i984). Hayun alto riesgo de
transmisión por transfusión en áreas donde los dadores de sangre presentan
una alta probabilidad de estar infectados. Esto hace que sea prioritario poseer
un metodo de diagnóstico confiable. Actualmente no se dispone de vacunas
efectivas ni de drogas adecuadas para ia prevención o el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. El control de la enfermedad requiere la prevención de
la infección mediante el desarrollo de campañas que incluyen ei mejoramiento
y la desinsectación de viviendas, educación de los pobladores de las zonas
endémicas y el diagnóstico precoz. Sin embargo, se continua investigando en
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pos de obtener agentes quimioterapéuticos activos o medidas inmunológicas
preventivas para reducir y controlar este flagelo.

|.2.4 Quimioterapia.

No hay ninguna droga enteramente adecuada para el tratamiento y la
prevención de la enfermedad de Chagas. Las únicas drogas utilizadas
actualmente son dos compuestos nitroheterociclicos conocidos como
"nifurtimox" y "benznldazol". Son sólo parcialmente efectivos en casos agudos
de la enfermedad, tanto en infeCCIones por transfuswn sangumea, en las
Infecciones congénitas, como en las infecciones accidentales en el
laboratorio. Las dos drogas son totalmente inefectivas en los casos crónicos.
Ambos agentes quimioterapéuticos requieren un largo periodo de
administraCIÓny tienen severos efectos colaterales tales como reacc10nes de
hipersensibilidad, neuritis periférica, perdida de peso y trastornos
gastrointestinales. El tratamiento se recomienda, en los casos agudos, en
algunos de los cuales ha sido posible eliminar la parasitemia totalmente. La
eficaCia de ambas drogas es baja y sólo un pequeño porcentaje de los
pacientes tratados son curados (Brener, ¡984).

La medicación ideal para el tratamiento de la enfermedad de Chagas debe
curar tanto los casos agudos como los crónicos, debe ser efectiva por via oral
y en una única y pequeña doms, debe carecer de efectos colaterales y
teratogénicos, no debe requerir hospitalización y no debe generar resistencia
en el parásito (WHO, 198l ).

l.2.5 Vacunación.

Los intentos para prevenir la enfermedad de Chagas se basan en el
control del vector mediante el uso de insectic1das (Oliveira-Filho, l988), en
la detección de muestras infectadas en los bancos de sangre en areas
endémicas y la eliminación de los parásitos por adición de cristal violeta a
esa sangre (Docampoy col, ¡988) y en el mejoramiento de las viviendas para
la erradicaCIón del vector de ellas.

Los intentos de vacunación realizados en animales no resultaron

exitosos. En el mejor de los casos se obtuvo protección parcial frente a la
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Infección experimental (Brener, ¡986). Se utilizaron diferentes preparaciones

de antígenos de Z cruz/z parásitos vivos atenuados o no prolíferativos,
paraSitos muertos fijados, glicoproteinas de superfic1e purificadas y
homogenatos celulares o fracciones subcelulares. Sólo serían aceptables
aquellas vacunas que brinden protección total en los animales tratados ya que
a menudo, aparecen tardíamente graves lesiones en distintos tejidos durante
el transcurso de la enfermedad en humanos (lo a 20 años despues de la
infección). Nose encontró correlación entre la seriedad de las lesiones y la
gravedad de los estadios tempranos de la enfermedad.

Se piensa que existen antígenos de 7. cruz/ responsables de la
reSIStenCIa del huésped. No hay garantías de que estos antígenos puedan
inducir anticuerpos capaces de generar una protección estable contra el
parásito ya que el tripanosoma desarrolló varios mecanismos de evasión
("capping", "fabulation", etc.) por los cuales puede escapar de la respuesta
inmune (Krettli, 1980 y Schmuñis, 1980).

Para una vacuna efectiva sólo deberían considerarse aquellos antígenos
que generen una protección total en el tiempo y que no produzcan ningún tipo
de agresión autoinmune (Brener, 1986).

l.2.6 Diagnóstico.

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas se basa tanto en los Signos
clinicos como en los sintomas de afección cardiaca, megaesófago, megacolon
y en la demostración de la presencia de parásitos en sangre. El hallazgo del
parásito en sangre periférica es el método de elección en la fase aguda de la
enfermedad. Existen tanto métodos directos como indirectos para identificar
al parásito. Entre los métodos directos, el más utilizado es el exámen de una
película gruesa de sangre entre portaobjetos y cubreobjetos. El grado de
sensibilidad del metodo depende del nivel de parasitemia del paciente y del
cu1dado y dedicamón durante la observamón. El método indirecto más
empleado es el xenodiagnóstico: vinchucas sin infectar son alimentadas sobre
pacientes que se sospecha están infectados y, luego de un cierto tiempo, se
analizan las heces de los insectos para detectar la presencia de Z cruz}: La
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efectividad demostró ser casi del 100% en casos agudos y sólo un 50% en
casos crónicos.

Tambien pueden obtenerse eVidenCias indirectas de la presenCia de
parásitos en sangre por distintos estudios serológicos que detectan
anticuerpos especificos anti- Z ¿rc/22'generados en el curso de la infección,
empleados especialmente en pacientes crónicos. Las tenicas mas usadas son
la reaCCionde fijación del complemento, las reacc10nes de hemoaglutinaCion,
reacciones de inmunofiuorescencia y las reacciones inmunoenzimaticas o
ELISA. Para que el diagnóstico con estos métodos tenga valor, deben
utilizarse por lo menos dos de las reacciones serológicas mencionadas
(Storino, i985).

En los estudios de inmunodiagnostico se hace uso de poblaciones de
antígenos heterogéneos y no estandarizados como extractos acuosos o
suspensiones de parasitos, etc. (Krettli, 1982). Esto conduce a la aparicion de
falsos posmvos y reacc10nes cruzadas con otras enfermedades paraSItarias
como leishmaniasis y toxoplasmosis (Kirchhoff, i987). Actualmente varios
laboratorios están abocados a la búsqueda de antígenos especificos de Z cruzí
que sean únicamente reconocidos por sueros de pacientes chagasicos
(Schechter, i983, Araujo, 1985; Schari‘stein, ¡985; ibañez y col, i987;
Lemsre, 1986 y Frasch y col., i987; Levin y col., ¡989 y Reyes y col., i990). El
uso de anticuerpos monocionales ha mostrado ser una buena herramienta en la
búsqueda de un método de diagnóstico efectivo (Lemsre, i986). Los ensayos
capaces de detectar la presenCIa de cómponentes del para'SIto en la sangre
utilizando anticuerpos monocionales proveen una evidencia de infección en el
momento del estudio. En cambio, los métodos para detectar anticuerpos anti
7. cruz/ mencionados anteriormente pueden no discernir entre una infeccion

en curso y un caso de remismn por qu1mioterapia (Araujo, ¡984).
Actualmente se esta estudiando la posibilidad de utilizar sondas de ADN

en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, en especial sondas de ADN
kinetoplástico (ADNk)ya que Z cruz/ posee gran cantidad de minicirculos
(Morel y coi.,l984 y Sánchez y col, 1984). Se encontraron secuenCIas
repetidas en minicirculos de 7. CfZ/Z/ que estan conservadas en cepas que
presentan una gran diversidad biológica. La abundancia de estas secuencias
las hace suceptibles de ser utilizadas en estudios de diagnostico (Degrave,
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¡988). Actualmente se está utilizando el metodo de PCR (polymerase chain
reaction) para amplificar selectivamente fragmentos de las regiones
conservadas de los minicirculos del ADNkde Z cruz; (Sturm y col, 1989).
Este método tiene una gran sensibilidad y, si se superan una serie de
problemas metodológicos seria un método sumamente útil en la detección de
parásitos en la sangre de pacientes que se sospecha están en la fase crónica
de la enfermedad de Chagas.

l.3 Clasificación e identificación de Z cruzí.

El control de las enfermedades parasitarias requiere el uso de métodos
para la caracterización de los agentes infecciosos. Hay organismos que son
morfológicamente idénticos pero difieren marcadamente en su significancia
epidemiológica para una determinada enfermedad .

Diferencias en la infectividad, patogenicidad, inmunogenicidad y
sensibilidad a drogas de los parásitos, asi como en la capacidad de alojarse
en diferentes vectores y huespedes definitivos son caracteristicas
importantes para tener en cuenta Sl se qu¡ere determinar la prevalenCia y la
severidad de una enfermedad parasitaria en una comunidad determinada. El

conocimiento de estas diferencias es fundamental para programar las
estrategias de control. Se necesita caracterizar e identificar parásitos en el
hombre, en los posibles huéspedes vertebrados y en los vectores
intermediarios.

La variabilidad en las diversas caracteristicas biológicas, bioquímicas,
morfológicas e inmunológicas de f art/21' probablemente sea la razon de la
ex15tenc1ade diferentes manifestaCIones clinicas en la enfermedad de Chagas
(Miles, 1979). Asi, se pone en evidencia la importancia de disponer de
métodos confiables para la identificación y clasificación de diferentes
poblaciones de parásitos de relevancia epidemiológica.

Los primeros intentos para lograr una identificacmn posmva de la
existencia del agente patógeno que produce la tripanosomiasis americana se
basaron en criterios morfológicos. Esta metodologia no era adecuada debido a
la existencia de organismos no patógenos morfológicamente similares a
7. cruz;
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Mediciones morfométricas indican heterogeneidad en tamaño y forma de
distintos parásitos. A pesar de ello, los datos biometricos de las formas
sanguineas no Justifican la lelSlÓn de los miembros del subgenero
San/Zotrypanum en grupos taxonómicos menores (Hoare, i972 y Miles, 1980).
Actualmente se emplean tres metodologías diferentes para los estudios
epidemiológicos relacionados con la enfermedad de Chagas. Ellas son el uso de
isoenZimas como marcadores genéticos, el anállSlS directo del ADNy la
producción de anticuerpos monocionales altamente especificos.

l.3.l Caracterización de ï. cruz/ por zimodemas.

La caracterización de organismos por la movilidad electroforética de
sus isoenzimas es una contribución importante para el entendimiento de la
biologia de poblaCiones naturales. ElectroforeSis de isoen2imas aplicada al
estudio de parásitos ayudó a dilucidar cuestiones epidemiológicas, a definir
taxones y a detectar intercambio genético. Se denomina zimodema a
poblaciones de parasitos que comparten su patrón isoenzimatico y difieren de
otras de la misma espeCie o subespecie en Ia movHidad electroforetica de una
o mas de sus isoenzimas (Gibson y Miles, ¡985).

Evidencias biológicas y clinicas indicaban que Z ara/21' era un grupo
complejo y heterogéneo de organismos. La aplicación de este metodo confirmó
rapidamente la extraordinaria variabilidad de la espeCie (Miles y Cibulskis,
i986).

En condiciones controladas, diferencias en la movilidad de isoenzimas
implica diferencias genéticas entre poblaciones de organismos. Analizando
una cantidad suficiente de enzimas, la ausenCia de diferenCias de movmdad
indican una estrecha relación entre los organismos analizados. Los primeros
en utilizar datos de patrones electroforeticos de isoenzimas como base para
la clasificación taxonómica de 7? ¿“fl/Z7 fueron Toye y Miles (Toye, ¡974,
Miles y col, 1977). Se diVidió a la espeCIe en tres grupos de cepas o
zimodemas principales: zimodemas Z], 22 y 25 (Miles y col, i980) analizando
cepas de parásitos presentes en distintas áreas rurales de Brasil (Miles y
col, 1977,-Miles y col., i978; Barret y coi., 1980 y Ready y Miles, ¡980). Los
perfiles isoen2imaticos se usaron para determinar el grado de heterogeneidad
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intraespecífico, la relación entre los ciclos de transmisión doméstico y
selvático y para analizar si la distribucion geográfica de las cepas está
reIaCIonada con diferenCIas en la patología produc1da por el paraSIto y la
respuesta a tratamientos quimioterapeuticos.

Hay una pronunciada heterogeneidad en Z art/21' Los tres grupos o
zimodemas descriptos presentan una gran variabilidad interna (Miles y col.,
¡984). En algunas localidades del este de Brasil y de Chile se encontró una
clara relacion entre zimodemas y tipo de ciclo de transmision. Zimodema Z1
se encontró asociado a ciclos de transmisión selvática, mientras Z2 se
encontro relacionado con ciclos domésticos (Miles y col., 1977,-Miles, 1983 y
Miles y col., 1984). Los parásitos perteneCIentes a cada uno de los tres
zimodemas descriptos pueden infectar seres humanos (aunque los de Z3 lo
hacen con baja frecuencia) y todos pueden producir una enfermedad aguda
(Miles y col., l978).

En 1981, Miles sugirió que la existencia de distintas formas de la
enfermedad de Chagas se debian a la presencia de diferentes agentes
etiológicos. Analizo 316 aislamientos de 7. Cft/Z/ recolectados de tres areas
geográficas distintas. En el centro y este de Brasil, donde la enfermedad se
presenta asoc1ada a megacarditis, megaesófago y megacolon, se encontró el
zimodema 22. En Venezuela, donde la enfermedad no presenta los sintomas
anteriormente descriptos, no se encontró el zimodema 22. En cambio la
mayoria de los parásitos analizados pertenecian al zimodema 21 y unos pocos
al Z3. Enestudios más rec1entes, se demostro que no eXlStÍa diferencias entre
los sintomas clinicos de casos agudos de la enfermedad de Chagas producidos
por parásitos de los zimodemas Z¡ y 22. Tanto los parásitos del zimodema Z1
como los del 22 mostraron ser resistentes a benznidazol en pacientes con
infecciones agudas tratados con esta droga (Luquetti y col., 1986). Aunque
habia evidencias de que las infecciones con parásitos del zimodema 22
predisponía a la aparición de mega-síndromes, actualmente se acepta que no
existe correlación entre el zimodema al cual pertenece un parásito y la
smtomatologia clínica que este produce (Miles y Cibulskis, 1986). Clones de
parásitos pertenecientes al mismo zimodema difieren marcadamente en la
virulencia y patogenicidad en ratones (Postan y col., 1983).
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Otros autores utilizaron esta metodologia para analizar ia variabilidad
de ias diferentes poblaciones e interpretar los datos en terminos de genetica
pobIaCionai (Tibayrenc y Ayala, i988). Los resultados obtenidos llevaron a
proponer que 77¿“rc/¡1'es dipioide (Tibayrenc y coi., 1985) ai igual que el resto
de ios miembros del orden K/hetop/ast/da (Tait, i980 y Gibson y Miles, i986).
A diferencia de 77oruce/ donde se mostró sexualidad, Z cruz/ carece o tiene

una muy restringida reproducción sexual (Tibayrenc y coi., ¡985; Tibayrenc y
coi., 1986 y Tibayrenc y Ayala, 1988). Los 524 aislamientos analizados
mostraron una gran variabilidad genética y sugieren una estructura cional en
ias poblaciones de 7. cruz/ (Tibayrenc y Ayala. 1988). Las entidades llamadas
Zimodemas son ciones naturales dei parasno que se pueden diferenc1ar por
tecnicas electroforéticas (Tibayrenc y coi., 1986 y Tibayrenc y Ayala, 1987).

Las evidencias indican que ia evolución cional es muy antigua en 7Tcruz/
y ia variabilidad genética refleja una prolongada evoluuon separada de ios
diferentes clones. Esta prolongada evolución cional explicaría ia variabilidad
biológica y clinica dei agente causal de la enfermedad de Chagas (Tibayrenc y
Ayaia, 1988).

1.3.2 Caracterización de Ï. cruzi mediante análisis de ADN.

Los tripanosomatidos poseen ADNn y ADNk, parte dei cuai (los
maxicircuios) es equivalente ai ADN mitocondriai de otros organismos
eucariotes. Estudios dei contenido de ADNcromosomai y de fraccionamiento
de cromosomas por ias modernas tecnicas de electroforesis en pulsos
aiternados de campos eléctricos perpendiculares mostraron ia variabilidad
eXistente entre ias diferentes pobiaCIonesde I cruz! (Engman y coi., i987;
Kooy y coi., 1989 y Henrickson y coi., 1990). Debido a ia complejidad dei ADNn
se hace dificii su utilización para la caracterización de diferentes
aislamientos de parásitos. Por su complejidad mas limitada y su facii
purificación, ei ADNkes ampliamente usado para ese fin (Mattei y coi., i977,
Morel y coi., 1980,- Frasch y coi., 198i y Carreno y coi., 1987). El ADNk es
digerido con enzimas de restricción, los fragmentos resultantes se separan
por electroforesis en geles de agarosa y se visualizan por fiuorescencia con
bromuro de etidio. Se puede aSi caracterizar distintas poblaCiones de f cruz/
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ya que sus ADNkpresentan diferentes patrones de restricción. Morel propuso
en 1980 una nueva terminología para clasificar a los tripanosomatidos.
Utilizo el termino "esqmzodema" para deSignar aquellas poblaCiones de
parásitos que presentan un patrón de restricción de ADNksimilar o idéntico.

Este tipo de análisis confirmó la heterogeneidad de 7. cruzí. Los grupos
formados concuerdan en general con los zimodemas; pero se pueden
identificar subgrupos. Se observa mayor heterogeneidad que con los perfiles
isoenzimáticos. Se pudo determinar la existencia de cepas de laboratorio
heterogéneas. Analizando el ADNkde diferentes ciones provenientes de una
cepa se observaron diferentes patrones de restricción (Morely col., l980).

El análiSIs por esqmzodemas mostro ser útil para demostrar que
diferentes cepas de Z ¿“rc/21'pueden coexistir simultáneamente en un mismo
huésped vertebrado y que el método de aislamiento utilizado afecta la
recuperación de determinadas cepas (Deaney col, 1984).

De un anállSlS de 80 clones diferentes de Z art/zi, Dvorak sugiere que
algunas variac10nes en la virulencia de los parásitos estarian dadas por
diferencias en ciertos parámetros cuantitativos como velocidad de
crecimiento m w'z‘roy contenido de ADN.Los parámetros cualitativos como
perfiles isoenZimáticos y esquizodemas tendrian un escaso valor en la
predicción de la virulencia de la infección (Gibson y Miles, i985). Sin
embargo, existe una asociación entre los parámetros cuantitativos y
cualitativos; diferentes zimodemas difieren claramente en contenido de ADN
(Dvorak y col, 1982).

l.3.3 Caracterización de ï. cruz/por anticuerpos monoclonales.

Un metodo alternativo para analizar la variación intraespecifica de
Z ¿rc/21'es la reactividad que presentan diferentes parásitos a anticuerpos

monoclonales. Esta metodologia puede indentificar antigenos de importancia
en la relaCIón huésped-paráSito. Se produieron una serie de anticuerpos
monoclonales contra clones de Z C/‘UZ/representantes de los principales

zimodemas (Flint y col, 1984). Algunos de estos anticuerpos parecen ser
especificos de especie o especificos de algún zimodema particular en ensayos
de ELISA(Schechter y col, i983 y Chapman y col, l984).
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Las técnicas descriptas anteriormente no son excluyentes. Las tres se
complementan entre si y, sumadas a determinaciones cuantitativas, aportan
una serie de parametros sumamente útiles en la caracterizaCIÓn de diferentes
poblaciones de I art/21'.

¡.4 Organización y estructura del ADNmitocondrial.

La caracteristica distintiva de los flagelados kinetoplastidos es la
posesión de una unica mitocondria con grandes cantidades de ADNm.Poseen
mucho mas ADNmque otras células eucariotas, el que se localiza en la base

del flagelo y se observa al microscopio óptico como una masa única visible
con colorantes especificos para ADN.Al microscopio electrónico el ADNmse

detecta como una cápsula densa con forma de disco ligeramente cóncavo y con
una zona de finas fibrillas en la base del flagelo (Fig. 2) (Clark y Wallace,
1960). Esta zona basofiia vista al microscopio óptico fue denominada
kinetoplasto por Alexeieff en i9l7. El kinetoplasto fue la primera estructura
citoplasmatica en ia que se describió la presencia de ADN (Bresslau y
Scremm, 1924). El ADNm de los tripanosomatidos es conocmo como ADN

kinetoplastico por encontrarse localizado en la región especializada conocida
como kinetoplasto. Esta constituido por dos tipos de moléculas circulares. Los
maxicirculos, cuyo tamaño varia entre 13 y 40 kpb, según la especie y los
minicirculos con tamaños que van desde 0,45 hasta 2,5 kpb en las distintas
especies consideradas.

Los circulos están cerrados y tanto los maxi como los minicirculos
estan concatenados en una unidad estructural, ubicandose los circulos mas
grandes en la periferia (Fig. 3). Los maxicirculos son ana’logos al ADN
mitocondrial de otros eucariotas ya que contienen genes estructurales que
codifican diferentes funciones mitocondriales.
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Figura 2. Fotografia de la forma eplmastlgote de Trypanosoma cruz; al
microscopio electrónico. Flagelo (F), Kinetoplasto (K), Kariosoma (Ka),
Mitocondria (M),Núcleo (N) y Vacuola citoplasmatica (V). Barra= 1pm. Tomado
de Kerschmann y col., ¡989.





Introducción2|

1.4.! Maxicirculos.

El número de maxicirculos varia entre 20 y 50 por célula. Todas las
moleculas de un organismo son homologas entre si. La organización basica de
un maxicirculo conSIste de una region informac10nal activamente transcripta,
que contiene los genes para el ARN ribosomal y genes estructurales
mitocondriales y una región variable o divergente que no se transcribe que
posee secuencias repetidas de función desconocida.

Se conoce la secuencia nucleotidica de la región informac10nal y parte
de las regiones divergentes de los maxicirculos de diferentes especies
(Simpson y col., 1987 y Simpson, ¡987). Se identificaron los siguientes genes
estructurales: subunidades I, II y III de la citocromo oxidasa (Cox); citocromo
b (Cyb); subunidades i, 4 y 5 de la NAD deshidrogenasa (ND). Ademas se
encontraron varios marcos de lectura abiertos que representan secuencias que
codifican diferentes proteinas. Se los conoce como "ORF" (open reading
frames). Se consideran genes funcionales ya que se transcriben y estan
conservados en diferentes espeCies como ¿els/mama ¡arento/ae y
frypanosama ¿Irc/¿ef Los ARN ribosomales 95 y 125 son los ARN más

abundantes y estables en fracciones de kinetoplastos purificados de varias
especies diferentes (Simpson, L y Simpson, A; i978). Ellos representan los
ARNribosomales mas pequeños descriptos hasta el momento, sus tamaños son
de 658 y i256 bases respectivamente (Eperony col, i983).

El gen de la Cox Il presenta una organización especial. Hay un cambio de
marco de lectura de una base en el aminoacido ¡70. Esta peculiaridad se
observa en tres especies diferentes (Hensgens y col, ¡984; Payne y col., 1985
y De la Cruz y col., 1984). Benne y col. en i986 demostraron que el transcripto
codificado por este gen poseía cuatro nucleótidos extra en la region del
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Figura 3. Fotografía de una red de ADNkal microscopio electrónico. En el
borde de la malla se encuentran los max1círculos, algunos de los cuales están
superenrrollados (flechas). Barra= I pm. Tomado de Borst y HoeiJmakers,
¡979.
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cambio de marco de lectura. Estos nucleótidos que no estan codificados
en el ADNrestauran el marco de lectura original y su agregado permite la
sintesis de una proteina funcional. Este hallazgo permitió describir un nuevo
mecanismo en la regulación de la expresión de genes llamado "editado de
ARN". Este mecanismo fue posteriormente descripto en otros genes
mitocondriales de los tripanosomatidos como Cyb y ORF 3 y en genes
nucleares de mamíferos (Van der Spek y coi., ¡988,- Benne, ¡989 y Tennyson y
col, 1989). Recientemente se demostró que el "editado de ARN" se puede
realizar también mediante la deleción de bases codificadas en el ADN

mitocondrial de tripanosomatidos (Shaw y col, 1988).

1.4.2 Minicirculos.

Estas moleculas constituyen entre el 90 y el 95 7o del ADNk de los
tripanosomatidos. En cada malla de ADNkhay miles de minicírculos, entre
5x103 y 3xIO4 moléculas por célula. En la mayoria de las especies hay mas de
una clase de secuenCIa de minicírculo por célula. Los tamaños varían de

acuerdo a la especie considerada,- desde 465 pb en ïrypanosoma w‘vax (Borst
y col, i985) hasta 2515 pb en Grim/2719fasc¡'cu/ata(Birkenmeyer, ¡985).
Todos los minicirculos analizados demostraron tener el mismo tipo de
organización genomica, pequeñas regiones conservadas y largas regiones
variables. Las regiones conservadas tienen similitud de secuencia en todas
las subpoblaciones de minicírculos de una cepa o especie. Las regiones
variables son de diferente secuencia en las distintas subpoblaciones de
minicirculos de un organismo. La organización mas Simple se encontro en
I DfL/Cé’l', Z eqw'pem’um y z. ¡mento/ae, donde hay una sola región

conservada. Los minicírculos de l kpb de I bruce/ poseen una sola región
conservada de 130 pb muy similar a ia encontrada en Z eaw'perdum (Barrois y
col, 1981 yJasmer y Stuart, 1986). Todos los mimcirculos de z. tarem‘o/ae
secuenciados mostraron tener una sola región conservada (Kidane y coi.,
1984). Los minicircuios de C fasciax/ata tienen en cambio, dos regiones
conservadas de 173 y i77 pb situadas a 180° una de la otra (Sugisaki y Ray,
1987). En f how/51, los minicírculos de i kpb poseen dos regiones
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conservadas de 95 pb cada una (Ponzi y col., ¡984). Z cruz)“ tiene mini

circulos de ¡,4 kpb de longitud que poseen cuatro regiones conservadas
Situadas a intervalos de 90‘ una de la otra (Leon y col, 1980,- Frasch y col.,
1984 y Sánchez, 1986).

La heterogeneidad de las regiones variables difieren de una especie a
otra. El caso mas extremo es el de los tripanosomas africanos. 7. Off/CH
posee, al menos, 200 o 300 clases de secuenc1as o subpoblaciones de
minicirculos diferentes en la misma célula (Stuart, i979). En una cepa de
laboratorio de C fasa‘cu/ata se estimó que existen ¡3 subpoblaclones
diferentes de minicirculos (Hoeijmakers y col., 1982). Encambio, en otra cepa
diferente de la misma especie se determinó que el 90% de los minicirculos de
una celula eran iguales (Birkenmeyer y col., i985). Hay dos especies de
kinetoplastidos que poseen poblaciones de minicirculos homogéneos en una
celula. En 77eva/¡sí y en 7Teqw'pera'um la casi totalidad de los minicirculos

presentes en un organismo son iguales en secuencia (Riou y Barrois, 1979;
Frasch y col, i980 y Barrois y col., 1982 ). Estas dos especies son
probablemente variantes genéticas de 7.’b/‘UCE'Íque perdieron la capacidad de
desarrollarse en el insecto vector y por lo tanto se transmiten por
contaminación o sexualmente. Z evans/ carece de maXIcirculos mientras

I equera’um los tiene modificados (Fairlamb y col., i978 y Frasch y col.,
¡980). Tal vez esta sea la razón de la presencia de minicirculos homogéneos
en estas dos especies. En la mayoria de las especies la presencia de
minicirculos heterogéneos en secuencia parece correlacionarse con
maxicirculos funcionales.

l.4.2.l Heterogeneidad de secuencia como herramienta
epidemiológica.

La gran heterogeneidad observada en la secuecia de los minicirculos de
una célula y entre diferentes cepas de una misma espeCIe es una importante
herramienta epidemiológica. Los tripanosomas africanos ( I art/caí) poseen
una gran complejidad en la secuencia de sus minicirculos, estas moléculas,
por lo tanto, no son útiles para diferenciar distintas cepas o "stocks" de la
misma especie. En ¿ely/¡mama y Z cruz/ el caso es diferente. Los
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minicirculos tienen menor complejidad en su secuencia y se pueden usar como
marcadores para diferenciar distintas cepas o aislamientos (ver l.3.2)(i‘10rel
y col, l980; Frascn y col, i981,- Lopes y Wirtn, ¡986)7

l.4.2.2 Función de los minicirculos.

Durante muchos años se desconocia la funcion de los minicirculos en el

ADNkinetoplastico. Las secuencias de minicirculos publicadas no presentan
marcos de lectura abiertos largos (Chen y Donelson, i980; Kidane y col, 1984,
Ponzi y col., 1984,-Jasmer y Stuart, 1986; Sugisaki y col, ¡987). Los marcos
de lectura abiertos vistos en diferentes especies no poseen secuencias de
aminoácidos en común. Estas caracteristicas llevaron a pensar que los
minicirculos no codifican ninguna proteina estable y con una función común a
todas las especies.

Se realizaron grandes esfuerzos para detectar la presencia de algún
ARNm codificado por los minicirculos en diferentes especies de
tripanosomatidos. La mayoria de los resultados fueron negativos
(Hoeijmakers y Borst, ¡982,- Stuart y Gelvin, 1982 y Stuart, 1983). Sólo dos
laboratorios describieron la presencia de transcriptos especificos de
minicirculos. Fouts y Wolstenholme en ¡979 reportaron la existencia de un
transcripto de 240 nucleótidos codificado por el minicircuio de 2500 pb de
C acantfiocepna/z'Este transcripto se encontro en iguales concentracwnes en
el citoplasma y en la mitocondria del parasito. En i987, Pietrzak Ronrer y col.
describieron la presencia de un transcripto de 240 nucleótidos en Z art/cai.
El mensajero fue encontrado en ambos estadios del parasito y esta
enriqueCIdo en preparados de mitocondrias puras. Los autores sugirieron que
el transcripto hallado por ellos podria cumplir una funcion estructural o
servir como un primer largo para el inicio de la replicación del minicirculo.
Shlomani y Zadoken i984 clonaron fragmentos de minicirculos de mmm/a
fase/Cu/ata en vectores de expresion bacterianos. Sueros preparados contra
una de las proteinas de fusion reaccionó especificamente contra antigenos de
(nm/wa fase/“culata Esta seria una evidencia indirecta de que los
minicirculos se traducen y que el verdadero rol de esta u otras proteinas en el
ciclo biológico del parásito es desconoc1do. La mayoria de los estudios
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sugerían que los minicirculos cumplirian un rol estructural en la mitocondria
de los tripanosomatidos actuando como un esqueleto para los maxicirculos
(Borst y Hoeijmakers, i979), formando una malla involucrada en la
segregación de los maxicircuios durante la division de la mitocondria
(Hoeijmakers y Weijers, i980) o en la regulación de la transcripción de los
maxicirculos (Michelotti y Hajduk, 1987).

Una caracteristica encontrada en los minicirculos de caSI todas las

especies estudiadas es la presencia de una curvatura en la molécula (Marini y
col, i982). Esta estructura altera la movilidad electroforética de una
molécula de ADNcuando se corre en geles de poliacrilamida. Por ejemplo, una
molécula que tiene un peso molecular aparente de 459 pb corrida en geles de
agarosa 1%,cuando se la corre en un gel de poliacrilamida 12% migra como si
tuviera i380 pb (Marini y col, 1982). La secuenciación de esa molécula
demostró que la misma tenia un tamaño de 4i4 pb (Marini y col, 1983). La
curvatura se debe a una secuencia particular compuesta por corridas de 5-6
adeninas repetidas varias veces. El segmento repetido varias veces es CA5.6T
(Kidane y col., i984). Cada unidad repetida produce una pequeña curvatura que
sumadas dan la curvatura total de la molécula (Sook Koo y col, 1986). Esta
estructura se encontró en minicirculos de las especies Z art/cel ,
Herpetomonas mascara/77, C ¡asalta/ata y 7‘.equipara/77 (Ntambi y col,
i984). En los minicirculos de I CTUZ/no se encontro curvatura alguna (Morel
y col., i980). La curvatura podria tener un papel importante en el
empaquetamiento de los minicirculos en la malla del kinetoplasto o ser un
sitio de union para algunas proteinas (Marini y col., 1982). Si esto fuera
cierto, los minicirculos de Z C/‘UZ/carecerian de esa función ya que no
poseen curvatura alguna en toda su extensión.

Recientemente Sturm y Simpson demostraron que en L (¿rento/ae las
regiones variables de los minicirculos codifican un ARNguia que sirve como
templado para llevar a cabo el proceso de editado del transcripto que codifica
la subunidad Ill de la Citocromo oxidasa mitocondrial (Sturm y Simpson,
1990).
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i.4.2.3 Evolución de los minicirculos.

Se demostro que, en algunas especies de tripanosomátidos los
minicirculos pueden evolucionar muy rápidamente, de manera que en pocos
años se producen alteraciones en los perfiles de minicirculos de una cepa
cortados por diferentes enzimas de restricción (Simpson y col., l980; Borst y
col., 1981 y Sánchez y col., 1984)..Jasmer y Stuart en 1986 demostraron que
los minicirculos de Z brucel' contienen secuencias de 18 pb repetidas en
forma invertida. Estas repetICiones f Ianquean un segmento de i02-i lO pb
conservado en las diferentes poblaciones de minicirculos. Ellos sugieren que
estas secuencias parecidas a transposones Jugarian un rol importante en el
desarrollo de la diversidad de secuencia observada en este grupo de parásitos.
Sin embargo, tales secuenCias estan ausentes en los minicirculos de
L ¡«vento/ae, Z ¡en/¡51‘ y 7. ari/21'. Por lo tanto no representarian un
mecanismo general para generar diversidad de secuencias en minicirculos. La
recombinación, amplificación, deleción y las mutaciones puntuales
contribuirían para originar esa diversidad (Jasmer y Stuart, ¡986).

A pesar de la diversidad de secuencia entre los diferentes minicirculos
de los tripanosomas africanos, la organización de las moléculas se mantiene
aún entre diferentes especies (Jasmer y Stuart, i986). Este hecho sugiere que
la importancia biológica de los minicirculos radica en su estructura y no en
una secuencia de nucleotidos especifica (Marini y col., l982). La organización
de los minicirculos en una región conservada y una variable es una regla
general de los tripanosomátidos. En 7.’cruzl' hay cuatro regiones conservadas
por molécula, lo que sugiere que los minicirculos de esta espeCIe podrian
haberse generado por duplicaciones de una molécula ancestral de tamaño mas
pequeño en el curso de la evolución (Frasch y col., l981).

1.4.3 Replicación del ADNk.

La sintesis del ADNkocurre sólo durante un tiempo limitado en la fase S

del ciclo celular y es Sincronica con la sintesis del ADNn(Cosgrove y Skeen,
i970).
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i.4.3.i Replicación de minicirculos.

Antes de la replicación, en la fase G¡ del ciclo celular, la malla de ADNk
contiene miles de minicirculos concatenados, covalentemente cerrados.
A esta malla se la llama Forma I (Englund, l978). Cuando se inicia la fase S,
se liberan de la malla minicirculos por acción de una "topolsomerasa". Los
minicirculos liberados, covalentemente cerrados se replican como
estructuras "thetha" dando una progenie de dos minicirculos con un "nick" o un
"gap".Luegode la replicación otra enZIma, probablemente otra topolsomerasa
devuelve las moléculas hijas a la malla. Las moléculas se vuelven a
concatenar en la periferia de la malla de ADNk.La malla en replicación tiene
dos zonas, una interna con minicirculos covalentemente cerrados, sin replicar
y una externa con moleculas replicadas, vueltas a concatenar y con un "gap" o
"nick". Los "gaps" o "nicks" actuarian como señal para que la topolsomerasa no
vuelva a sacar un minicircuio ya replicado y éste se divida dos veces. Cuando
concluye la fase S del ciclo celular, todos los minicirculos de una malla se
replicaron y poseen un "gap" o "nick". La malla tiene el doble tamaño que la
original y se denomina Forma II. En algún momento de la fase 62 del ciclo
celular se produce la separación fisica de las dos mallas hijas y el cerrado
covalente de todas las moléculas de minicirculos. El resultado final son dos

mallas de Forma I indistinguibles de la parental, que segrega una a cada
célula hija durante la división celular (Englund, 1978; Englund, i979 y Ryan y
col, i988).

1.4.3.2 Replicación de maxicirculos.

La replicación de los maxicirculos ocurre al mismo tiempo que los
minicirculos y probablemente cada maxicirculo se replica una sola vez por
generación. Los maxicirculos se replican por el mecanismo de circulo rodante
mientras permanecen unidos a la malla de ADNk(Hajduk y col, i984).
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¡.5 Organización y estructura del ADNnuclear.

Poco se conoce sobre la organización cromosómica en los
tripanosomatidos. Una limitación importante en esta area de estudio es el
hecho de que los cromosomas de los tripanosomátidos no se condensan en

ninguna etapa del ciclo celular (Solari, 1980).
La utilización de la técnica de fraccionamiento de cromosomas por

electroforesis de pulsos alternados de campos eléctricos perpendiculares
(PFGE,Pulse Field Gel Electrophoresis) es una herramienta muy útil para
estudiar el genoma de los tripanosomas (Schwartz y Cantor, 1984,- Van der
Ploeg y col., 1984). Con esta técnica se demostró que los cromosomas de
algunos parásitos son mucho mas variables que los del resto de los
organismos eucariotes. En tripanosomas africanos los genes que codifican
glicoproteinas de superficie se mueven de un cromosoma a otro durante su
activación dando lugar a cambios de tamaños de los cromosomas involucrados
en el reordenamiento (Van der Ploeg y col., ¡984; Van der Ploeg y coi., l984a).
En P/asmod/z/m ¡ala/paran? se observaron variaCIones de tamaño en
cromosomas genéticamente equivalentes de tres aislamientos de parásitos
diferentes (Kemp y col., 1987). Los polimorfismos cromosómicos de
P. fa/aparum parecen deberse a recombinación homóloga de secuencias
repetidas subtelomericas (Corcoran y col, 1988). En Z C/‘UZ/ hay una gran
heterogeneidad en el tamaño de los cromosomas genéticamente equivalentes
entre diferentes cepas y clones. Esto se observó tanto utilizando genes
heterólogos (Z Üfl/Có’l')como genes homólogos (Z ¿7qu (Gibson y Miles,
1986,-Engman y col.,1987 y Henriksson y col., i990).

Estudios de patrones isoenzimaticos sugieren la presencia de un genoma
diploide tanto en 7.’art/¿“ef (Tait, i980) como en Z cruz/ (Tibayrenc y col.,
1986). Analisis por PFGEindican que Z arace/ es diploide (Gibson y col, 1985
y Gibson y Borst, 1986). Estudios llevados a cabo con esta técnica en Z ¿rc/21'
sugieren diploidia también en este parásito. Para ello se usaron sondas de
genes conservados de Z oruce/ (Gibson y Miles, ¡986) o sondas de genes que
codifican antígenos importantes en las infecciones naturales de f cruzf
(Henriksson y col, 1990).
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l.5.l Genesque codifican antígenos de I cruzi.

Snary y Hudsonen 1979 describieron la presencia de una glicoproteína
mayoritaria en la superficie de Z cruzi. Encontraron la misma glicoproteina
en los tres estadios del parásito. Actualmente, hay descriptas varias
proteínas de superficie de Z ¿rc/22',muchas de las cuales son específicas de
estadío (Yoshida, 1986,-Texeira y Yoshida, 1986). Se caracterizaron moléculas
específicas de estadío involucradas en diferenciación (Sher y Snary, i982),
unión de parásitos a fibronectina (Ouaissi y col., 1986), penetración a células
huésped (Andrews y col., ¡984) y resistencia a lisis mediada por
complemento. La composición antigénica de Z cruzf es muy compleja.
Dilucidar esta complejidad ayudaría no sólo a conocer mejor la biología del
parásito, sino a encontrar moléculas utiles para ser aplicadas a problemas
prácticos como diagnóstico y vacunación.

En varios laboratorios utilizando técnicas de ingeniería genética se
clonaron genes o secuencias parciales de genes que codifican antígenos de
Z cruzz‘. Algunos genes codifican antígenos de superficie específicos del

estadío trípomastigote (Peterson y col., 1986,-Beard y col, 1986; Levin y col,
¡989 y Takie y col, 1989). En nuestro laboratorio se alsíaron diferentes
clones que codifican antígenos de Z cruz/ (Ibañez y col., ¡987). Ocho de esos
antígenos están formados por secuenc1as de aminoácidos repetidos en tanoem
(Ibañez y col, i988). Algunos de los antígenos son reconocidos por un gran
número de sueros de pacientes chagasicos obtenidos en Chile, Brasil y
Argentina. Sueros de pacientes con Leishmaniasis o Toxoplasmosis no
reconocen estos antígenos, lo que demuestra que son potenc1almente útiles en
el diagnóstico de la enfermedad de Chagas (Frasch y col, 1987). A uno de los
antígenos se lo denominó SAPA (Shed Acute Phase Antigen) ya que es
secretado durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas (Affranchino y
col, i989). Anticuerpos contra SAPAestan presentes en un 93% de los sueros
de pacientes chagasicos con sintomatología aguda de la enfermedad. SAPA
siendo un buen marcador de la fase aguda de la enfermedad,- la detección de
anticuerpos anti SAPA en el cordón umbilical de un recien nacido permite
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diferenciar niños con una Infección congénita de aquellos que no están
infectados (Reyes y coi., 1990).
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Los minicirculos del ADNkde T.cruz/ demostraron ser heterogeheos en
secuenCia dando lugar a la presenc1a de varias suppoplaCiones de minicirculos
en un mismo parásito. El primer objetivo de nuestro trabajo fue estudiar la
existencia de aislamientos o clones de parásitos que posean suppoblaciones
homogéneas de minicirculos. Ademas se analizó la presencia de
polimorfismos en esas suppoplaCIones homogéneas.

En segundo lugar, se estudiaron los mecanismos responsables de la
aparición de polimorfismos para sitios de enzimas de restricción en las
subpoblaciones homogéneas de minicirculos. Ellos pueden ser el origen de la
heterogeneidad caracteristica en la secuenCIa de nucleótidos de los
minicirculos de Z C/‘UZI.

Se utilizaron minicirculos clonados y ADNk total como sondas
radiactivas para agrupar aquellos aislamientos o clones de Z C/‘UZ/ que
poseen minicirculos homólogos entre si. Se analizó la presenc1a de
minicirculos especificos de aislamientos o clones de parasitos y se llevó a
cabo un estudio epidemiológico de organismos de diferentes origenes
geográficos para estudiar la heterogeneidad de 7. m/¿’I' en la naturaleza.

Por último, se analizó el grado de conservación de diferentes genes
nucleares en distintos aislamientos de 7. art/21'.Se comparó la heterogeneidad
encontrada en los minicirculos del parásito con los polimorfismos para sitios
de enzimas de restricción existentes en los genes nucleares utilizados para
este estudio.

Se utilizaron tecnicas de taxonomla numérica para analizar los
resultados con sondas de ADNKy de ADNny se comparon los datos obtenidos
para determinar la validez de la utilización de sondas de ADNkcomo criterio
taxonómico.
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2.i.l Origeny calidad de los reactivos utilizados.

LOSreactivos utilizados fueron de grado de pureza analitico. salvo en ¡OS
casos en que fuera necesario un grado de
continuación;

Acrilamida

ADNde esperma de salmon

Agarosa (baja Electroendosmosis)
Ampicilina trihidrato
Bacto triptona
Cloroformo
N'N'-metilen bisacrilamida

Etanol
Ficoll 400
IPTG

Sephadex
Sodio dodecil Sulfato (SDS)
Trizma oase (Tris)

2.1.2 Enzimas.

pureza mayor, IO que SC indica a

BRL(purificadaespecialmente para
electroforesis)
Sigma
Sigma o BRL(para electroforesis)
Sigma
Difco

MerCK

BRL(purificada espeCialmente para
electroforesis)
Merck

Sigma
Sigma o BRL
Pharmacia

BDH(especialmente puro)

Sigma

Las enzimas utilizadas se adquirieron en diferentes compañias.
ADNpollmerasal (fragmento Klenow)
DNAsaI

Endonucleasas de restricción
Fosfatasa alcalina
Lisozima
Mezclapara Mat ¡fans/alzan

BRL

Sigma
BRL, IBI, Biolaosl
BRL

Sigma
BRL, IBI
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(DNAsaI, Fragmento Klenow)
Proteinasa K Sigma
RNAsa A Sigma

T4 DNAligasa Promega

2. ¡.3 Productos radiactivos.

Todos los materiales radiactivos se adquirieron en New England Nuclear
(NEN)

Los dNTPs (a32P) radiactivos se hallaban en soluCIon acuosa, en una

concentración de lO mCi/ml; con una actividad especifica de 3000 Ci/mM

2.1.4 Medios de cultivo.

A)Mediospara cultivar bacterias (Maniatis y col, l982).
-LB ¿una Bram: IOg de Bacto triptona, 5 g de extracto de levadura y

lo g de NaCl (Cloruro de sodio) en l litro de agua, se ajustó a pH 7,5 con NaOH
(Hidróxido de sodio)

-LB agar: Al medio descripto anteriormente se le agregó 15 g de agar
por cada litro de medio de Cultivo

-LB {0pagar: Al medio descripto en primer termino se le agregó 0,7 g de
agar por cada litro de medio.

B)Mediospara cultivar parásitos.
i) Medio para Z ¿“rc/zi: infusión cerebro-corazón, 33 g/l ; Triptosa

(Difco), 3 g/l; Na2PO4H,4 g/l; KCl, 0,4 g/l y glucosa 0,3 g/l (ademas de los
aproximadamente l,7 g agregados como parte de la infusión cerebro-corazón).

El pH fué aproximadamente 7,5 sin necesidad de ajuste. Luego de la
esterilización se agregó antibiótico (2.1.5.8), hemina (20 ug/ml)(l ml de una
soluc10n de hemina 2 g/l en NaOH0, lN por cada litro de medio de cultivo) y se
suplementó con 10%(v/v) suero fetal bovino inactivado por calor (45 min a
569 C)(Cazzulo y col.,1985).

ii) Medio bifasico: fase sólida compuesta por el medio descripto
anteriormente con 2%(p/v) de agar, se autoclavó y luego se agregó 10%(v/v)
de sangre desfibrinada de conejo con antibiótico. Se volcaron 3 ml en un vial y
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se dejó gelificar. Luego se agregaron 3 ml del medio liquido descripto en la
sección 2.1.4.8.1.

Todos los medios se esterilizaron en autoclave lS min a 1,5 atmósferas.

2.1.5 Antibióticos.

A) Selección de bacterias. (Maniatis y col, 1982).
Las soluciones madres de antibióticos se esterilizaron por filtración a

través de membranas Millipore de 0,44 um de poro y se conservaron a -209C.
Estas soluc10nes se agregaron a los medios de cultivo esterilizados por
autoclave. Luego de esterilizados, los medios se enfriaron hasta una
temperatura de aproximadamente 509€ antes de agregar los antibióticos. Esto
se realizó para impedir que los antibióticos se dañen por el calor excesivo.
Las soluciones madres utilizadas tenian las siguientes concentraCIones:

Ampicilina, iOO mg/ml en agua destilada. Se utilizó como antibiótico
selectivo en una concentración final de lOOpg/ml.

Tetraciclina, 20 mg/ml en agua destilada. Se utilizó como antibiótico
selectivo en una concentración final de 20 ug/ml.

B) Prevención de infección en cultivos de parásitos.

Al medio liquido descripto en la sección 2.1.4.B.i se le agregó penicilina
(IOOUI/ml) y estreptomlcina ( |00 ug/ml).

2.l.6 Cepas de bacterias utilizadas.

Todas las cepas fueron de la familia Escher/mm co/I' K- l2.

MClOói (Casadaban y Cohen, 1980) F‘, ara Dl39, (ara leu) 7697

Alac X74, gal U', gal K',
nsr', hsm', str A.

JMIOI (Messing, 1979): Miac-proAB), sup E, tni,
(F tra D 36, proAB, lac Iq,
Z M15)

HBlOl (Boyer y Rouiland-Dussoix, l969): F’,hsd S20 (rB', m3-),
rec A13, ¿ara-14, pro A2
lacY l, gal K2, rps L20(SmR),
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Xyls, mtl- i, supE44, 1’

2.1.7 Cepas y Clones de Parásitos.

En todos los experimentos se uso el estadio epimastigote de Z cruz}.
Se utilizaron las siguientes cepas:
CAI: aislado en diciembre de ¡974 de un paciente con miocarditis

chagásica cronica de la provincia de San Luis, Republica Argentina. Esta cepa
no produce infecc10nes letales en raton, produce la máXima parasnemia entre
los 25 y 30 dias post-infección , siendo detectable la presencia de parásitos
aún 12-18 meses post-infección (González Cappa y col, 1980).

Por xenodiagnostico de un perro infectado con la cepa CAI se obtuvieron
parásitos que se usaron para obtener clones (Engel y col, ¡982).

Los clones utilizados en este trabajo fueron: CAI-65, 69, 70, 7i, 72, 73
y 78.

Miranda:aislada de un paciente con infección asintomatica cronica, de la
prov1nc1ade Santiago del Estero, República Argentina. De esta cepa también
se obtuvieron clones (Engel y col, 1982).

Eneste trabajo se utilizaron los clones:
Miranda-75, 77, 80, 8l, 83, 84 y 88.
Los clones de paráSitos de las cepas CAI y Miranda fueron cedidos por el

Dr. J.C.Engel.
Tulahuén (Tul 0): aislada de un triatomineo de Chile (Pizzi, i956).
AWP:aislada en Santiago del Estero en abril de 1970, de un niño con una

infeCCion aguda.

Las cepas Tul Oy AWP fueron cedidas por el Dr.J.J. Cazzulo. El origen de
las restantes cepas y clones de parásitos utilizados en esta tesis doctoral
serán descriptos oportunamente.

2.l.8 Plásmldos.

pBR322 (Bolivar y col, 1977).
Mi3mp l8 (Yanish-Perron y col, 1985).
Mi3mpl9 (Yanish-Perron y col., ¡985).
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2.1.9 Soluciones amortiguadoras utilizadas (Buffers).

20 x SSC: NaCl 3M, citrato de sodio 0,3 M.

iO x TBE: Tris-HCl i M, ácido bórico i M, EDTA 30 mii.

TE: Tris-HCI io mri (pH 7,5), EDTA i mri.

2.2 Cultivos de parásitos.

2.2.A) Cultivos axénicos de parásitos.

Los epimastigotes se cultivaron a 289 C en el medio descripto en la
sección 2.1.4.8.1 (Cazzulo y col, 1985). Se sembraron a partir de precultivos
en fase logaritmica en frascos Roux conteniendo 100 ml de medio de cultivo.
Los parásitos se cosecharon en la fase logaritmica tardia del cultivo y se
lavaron 3 veces con NaCl 0,15 M.

2.2.8) Cultivos primarios de parásitos.

Tanto a las vinchucas colectadas en el campo como a aquellas infectadas
en los xenodiagnósticos se les extrajo el intestino, este se dividió en dos
partes y cada una de ellas se introdujo en un tubo con medio bifáSico
(2.i.4.B.ii). Los intestinos se incubaron a 28°C hasta obtener una densidad de
parásitos suficientes para pasar a medio liquido (aproximadamente 45 dias).
De aqui en mas los cultivos se continuaron como se indica en 2.2.A.

2.3 Técnicas comunmente utilizadas para la purificación y
concentración de ácidos nucleicos.

2.3.1 Precipitación con etanol.

Los ácidos nucleicos en solución se recuperaron por precipitación con
etanol (Maniatis y col.,l982). La solución acuosa se llevó a una concentración
final de 0,3 P1de acetato de sodio por el agregado de O,i volúmenes de una
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solución madre 3 M (pH 5,2). Luego se agregó 2 volúmenes de etanol y los
ácidos nucleicos se precipitaron durante 24 h a -209C ó 30 min a -70°C. El

ADNse centrifugó a l2.000 g, 30 min a 49€. El precupitado se lavo con etanol
70%(v/v) para remover toda traza de sales, se secó y luego se resuspendió en
amortiguador TE(2. i .9) o agua destilada.

2.3.2 Extracción con solventes orgánicos.

El ADN en solución se purifico de proteinas contaminantes por
extraCCiOncon fenol:cloroformo:aiconol isoamilico (50:48:2, v/v) (Maniatis y
col, i982). A la solucion acuosa de ADNse le agregó un volumen igual de 50%
fenol/50% cloroformo (equilibrado en Tris-HCl IO mM (pH 7,5), EDTA l mr'i,
conservado en oscuridad a 49€); la solución se mezcló con vortex por un

periodo de 30 s.Luego se separaron las fases centrlfugando 5 min en
microcentrifuga y se tomó la fase acuosa (fase superior). Algunas veces se
reextrajo la fase orgánica con un volumen igual de amortiguador TE. La fase
acuosa se continuó extrayendo con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico para
luego realizar una última extraCCión con cloroi‘orm02alconol isoamilico (24:1,
v/v). El ADNse recupero finalmente por precipitación con etanol (2.3. i ).

2.4 Aislamiento y Purificación de ácidos nucleicos.

2.4.1 Purificación de ADNk(kinetoplástico).

La alta densidad de la malla de ADNkpermite separaria fácilmente del
ADNnpor centrifugación diferencial luego de la ruptura y desproteinización de
los parásitos.

Los cultivos de eplmastigotes se cosecharon por centrifugación
diferencial a 3.000 g, iO min a 49€ y se lavaron 3 veces con NaCl 0,l54 M.

El precipitado de parásitos se resuspendió en solución amortiguadora
Tris-HCl iO mr'i (pH 7,5), NaCl 100 ml'i y EDTA lOO mM. Se utilizó l ml de

solución por cada iOO mg de precipitado de parásitos. Los parásitos en
suspensión se lisaron por el agregado de SDS a una concentración final de 1%.
El lisado de parásitos se incubó con 50 pg/ml de Proteinasa K durante 2 h a
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379€ (con agitación suave cabeza-cola cada 15 min). El lisado proteico se
extrajo varias veces con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
hasta la desaparición de proteinas en la interfase. Se realizó una última
extracción con cloroformo:alcohol isoamilico. El ADNk se sedimento por

centrifugación diferencial a 20.000 g, 2 h a 49€. El sobrenadante se guardó
para la preparación de ADNn(2.4.2) mientras que el precipitado conteniendo

ADNKse resuspendió en l/ lO del volumen original de soluc10n amortiguadora
TE.Se incubó nuevamente con SDS (0,5% final) y Proteinasa K (30 pg/ml final)
durante 2 h a 379€. Luego se extrajo nuevamente con solventes orgánicos
(2.3.2). El ADNkse precipitó por el agregado de O,i volúmenes de acetato de
sodio 3 M(pH 5,2) y 2 volúmenes de etanol absoluto a -209C. Se colocó toda la
noche a -20°C y luego se centrifugó a 12.000 g, 30 min a 49€. El precipitado
de ADNkse lavó con etanol 70% y se volvió a centrifugar en las condiciones
descriptas anteriormente. Se volcó el sobrenadante y el precipitado se secó
para luego ser resuspendido en Tris-HCI lO mM(pH 7,5), EDTA0,| mr'i (l/lOO
del volumen original).

2.4.2 Purificación de ADNn(nuclear).

Para obtener ADNnde tripahosomas se utilizó el protocolo descripto en
la sección anterior hasta el paso de centrifugación diferencial. En ese punto
al sobrenadante se lo desproteinizó incupandolo 2 h a 379€ con SDS (0,5 %
final) y Proteinasa K(30 pg/ml final).

Luego se realizaron varias extracciones con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, hasta desaparición de proteinas en la
interfase. El ADNnse precipitó por el agregado de 0,1 volumenes de acetato de
sodio 3 M(pH5,2) y 2 volúmenes de etanol absoluto. Se dejó precipitar toda la
noche a -209C y posteriormente se centrifugó a ¡2.000 g, 30 min a 49€. El
precipitado de ADNnse lavó con etanol 70% y se volvió a centrifugar a
¡2.000 g, 30 min a 49€. Se volcó el sobrenadante y el prec1pitado se secó para
luego ser resuspendido en Tris-HCl iO ml‘i(pH 7,5), EDTA0,i mM.
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2.4.3 Prueba de calidad del ADN.

Para comprobar la ausencia de DNAsas contaminantes se incubó una
alícuota del ADNen solución amortiguada para enzimas de restricción con el
agregado de M922 2 n a 37°C. El ADNtratado de esta manera se comparó por
electroforesis en geles de agarosa con una muestra de ADNsin incubar para
corroborar la ausencia de degradación. Para verificar la ausencia de
impurezas, una alícuota del ADN se digirió con diferentes enzimas de
restricción. Se comprobó la digestión del ADNpor electroforesns en geles de
agarosa 1%.

2.4.4 Purificacion de ADNplasmidico en pequeña escala.

La purificación de ADNplasmidico se realizó por el metodo de lisis
alcalina (Birnboim y Doly, l979).

Se incubaron 5 ml de medio LB (2.1.4A) con ampicilina (iOO pg/ml de
concentración final) con una colonia de bacterias transformadas. Se incubó

toda la noche a 379€ con agitación vigorosa para permitir una buena aireación.
Posteriormente se centrifugó 1,5 ml del cultivo a ¡0.000 g, i min a
temperatura ambiente. El resto del cultivo se guardó a 49€. Se descartó el
sobrenadante, dejando el precipitado lo mas seco posible. Este se resuspendió
con vortex en lOOul de una solución previamente enfriada de glucosa 50 mM,
EDTA iO mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8,0) y Lisozima 4 mg/ml (preparada en el
momento). Se incubó 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregó
200 pl de una solución fría y recién preparada de NaOH 0,2 N, SDS 1%. Se

mezcló por inversión 2 ó 3 veces y se incubó 5 min a 09€. Luego a esta mezcla
se le agregó 150 ul de una solución fria de acetato de potasio 5 M
(pH aproximado 4,8). Se mezcló en vortex durante iO s y se incubó 5 min en
hielo. A continuación se centrifugó a 10.000 g, 5 min a 49€. El sobrenadante se
transfirió a un nuevo tubo y se extrajo con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Se mezcló en vortex. Luego se centrifugó
a ¡0.000 g, 2 min, se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y se le agregó
2 volúmenes de etanol absoluto a temperatura ambiente. Se dejó 2 min a
temperatura ambiente y luego se centrifugó a 10.000 g, 5 min a temperatura
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ambiente. Se descartó el sobrenadante y se dejó el tubo en posición invertida
sobre papel absorbente. Se lavo el precipitado con i ml de etanol 70%. Se

volvió a centrifugar, se descartó el sobrenadante y el precipitado se seco para
luego resuspenderlo en SO pl de una solución de TE conteniendo 20 pg/ml de
RNAsa A previamente calentada 15 min a ¡00 9C para eliminar cualquier
posible contaminación con DNAsas.Se incubó 30 min a 37°C para que actúe la

en21ma y luego el ADNse precipitó (2.3.1), se resuspendió en 50 ul de TE y se
conservó a -20°C. El rendimiento aproximado fue de i- i ,5 ug de ADNpor ml de
cultivo.

2.4.5 Purificación de ADNplasmídico en gran escala.

Cuando se requeria una gran cantidad de ADNplasmidico y con un alto
grado de pureza, se utilizó el método de lisis alcalina en gran escala, seguido
de una centrifugación en gradiente de CsCl (Maniatis y col, 1982)

Se inocularon iO ml de medio LB (2.1.4A) con ampicilina (2.1.5) con una

colonia de bacterias transformadas. Se incubó toda la noche con agitación
vigorosa a 379€. Se utilizó 5 ml de este cultivo para inocular 500 ml de LB
con antibiótico en un erlenmeyer de 2 l. Este segundo cultivo se incubó con
agitación vigorosa toda Ia noche a 37°C. El cultivo de bacterias se cosechó por
centrifugación a 5.000 g, 20 min a 49€. El metodo de purificación es
esenCIalmente el mismo que el descripto en 2.4.4. Los volumenes de trabajo
son lOOveces mayores.

El ADNse resuspendió en un volumen de 5 ml de TE y se purificó por
centrifugación en gradiente de cloruro de cesio.

Se agregó l g de cloruro de cesio sólido y 100 ul de una soluCión de
bromuro de etidio (lo mg/ml en agua) por cada ml de solución. La densidad de
la solución es de 1,55 g/ml y la concentración de bromuro de etidio es
aproximadamente de 600 ug/ml. Se mezcló bien y se ultracentrifugó en rotor
50 Ti a 40.000 rpm, 30-35 h a 209€. La banda inferior conteniendo el plasmido
se separó cuidadosamente y se extrajo varias veces (mas de 5) con un
volumen de butanol saturado en agua. La solución con ADNse dializó contra
varios cambios de l l de TE. El rendimiento aproximado fue de 400 ug de ADN
por cada 500 ml de cultivo.
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2.4.6 Purificación de ADNsimple cadena del fago HI3.

Se purificó ADN simple cadena del bacteriofago M13 a partir del
sobrenadante de bacterias infectadas.

Se realizo un cultivo de toda la noche de bacterias JMlOl. Una gota de
este cultivo se diluyo en 25 ml de medio LBy se alicuoto en viales de 1,5 ml.
Cada alicuota se incubó con fagos de una placa de retardo independiente
durante 5-6 h con agitación a 37°C. Se centrifugó a l2.000 g, 5 min a
temperatura ambiente. El precipitado se guardó a -209C para la obtención de
ADNdoble cadena. El sobrenadante se centrifugó nuevamente en las mismas
condiciones y se transfirió l ml de él a un nuevo tubo (el resto se guardó a
49€ como reserva de fagos para posteriores infecciones). Se agregó 250 pl de
PEG 6.000 20% y NaCl 2,5 M. Se dejó 15 min a temperatura ambiente. Se
centrifugó a 12.000 g, ¡5 min a temperatura ambiente. Se descartó el
sobrenadante cuidando que el precipitado quede lo mas seco posible. Se

resuspendió en lOOul de TEcon vortex. Se extrajo 2 veces con fenol saturado
en Tris-HCl (pH 7,5) y 2 veces con éter. Se tomaron 90 ul de la fase acuosa y
se le agregaron lO pl de acetato de sodio 3 M(pH 5,2) y 270 ul de etanol 100%.
Se dejó toda la noche a -209C o 30 mln a -709C. Se centrifugó a ¡2.000 g,
l5 min a temperatura ambiente. Se lavo el precipitado con etanol 70%. Se
seco al vacio y se resuspendió en 25 ul de TE. La calidad del ADNobtenido se
verificó en un gel de agarosa 0,7%. Como control se corrió ADNpurificado a
partir de una placa de retardo azul.

2.5 Métodoselectroforéticos.

2.5.1 Electroforesis de ácidos nucleicos.

2.5.l.l Electroforesls en geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN fueron fraccionados en geles de agarosa
horizontales de distintos porcentajes, de acuerdo a su tamaño: geles 0,8%
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para fragmentos de l0 a 0,8 kpb, geles 1,2%para fragmentos de 6 a 0,4 kpb y

geles 2% para fragmentos de 3 a 0,l kpb (Maniatis y col., 1982).
Todas las muestras se mezclan para su siembra con 0,i volumen de una

solucion compuesta por Ficoll 400 5% y Naranja G 2%. Las soluciones se
preparan con la cantidad apropiada de agarosa en el buffer l x TBE(2.l.9) con
bromuro de etldio (0,5 ug/ml final) tanto en el gel como en el buffer. Las
condiciones de corrida fueron 3V/cm para los geles 0,8; 3-4 V/cm para los
geles 1,2 ó 4-5 V/cm para los geles 2%. El ADN se visualizo por la
fluorescencia inducida por luz U.V.en el bromuro de etidio intercalado. Se
utilizo un transllumlnador de luz U.V.,sobre el que se fotografiaron los geles.

2.5.l.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones dlsoclantes.

Los productos de las reacciones de secuenciación (2.l0) se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones disociantes (Sanger
y Coulson, ¡978). Las electroforesis se realizaron en geles verticales de
0,3 mm de espesor, 45 cm de largo y 35 cm de ancho. Los geles fueron de un
porcentaje de 6% (acrilamidazbisacrilamida, l9zl) y urea.7 M. La solución a
polimerizar se preparó como sigue: urea 42 g, TBE (le) lO mi, sc.
acrilamidazblsacrllamlda (l9zl) (24 %) 25 ml, persulfato de amonio (10%)
0,66 ml, TEMED66 pl para cada IOO ml de solución. El TEMEDy el persulfato

de amonio se agregó justo antes de armar el gel. A la reacción de
secuenciación (5 pl) se le agregó 3 ul de buffer de siembra. El buffer de
siembra fue una solución de formamida delonizada 100% (v/v), EDTA lo mm,
azul de bromofenol 0,3% (p/v) y xylen cianol 0,3 % (p/v). Las muestras se
calentaron 3 min a 95°C. Se siembró el gel y se comenzó la corrida, que se
realizó a 45 mA constantes en buffer l x TBE.Al finalizar la electroforesis el

gel se fijo 30 mln en acido acético glacial ¡0%.Se lavo con agua destilada, se
transfirió a un papel Whatman 3 MMseco y se seco al vacio durante l h a
80°C. Se autorradiograflaron los geles por exposición a -709C con pantallas
intensificadoras (Biggin y col., 1983)
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2.S.l.3 Elución de fragmentos de ADNde geles de agarosa.

Para la recuperación de fragmentos de ADNde geles de agarosa se
utilizaron dos métodos alternativos.

a) Elución a partir de geles de agarosa de baJo punto de fuswn.
(Maniatis y col., i982)
Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa de ba]o punto de

fusión (Agarosa, Type VII, Low Geiling temperature,SiGMA). Luego de la
corrida se cortó ei trozo de agarosa que contenía ia banda a purificar. Se
depositó dentro de un tubo ai cual se le agregó 5 volúmenes de
Tris-HCi 25 mi'i (pH 8,0), EDTAi mM. Se calentó por 5 min a 659€ para fundir

la agarosa. Se extrajo esta solución 3 veces con l volumen igual de fenol a
temperatura ambiente, una vez con l volumen de fenol:cioroformo:alcohoi
isoamilico y una vez con cioroformo:aicohol isoamiiico. El ADNse recuperó
del sobrenadante por precipitación con etanol (2.3.1).

b) Recuperación por el método de congelamiento descongelamiento
(Tautz y Reuz, 1983).

Ei trozo de gel con ia banda de interés se equilibró en oscuridad y a
temperatura ambiente con iO volúmenes de acetato de sodio 0,3 M (pH 7,0),
EDTA imM. El tiempo de esta incubación varió de acuerdo al tamaño del

fragmento de ADNy a la concentración dei gel. Altas concentracmnes de gel
requieren tiempos prolongados, tomando la precaución de que ios tiempos no
sean tan largos como para perder los fragmentos de ADNpor difusión. Los
geles 2% con fragmentos de 500-1000 pb se equilibraron 30 min. Luego se
colocó ei trozo de agarosa en un tubo Eppendorf de 500 ui con un orific¡o
recubierto con lana de vidrio siiiconada. Se congeló 30 min a -709C. Se
centrifugó dentro de un tubo Eppendorf mayor (¡,5 mi) a 12.000 g, lo min a
temperatura ambiente. Dei liquido recogido en el tubo mayor se recupera el
ADNpor prec1pitaCIón con etanol (2.3.1). La calidad y recuperamón del ADNse
verificó por electroforesis en geles de agarosa.
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2.6 Autorradiografias.

Los geles de poliacrilamida y los filtros de nitrocelulosa se cubrieron
con Sara/2 Wrapci,se introdujeron en un cassette y se expusieron en contacto
con peliculas Kodak X-OMATGJ.Las eXDOSlCloneS fueron a temperatura
ambiente o a -70°C en presencia de pantallas intensificadoras (Dupont
Cronex@),para aumentar la sensibilidad del proceso.

2.7 Clonado de fragmentos de ADNen pláSl’hÍdOSYbacteriófago HI3.

2.7.! Preparación del vector para clonado.

Los vectores utilizados fueron el plasmido pBR322 y los bacteriófagos
Ml3mp18 y Ml3mp19. El ADNa utilizar como vector se digirió con la/s
enzima/s de restricción adecuada/s (2.9.1). En casos de corte con una sola
enzima el ADNfue desfosforilado con ia enzima fosfatasa alcalina bacteriana

(BAP) para evitar el religado de los extremos del vector (2.9.3). Luego se
extraio la enzima con solventes organicos (2.3.2) y se preCipito el ADNcon
etanol (2.3. i ). El precipitado se resuspendio en TEa una concentracion final de
200 ng/pl.

2.7.2 Preparación del inserto a ser clonado.

Los insertos a clonar se generaron por corte con ia/s enzima/s de
restricc10n adecuada/s. La mezcla de fragmentos se ligó directamente con el
vector o en algunos casos se purificó el fragmento de interés a partir de un
gel de agarosa (2.5.i.3 a y b).

2.7.3 Reacción de ligado.

Las ligaciones se llevaron a cabo en un volumen final de lO ul, que
contenía l pl de lOX buffer ligasa (Tris-HCI 200 mri (pH 7,5), MgClz ¡00 mM,
DTT lo mMy rATP 2 mM).Se utilizó entre 20 y 40 ng de ADNvector (plasmido
o fago Ml3 doble cadena). Para cada experimento de ligación se emplearon
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varias relaciones de inserto a vector, en cuanto a cantidad de terminales de

cada uno de ellos. En general se utilizaron relaciones de lzl y lO:i de
terminales de inserto:vector. Se mantuvo constante la masa de vector y se
varió la masa de inserto.

Para la ligación de ADNcon extremos romos (blunt end) se utilizó 0,5 ul
de en2ima y las incubaclones se realizaron durante 12 h a temperatura
ambiente. En el caso de ADNcon extremos cohesivos (sticky ends) se usó
0,05 ul de enzima y las incubaciones se realizaron durante lO h a i4-l69C. La
enzima utilizada fue la DNAligasa de T4 (l U/ul). Se incubó siempre un
control de vector, sin inserto, como estimación del fondo del vector (ADNsin

digerir o religado). Luegode la reacción de ligado se procedió inmediatamente
a la transformación, o se guardaron las muestras a -209C.

2.7.4 Preparación de bacterias competentes.

a) Preparación de bacterias JMIOI (clonado en M13).
Se utilizó una modificación del metodo de Cohen y col., (1972). Se

inocularon 50 ml de LB(2. i .4.A) con 0,5 ml de un cultivo bacteriano de toda la

noche (cultivo estacionario). Se incubó a 379€ con agitación vigorosa
(200 rpm) hasta una D0600=0,3-O,4 (aproximadamente 2 h). Las bacterias se
dejaron lo min en hielo y luego se centrifugaron a 4.000 g, 5 min a 49€. El
precipitado de células se resuspendió en la mitad del volumen de partida
(25 ml) de Tris-HCI lO mM(pH 7,5) y CaClz 50 mM.Se incubó 20 min en hielo y

se centrlfugó nuevamente a 4.000 g, 5 min a 49€. El precipitado se
resuspendió en 1/15 del volumen original de la misma solución del paso
anterior. Se incubó en hielo hasta el momento de la transformaCIÓn. Estas

células competentes se mantuvieron durante 24 h a 4°C sin pérdida de
eficiencia de transformación.

b) Preparación de bacterias MClOói y HBi 0 I.
Se utilizó el método desarrollado por Viesturus Simanis descripto en

Hanahan (1986). Se inoculó una colonia aislada en 5 ml de medio LB y se
cultivo a 37°C hasta que alcanzó una D0550= 0,3. Con este cultivo se
inocularon 100 ml de LBprecalentado a 379€. Se cultivó hasta D0550=0,48. Se
enfrió en hielo 5 min y se centrifugó a 5.000 g, 5 min a 49€. El prec1pitado se
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resuspendió en 40 ml de RFI (KAc 30 mM, KCI iOO mM, CaCig iO mM,

MnC|250 mM,glicerol 15%,acido acético 0,2 Mhasta llevar a pH 5,8). Se dejó
en hielo 5 min. Se centrifugó a 5.000 g, 5 min a 49€. El precipitado se
resuspendió en 4 ml de RF2 (MOPS iO mM, CaClz 75 mM, KCl iO mM, glicerol

15%y KOHhasta llevar a pH 6,5). Se dejó i5 min en hielo. Se fraccionó en
aiicuotas de 0,2 ml y se congeió a -709C hasta el momento de su utilización.
No se observa disminución de la eficiencia de transformación aún varios

meses después de preparadas.

2.7.5 Transformación de bacterias.

a) Transformación de JMIOI con bacteriofago ri i3.
Se pusieron en contacto 200 ul de bacterias competentes con el ADN

recombinante proveniente de la reacción de ligación. Se mantuvo en hielo
30 min y luego se sometió a un shock térmico durante 2 min a 429€. La
muestra se mezcló con 3 ml de top agar (2.i.4 A) a 45 9Cen un tubo de 7 ml. El
top agar contenia 20 ul de IPTG (¡00 mM), 20 ul de BCIG(20 mg/ml) y 200 ui
de bacterias del cultivo exponencial de JMiOi (00660= 0,3-0,4). Esta mezcla
se depositó sobre una placa de 9 cm de diametro con LBagar 1,5% (2. i .4.A). Se
dejó endurecer el top agar y se incubó toda la noche a 37°C.

Como control de transformación se utilizó i ng de ADN de la forma
replicativa del fago Ml3mpi8. Las transformaciones tuweron una eficiencia
promedio de 3 x ¡05 placas de retardo/pg de ADNcontrol. En el caso de los
fagos recombinantes la eficiencia decayó a i x ¡05.

b) Transformación de HBiOi y MC|06| con pBR322.
Se descongeiaron las células a temperatura ambiente hasta recien

descongeladas. Se dejó en hielo iO min. En tubos pre-enfriados se agregaron
50 pl de bacterias y ADNhasta 2/5 del volumen de bacterias (20 pl) y no más
de 25 ng. Se dejó 30 min en hielo. Luego se dejó 90 s a 42°C y por ultimo

2 min en hielo. Se agregaron 200 ul de LB ( a temperatura ambiente) y se
incubó con agitación l h a 37°C. Este último paso es para expresar la
resistencia al antibiótico (ampiciiina). Se incluyeron controles de eficiencia
de transformación (i ng de pBR322 ó pUCi9) y del vector (IO ng de plasmido
cortado y religado). Se plaqueó sobre capsulas de LBagar 1,5%con antibiótico.
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Eneste caso se seleccionó resistencia a ampicilina. Las capsulas se incubaron
toda la noche a 37°C. La eficiencia de transformación fue de i-Sxi06 c010

nias/pg de ADN control y i x 105 colonias/ug para los plásmidos
recombinantes. En todos los casos la presencia de inserto en la mezcla de

ligado aumentó la eficiencia obtenida con el vector reiigado.

2.8 Identificación de secuencias de ADNpor hibridación.

2.8.] Identificación de colonias recombinantes.

En algunos casos de cionado en plasmidos, se utilizó el metodo de
hibridación ¡n situ para la búsqueda del clon que contenia el inserto con la

secuencia deseada (Grunstein y Hogness, 1975). Se hicieron réplicas en filtros
de nitrocelulosa y estos se hibridaron con las sondas para localizar ios clones
de interés.

Las placas con colonias de l-2 mm de diametro, se dejaron 30 min a 49€
y luego se procesaron. Se colocaron filtros de nitrocelulosa marcados
asimétricamente sobre el agar y en contacto con las colonias, hasta que
estuvieron completamente húmedos Se transfirieron las marcas a la base de

la cápsula de Petri. Los filtros, con las colonias naCia arriba, se apoyaron
3 min sobre un papel de filtro embebido en iO 7o de SDS para lisar las

bacterias. Luego se apoyaron 5 min sobre un segundo papel de filtro embebido
en NaOH0,5 N, NaCl ¡,5 M para desnaturalizar el ADN.A continuación, se

apoyaron 5 min sobre un papel de filtro embebido en Tris-HCl 0,5 M (pH 8,0),
NaCl 1,5 M para su neutralización. Se lavaron los filtros de nitrocelulosa

¡5 min en 2 x SSC. Se secaron a temperatura ambiente y se caientaron 2 h a
809€. Los filtros se hibridaron en las condiciones descriptas en 2.8.4. Luego
se expusieron con peliculas autorradiograficas. Se transfirieron las marcas
asimétricas a las peliculas y estas marcas se alinearon con las marcas de la
cápsula de Petri original para localizar los recombinantes positivos. Las
colonias con los recombinantes buscados se tomaron con un palillo estéril y
se depositaron en i mi de LB.Se cultivaron durante 5 h y luego se depositaron
bacterias con un palillo sobre placas de Petri con LB agar i,5%. Se volvió a
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realizar el procedimiento de búsqueda descripto anteriormente y se tomó una
colonia positiva para preparar ADNplasmldico (2.4.4).

2.8.2 Identificación de fagos recombinantes.

En los casos de clonado en bacteriófago l‘ll3 se utilizo el metodo de
Benton y Davis (1977) para identificar la placa de retardo producida por el
recombinante con el inserto de interés. Coneste bacterlófago no se visualizan
placas de lisis, sino placas de retardo de crecimiento bacteriano. Se
incubaron las placas de Petri a 37°C hasta que las placas de retardo
alcanzaron un diametro de ¡,5 mm. Luego se dejaron durante l h a 49€. Se
marcaron filtros de nitrocelulosa con simbolos asimétricos distinguibles.
Cada filtro fue colocado sobre el top agar en contacto con las placas de
retardo. Se dejo por un periodo de 60 s para permitir que se transfieran los
fagos. Se transcriben las marcas aslmétrlcas a la cápsula de Petri. El filtro
duplicado se apoyó sobre el agar 90 s. Si se necesitaban mas filtros, se
aumentaba 30 s el tiempo de transferencia de fagos por cada filtro. Los
filtros, con los fagos hacia arriba se embebieron con NaOH0,5 N, NaCl ¡,5 M,
5 min a temperatura ambiente. Luego se embebieron 5 min con Tris-HCl 0,5 M
(pH 7,6), NaCl l,5 M. Por último los filtros fueron sumergidos en 2 x SSC. Se
secaron a temperatura ambiente y luego se calentaron 2 n a 809€. Los filtros
se hibridaron como se describe en 2.8.4.

Las placas de retardo que daban señales positivas de hibridación se
localizaron como se describe en 2.8.l. Para aislar el recombinante deseado se

toco con un palillo estéril la placa de retardo y se anCuló 1,5 ml. de un
cultivo exponencial de bacterias JMIOI. Se incubó durante 3-4 h a 37°C con

agitación. Se centrifugó a 12.000 g, 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se utilizó como fuente de fagos recombinantes para posteriores
infecciones de bacterias y purificación de ADNsimple cadena (2.4.6) y ADN
doble cadena (2.4.4)
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2.8.3 Identificación de secuencias de ADNespecificas. Southern
Blot.

Se utilizó esta técnica para la identificación de secuencias homólogas a
una sonda determinada (Southern, ¡975). Para ADNgenómico se corrieron
geles de agarosa 0,8% con 5-10 pg de ADNpor cada carril. En el caso de ADNk
se corrieron geles de agarosa 2% con l pg de ADNpor carril. Luego de la
electroforesis, las muestras de ADN se transfirieron a filtros de
nitrocelulosa, para luego ser hibridados con sondas de ADN marcado
radiactivamente. Luego de la corrida, los geles se fotografiaron. Se
sometieron a tratamiento alcalino durante 45 min en NaOH0,5 N, NaCl l,5 M.
Esto desnaturalizó ¡n situ al ADN.Se neutralizaron en Tris-HCl 0,5 M

(pH 7,5), NaCl 1,5 M durante l h a temperatura ambiente. Los geles se
colocaron sobre un papel de filtro Whatman 3 MMen contacto con el buffer de
transferencia (20 x SSC). Se les colocó encima el filtro de nitrocelulosa

previamente embebido en 2 x SSC y sobre este 2 hojas de papel de filtro
Whatman también embebidos en 2 x SSC. A continuación se colocó 4-5 cm. de

papel absorbente y un peso de 0,5 kg. La succión del papel absorbente provoca
una corriente ascendente de liquido que transfiere el ADNdel gel al filtro de
nitrocelulosa, donde queda retenido. El conjunto se dejó toda la noche a
temperatura ambiente. El filtro se lavo en 2 x SSCy se calentó 2 h a 809€.

2.8.4 Hibridación.

Los filtros de nitrocelulosa obtenidos según los procedimientos
descriptos anteriormente (2.8.1, 2 y 3) fueron prehibridados en una mezcla de
3 x SSC, SDS 0,1%, Denhardt 5x (lx= Ficoll, polivinil pirrolidona,
seroalbumina bovina, 0,02% de cada una)(Denhardt, i 966) y ADNde esperma de
salmón desnaturalizado 50 ug/ml, durante 2 h a 629€. Finalizado el perido de
prehibridación a la misma mezcla se le agregó la sonda radiactiva
previamente calentada 15 min a 989€ (2.9.2). En general se utilizaron
20-30 ml de solución de hibridación. Para hibridación de colonias (2.8.1) y
placas de lisis (2.8.2) se utilizó 5 x 105 cpm de sonda/ml de solución de
hibridación. Para Saul/¡em Bloz‘s de ADNgenómico se utilizó 106 cpm/ml.
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Para 501/1779”)Mars de ADNk se utilizaron dos condiciones diferentes:

5 x ¡05 cpm/ml si se utilizó como sonda un minicirculo cionado ó
i-2 x 105cpm/ml

cuando se usó ADNK total marcado radiactivamente (2.9.2). La

hibridación se realizó por ¡5 h a 629€. Los lavados en condiciones relajadas
se realizaron con 3 cambios de 30 min cada uno de una solución 3 x SSC,
SDS 0,1% a 629€. Los lavados en condiCiones estrictas fueron en 0,1 x SSC,
SDS 0,1%, también 3 cambios de 30 min a 629€. Las condiciones de lavado

relajadas permitieron detectar todas los minicirculos que comparten al
menos las regiones conservadas. En cambio, las condiciones de lavado
estrictas permitieron detectar soio ios minicirculos que comparten tanto las
regiones conservadas, como las regiones variables. Los filtros se expusieron
con placas autorradiograficas a distintos tiempos (2.6)

2.9 Modificaciones enzimáticas dEl ADNrealizadas ÍI) VÍÍI'O.

2.9.] Cortes con enzimas de restricción.

El corte con enzimas de restricción se realizó siguiendo las
especificaciones de los fabricantes. Se utilizaron 5 unidades de enzima por pg
de ADN.Las incubaciones se llevaron a cabo durante 2 h a 379€, salvo para la
enzima Taql que se incubó a 659€. Los volúmenes finales de reacción variaron
entre 20 yiOO ui y con una concentración de 2-20 ug de ADN/ml. El volumen de
enzima agregado se reguió de manera de nunca superar una concentración final
de giiceroi del 5% v/v, teniendo en cuenta que la enzima se mantiene en
giiceroi 50% a -209C.

Para asegurar un corte total del ADNk,se agregó 2 veces consecutivas un
exceso de enZIma. Se sacó una alicuota de la muestra a cada tiempo y se
analizaron los patrones de restricción en electroforesis en gel de agarosa.
Cuandono se observa modificaciones en el patrón de bandas de las distintas
alicuotas se considera digestión total. Para el caso de ADNgenómico, se sacó
una alícuota del volumen total de digestión y se le agrególoo ng de ADNde la
forma replicativa del fagolambda Se incubaron los dos tubos a la temperatura
adecuada y luego se analizó la alícuota con el fago lambda por electroforesis
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en gel de agarosa. Si se observó digestión total del ADNdei fago, se considera
que lo mismo sucedió con el ADNgenómico en ei tubo original. Esta es una
evidencia indirecta de digestión total.

2.9.2 Marcación de ADNpor Nick translation.

Las sondas utilizadas fueron marcadas radiactivamente con dNTPs(a32P)

y alta actividad especifica por el metodo descripto por Rigby y col.(1977). La
mezcla de incubación contenía: ADN100-200 ng, dATP, dGTP, dCTP, i nmol de
cada uno, dCTP (a32P)(3.000 Ci/mmol) 20 pCi, Tris-HCl 50 mM(pH 7,4),

MgClz 5 mM, 2 mercaptoetanol iO mM, seroalbumina bovina 50 pg/ml,
DNAsal 400 pg, DNApoiimerasal 5 U en 25 ul de volumen final. Se incubó i h a
169€. Ai finalizar este periodo la reacción se detuvo con 2,5 pl de
EDTA500 mm. Ei ADN marcado se separó del nucieótido libre pasando la

mezcla de reacción a través de una columna (9 x 90 mm) de Sephadex G-SO

equilibrada con TE, saturada con ADNde esperma de salmón. Se recogieron
fracciones de 200 pl. Se estimó la actividad de cada fracción en un contador
de centelleo liquido (emisión por efecto Cerenkov). El pico de ADNeiuia entre
la cuarta y la octava fracción. Se juntaron estas fracciones, se desnaturalizó
la sonda por calentamiento i5 min a 98°C y esta se utilizó para la hibridación
(2.8.4). Las actividades especificas obtenidas fueron mayores o iguales a
107 cpm/pg de ADN.

2.9.3 Desi’osforiiación de vectores con fosfatasa alcalina
bacteriana (BAP).

Los vectores cortados con una unica enzima de restricción, se trataron
con BAPpara desfosforilar el extremo 5' antes de utilizarlos para el clonado.
Se utilizó la enzima fosfatasa alcalina bacteriana (BRL)y se siguieron las
instrucciones del fabricante. Se utilizó un volumen final de reacción de

l00 ui. Se utilizó entre 5-10 pg de ADNplasmidico. El medio de incubación
posee Tris-HCl 5 mii (pH 8,0), NaCl 60 ml'i y iOO unidades de enzima. La

reacción se llevó a cabo durante i h a 659€. Luego de la reacción se extrajo la
proteina con solventes organicos y se precipitó el ADNcon etanol. El plasmido
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se resuspendió en el volumen adecuado para lograr una concentración de
200 ng/pl.

2.10 Secuenciación.

Los clones de M13 se secuenc1aron por el método de terminación de

cadena como lo describieron Sanger y col. (i977).
Una vez obtenidos los recombinantes deseados (2.7) se purificó ADN

simple cadena de los fagos recombinantes (2.4.6) Este ADNsimple cadena se
usó como templado para Ia reacción de secuenciación. Se usó un "kit" de

secuenciación BRLsiguiendo las especificaciones del fabricante.
En un tubo Eppendorf de 1,5 ml se colocó 5 ul de ADNtemplado simple

cadena, i ng de primer, I ul de amortiguador Tris-HCl lo ml‘i (pH 7,4),
MgClg iO mm, NaCl 50 mm y DTT io mr'i. Se dejó i min en agua en ebullición y

luego hasta que el agua alcanzara la temperatura ambiente.
Encuatro tubos diferentes se prepararon las siguientes mezclas:

A C G T

ADNtemplado 1,4 pl ¡,4 pl 1,4 pl i,4 pl

primer

N' l pl A' l ul C' l ul o" i pl T'

ddNTP i pl ddATP i ul ddCTP l ul ddGTP l pl ddTTP

(0,5 mM) (0,23 mM) (0,45 ml’l) (1,3 mM)

Las mezclas A', C'. G' y T‘ se prepararon de la siguiente manera:

A. C. G. T.

ddCTP 0,5 mM 20 ul l pl 20 ul 20 ul

ddGTP 0,5 mP'l 20 ul 20 pl l pl 20 pl

ddTTP 0,5 mP’l 20 pl 20 pl 20 pl l pl

bufferdereaccion 20 pl 20 ul 20 pl 20 pl

En un tubo se preparo una mezcla con io pCl de dATP (a-32P) con una

actividad especifica final de 400 Ci/mmol y I U de Klenow (fragmento mayor
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de la ADNpolimerasa I) en un volumen final de 5 ul. Se agregó i ul de esta
mezcla a cada uno de los cuatro tubos de reacción (A, C, G y T) y se incubó

15 min a temperatura ambiente. Se agrego a cada tubo l ul de dATP 0,5 mm
(para completar las cadenas interrumpidas por falta de dATP) y se incubó
otros l5 min a temperatura ambiente. La reacción se detuvo con 3 ul de buffer
de siembra compuesto por xyien cianol 0,3%, azul de bromofenol 0,3%,
EDTAlo mi'i en ¡00 ml de formamida. Las muestras se calentaron 3 min a

95°C y se mantuvieron en nielo hasta el momento de sembrar el gel (2.5.1.2).

2.1 i Métodos de dosaje de ADN.

2.11.1 Cuantii’icación de ADNky ADNn.

Para calcular la concentración de ADNkse utilizaron tres métodos. Para

ADNnsólo se utilizó el primero de ellos (2.1 lia).

2.l l.i a) Cuantificación por absorbancia.

Se midió la concentración de acidos nucléicos por absorbanc1a a 260 nm,

considerando que l 00260 equivale a 50 ug/ml de ADNdoble cadena (Maniatis y
col, i982). Como indice de pureza del ADNse midió la absorbancia a 280 nm y
se estimó la relacion 00260/ 00250.Se considero un cociente de ¡,8-2 como un
indice de pureza adecuado. Esto indica que el ADNestá libre de proteinas.

Para evitar sobreestimaciones por presencia de ARNmu otras moléculas
de ADN,de utilizó el metodo de comparación con patrones de concentración

conocida en geles de agarosa (2.l l.l b).

2.1 l.l b) Comparación con ADNde masa conocida en geles de
agarosa.

Se sembró en un gel de agarosa-BrEt cantidades crecientes del ADNen
estudio (diferencias de un orden) y también cantidades crecientes de un ADN
patron de concentracion conocida (forma replicativa de fago eXi74 o fago A).
Se corrió el gel y luego se compararon la intensidad de las bandas del ADNa
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cuantificar con las del ADN patrón. Las bandas de igual intensidad de
fluorescencia poseen la misma masa de ADN.La cantidad minima detectada

por banda fue de l0 ng de ADN.

2.i l.l c) Comparación con ADNde concentración conocida en
puntos.

La cantidad de ADNen una muestra se puede estimar por comparación de
la fluorescencia de la muestra con la obtenida con una serie de estandares

(Maniatis y col., ¡982), Conéste método se pudo detectar cantidades entre l y
5 ng de ADN.

Se colocó ParafilmTMsobre un transiluminador de luz ultravioleta. Sobre

el se colocaron gotas de 3 pl del ADNen estudio, provenientes de distintas
diluciones. Se colocó también una serie de gotas de estandares de
concentraciones entre 0,5 y 20 ug/ml. A cada gota se le agregó TE con
bromuro de etidio (2 pg/ml). Se iotografió y se estimó la concentracion de
ADNcomparando la intensidad de fluorescencia de la muestra y las soluciones
estandard.

2.ll.2 Cuantii’icación de subpoblaciones especificas de
minicirculos.

Para estimar la cantidad relativa de un dado minicirculo en el ADNk
total se utilizó la técnica de dom/ot utilizando como sonda los minicirculos

clonados pTckM-84 y pTckM-BB.
Los ADNkpurificados de los clones Miranda-75, 84 y 88 se cuantificaron

(2.1 l.l)y se depositaron en cantidades crecientes (i, 5, iO, 25 y 50 ng) sobre
un filtro de nitrocelulosa. Tambiénse depositaron sobre ese filtro cantidades
crecientes del minicirculo en estudio (pTckM-84 ó pTckM-BB) y de un ADN
control (l, 2, 5, iO, 20, 30 y 40 ng). El ADNde los filtros se desnaturalizó y
luego se neutralizó. Se calentó el filtro 2 h a 809€. El filtro con el ADNdel
minicirculo pTckM-84se hibrido con este marcado radiactivamente. Por otro
lado el filtro con puntos del minicirculo pTckM-BBse hibrido con éste último
marcado radiactivamente. Se cortaron los puntos y se contaron en contador de
centelleo liquido. Se compararon las cuentas obtenidas en los puntos con ADNk
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con aquellos con los minicírculos y de esta manera se estimó que porcentaje
del ADNktotal es cada minicírculo estudiado.

2.12 Identificación de clones recombinantes por resistencia a
antibióticos.

Cuandose realizó el clonado de miniclrculos en el sitio Hpall del vector
pBR322 se analizó la presencia de recombinantes por resistencia a
antibióticos. El clonado en el sitio Hpall hace que las bacterias con el
plásmido recombinante sean resistentes sólo a ampicilina, mientras que las
bacterias transformadas con plásmido sin inserto sean resistentes tanto a
ampicilina como a tetraciclina. Luego de la transformación se tomo con un
palillo estéril bacterias de cada colonia y se depositaron ordenadamente
sobre 2 cápsulas de Petri, una con LBagar 1,5% con ampicilina y la otra con
LB agar 1,5% con tetraciclina. Las colonias que crecen en el medio con
ampicilina y no lo hacen en el medio con tetraciclina son las que poseen los
plásmidos recombinantes.

2.13 Análisis de agrupamientos.

Se compararon los patrones de bandeo de los distintos aislamientos y
clones utilizando un análisis de agrupamientos. El estudio se realizó tanto con
los patrones obtenidos con sondas de ADNk, como con sondas de ADNn. El

análisis de agrupamientos comprende tecnicas que, siguiendo determinadas
reglas, forman grupos de parásitos que se asocian por su grado de Similitud.

Los patrones de bandeo obtenidos para cada parásito se utilizaron para
calcular el coeficiente de asociación de Jaccard (Jaccard, 1908). Los valores
de similitud calculados a partir de la aplicación de este coeficiente varian
entre 0 (mínima similitud) y l (máxima similitud). El coeficiente se
determinó para cada par de parásitos en estudio. Se calcula como el cociente
entre el número de bandas comunes a ambos parásitos (a) y la suma de las
bandas exclusivas de un parásito (b), más las bandas exclusivas del segundo
parásito (c), más las bandas compartidas por ambos parásitos (a). La fórmula
aplicada fue: a/a*b+c. Con los resultados obtenidos para todos los pares de
parásitos en estudio se construyó una matriz de similitud. Esta matriz es
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insuficiente para expresar las relaciones entre la totalidad de los
aislamientos y clones analizados, pues sólo exponesimilitudes entre pares de
parásitos. Hay una gran variedad de técnicas de analisis de matrices de
similitud para sintetizar la información de la matriz y reconocer las
relaciones entre la totalidad de los parásitos (Sneath y Sokal, 1973). Aqui se
utilizo un analisis de agrupamlentos aplicando la tecnica de ligamlento
promedio no ponderado (UPGMA, unweignted pair-group method usmg
aritnmetic averages)(Nei, 1987).
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3 Polimori’ismos en subpoblaciones de minicirculos homogéneos.

3.i Antecedentes y objetivos.

En la mitocondria de 7? cruz/ coexisten varias subpoblaciones de
minicirculos, algunas son neterogéneas y otras homogéneas. Las
subpoblaciones heterogéneas están compuestas por moléculas parcialmente
homólogas, con un gran número de variaciones en la secuencia de nucleótidos.
La segunda clase de subpoblaciones están compuestas por moléculas muy
Similares en la secuenCIa de nucleótidos, salvo por algunos polimorfismos en
sitios de reconocimientos para enzimas de restricción (Sánchez, i986).

El primer objetivo de este trabajo fue corroborar la presencia de
polimorfismos para enzimas de restricción en subpoblaciones homogéneas de
minicirculos. Para esto, se clonaron moleculas de minicirculos utilizando
parásitos cuyo ADNk presenta un patrón simple cuando se lo corta con
distintas enzimas de restricción.

3.2 Subpoblaciones homogéneas de minicirculos polimórficos.

3.2.1 Clones de parásitos con ADNk con un patrón de
digestión simple.

En la figura 4A. (calle 7) se observa el patrón electroforético tipico que
se obtiene cuando se digiere el ADNkde ÏCfl/ZÍ con diferentes enzimas de
restricción que cortan en la región constante de los minicirculos. El ADNkdel
clon de parásitos CAI-72 se digirió con la enzima Hpall. La presencia de
varias bandas, cuyos tamaños son de 1,4, 1,05, 0,7 y 0,35 kpb se debe a ia
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Figura 4. Análisis del ADNkde Seis clones de parásitos. Se digirió ADNk
de ios ciones de parásitos Miranda-7S,-77,-80,-81,-84 y-88 con la enzima de
restricción Hpail (panel A) o EcoRI, EcoRI/Haeili y HaeIII (paneiB), y se corrió
en geles de agarosa 2%.
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existencia de diferentes subpoblaciones heterogeneas de minicirculos e'n el
ADNk de ¡Teri/21' Los fragmentos corresponden a minicirculos linea
lizados,3/4, i/2 y 1/4 de molécula respectivamente. La enzima usada corta
en i, 2, 3 ó 4 sitios, cada uno de ellos en una región constante diferente.

El ADNkde algunos aislamientos digerido con la enzima Hpali presenta
un patrón de restricción muy diferente. En la figura 4A. (calles i a 6) se
muestra el patrón simple obtenido con seis clones diferentes de tripanosomas
(Miranda-75,-77,—80,-8|,-84 y-88). Hay una banda principal del tamaño de
minicirculos linealizados y otras bandas de poca intensidad. Tambien se
observa un patrón simple cuando se utilizan otras enzimas de restricción
(EcoRI y Haeiii) o digestiones dobles (EcoRi y Haelil simultáneamente)
(Fig. 4.8). El patrón simple de bandas se debe a la presencia de subpoblaciones
homogéneas de minicirculos.

3.2.2 Clonado de minicirculos homogéneos.

Para analizar posibles variaciones en sitios para enzimas de restricción
(polimorfismos) en los minicirculos muy similares en secuencia de
nucleótidos, se clonaron moleculas de diferentes subpoblaciones homogéneas.
Se usó como vector el plasmido pBR322. El clonado se realizó en el único sitio
que posee el vector para la enzima Cial. ADNKde los clones de parásitos

Miranda-75,-84 y-88 se cortó con la enzima Hpali para obtener moléculas de
minicircuios completos linealizados. Se aislaron 204 clones con insertos de
i,4 kpb. Al realizar reacciones de hibridación cruzada se determinó que se
clonaron dos clases de moléculas diferentes. Se las denominó pTckM-84 y
pTckM-88 pues se encontraron en mayor proporción en el ADNkde los ciones

de parásitos Miranda-84 y 88 respectivamente.
Se tomó un cion representativo de cada clase de molécula y se realizó un

mapeo con enzimas de restricción para cada uno de ellos. Los mapas se
realizaron mediante cortes simples y dobles del plásmido recombinante o de
los insertos aislados. En la figura 5 se muestran los mapas de los clones
pTckM-84 y pTckM-ae.
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Figura 5. Mapa de restricción de los minicirculos clonados pTckM-84 y
pTckM-88,y de las moléculas homólogas presentes en los diferentes clones
de parásitos. Los sitios EcoRlmarcados con trazos gruesos están ausentes en
algunas de las moléculas del clon de parásitos Miranda-77. La molécula
pTckM-84está presente en los clones de parásitos Miranda75,-77,-80,-8¡,
-84 y-88. La molécula pTckM-BeA está presente en los clones de parásitos
Miranda75,-77,-80,-8l,-84 y-88 y la molécula pTckM-88B está presente en
el clon de parásitos Miranda77.
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Figura 6. Poiimorfismos en ias subpoblaciones de minicirculos pTckM-84
y pTckM-BB.ADNKde los clones de parásitos Miranda-75,-77,-80,-81,-84 y
-88 se digirio con un exceso de enzima HaeIII o EcoRI. Se sacó una alícuota a
las dos horas, se agregó enzima y se digirio’ dos horas ma's. Las aiicuotas
correspondientes a los distintos tiempos de digestión se corrieron en paraieio
en geles de agarosa 2%; se transfirieron a filtros de nitroceluiosa y se
hibridaron con la sonda pTckM-84 (Panel A) y pTckM-BB (Panel B). La f ¡echa
indica muitimeros de minicirculos que no poseen sitios para la enzima de
restricción EcoRI.
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3.2.3 Polimorfismos en subpoblaciones de minicircúlos
homogéneos.

Las moléculas de minicirculos clonadas se utilizaron como sondas para
analizar polimorfismos en los sitios para enzimas de restricción de las
subpoblaciones homólogas a ellas presentes en distintos clones de parásitos.
ADNktotal de los clones de parásitos Miranda-75,-77,-80,—8|,—84 y-88 se

digirio'con las enzimas HaelII o EcoRl. Se tomaron alicuotas a las dos horas de

digestión, se agregó nuevamente un exceso de enzima y se continuó con la
digestión por un lapso de otras dos horas. Este procedimiento se realizó para
descartar que las señales positivas observadas se deban a digestiones
parciales de las moiéculas de minicirculos homólogas al clon estudiado. Las
muestras extraídas a los tiempos indicados se corrieron en paralelo en un gel
de agarosa 2%. Se transfirieron a filtros de nitrocelulosa los cuales se
hibridaron con las sondas pTckM-84 y pTckM-BB.

La subpoblación de minicirculos homóloga al clon pTckM-84 no posee
polimorfismos para la enzima de restricción Haelll. En todos los clones de
parásitos analizados la sonda hibrida con una sola banda del tamaño de un

minicirculo linealizado (Fig. 6.A). El mismo tamaño se obtiene cuando se

dlglere el minicirculo clonado pTckM-84 por la enzima HaeIII (Fig. 5). Sólo
unas pocas moléculas de esta subpoblación poseen sitios de reconocimiento
para la enzima EcoRl. Como se muestra en la figura 6.A, pTckM-84 da una
señal muy débil con la banda de i,44 kpb en todos los clones de parásitos
analizados. Las moléculas de minicirculos sin digerir forman una malla que es
retenida en el lugar de siembra o forman dimeros, trimeros o diferentes
multimeros que migran menos que un minicirculo lineallzado (ver flecha de la
Fig. 6.A).

Las moléculas homólogas al clon pTcKM-BBno poseen polimorfismos
para la enzima HaeiIl. La sonda detecta fragmentos de 1,05 (3/4) y 0,35 (1/4)
kpb, que son los mismos fragmentos que se obtienen cuando se digiere el clon
pTckM-BBpor la enzima de restricción Haelll (Figs. 6.B y 5). Sin embargo, la
misma subpoblación de minicirculos demostró ser polimórfica para EcoRI en
el clon de parásitos Miranda-77. La sonda detectó tres fragmentos. Uno de
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ellos es de 0,70 kpb, que también aparece en los otros parásitos analizados y
coincide con el mapa de restricción del cion pTckM-88 (Fig. 5). Los otros' dos

fragmentos tienen un tamaño de 1,44 kpb ('un sitio para EcoRI), o mayor que
¡,44 kpb (sin sitios para EcoRI).La última banda corresponde a un monómero o
muitimeros de moleculas de minicirculos cerrados, lo que demuestra la
coexistencia de moleculas polimóri’icas para la enzima EcoRI en una

subpobIaCión homogénea de minicirculos. Las moleculas polimórficas poseen
dos, uno o ningún sitio para EcoRI (Fig. 6.8).

En la calle i del panel B, figura 6, se observa una banda positiva de
i,44 kpb. Esta banda corresponde a moléculas parcialmente digeridas ya que
desaparece en ia calle 2 cuando a esa misma muestra se la incubó dos horas
más con un exceso de enzima.

Las condiciones de hibridación fueron tales que permitieron detectar
sólo aquellas moléculas altamente homólogas a ia sonda en toda su extensión
(2.8.4).

3.3 Estimación del número de copias de minicirculos.

Confirmada la presencia de polimorfismos para sitios de enzimas de
restricción, se deseaba saber si las subpobiaciones de minicirculos
homogéneos podian variar en el número de moleculas considerando diferentes
clones de tripanosomas. Para ello se determinó que porcentaje de ADNktotal
está formado por cada subpobiación de minicircuio: pTckM-84 y pTcKM-BB.La

determinación se realizó en los ciones de parásitos Miranda-75:84 y-88, por
el procedimiento descripto en Materiales y Métodos (2.1 1.2).

Se observó que la subpobiación homóloga al clon pTckM-84 estaba
presente en mayor proporción que la subpobiación homóloga al clon pTckr'i-88.
Mientras ia subpobiación de pTckM-84 era el 47, 4i y 42% del ADNktotal, la
subpobiación de pTckM-BB formaba parte del 24, i i y 17% del ADNktotal de
los ciones de parásitos Miranda-75:84 y-88 respectivamente (Tabla l). De los
resultados se deduce que ambas subpobiaciones de minicirculos suman entre
el 52% y el 7i% del ADNktotal en los diferentes ciones y explica el patrón
simple de endonucleasas de restricción mencionado anteriormente, para los
clones de parásitos Miranda-75,-77,-80,-Bi,-84 y-88 (ver 3.2.1). Además, los



Resultados 68

valores obtenidos para las dos subpoblaciones sugieren que existen otras
moleculas de minicircuios no relacionadas a los clones pTckM-84 y-88‘que
formarian parte de las bandas minoritarias presentes en las digestiones con
la enzima Hpall (Fig. 4A).

TABLA l CM
Wrong-75 Miranda-84 Miranda-eg

pTckM-84 47x 412 42%

pTc_kM-88 2L! liz ¡78
Los valores representan el porcentaje del ADNktotal que corresponde a cada
subpoblaclón de minicirculo.

4 Mecanismos que generan diversidad en la secuencia de los
minicirculos de ÏÏCI‘UZÍ.

4.1 Antecedentes y objetivos.

Unacaracteristica de los minicircuios de ICN/21' es la heterogeneidad
de su secuencia (Riou y Yot, ¡977; Frascn y col., 1984). Por lo tanto, se hace
imposible entender cómo se mantienen y evolucionan los minicircuios debido
a la dificultad para seguir las variaciones de las moléculas en los diferentes
parásitos. La heterogeneidad antes mencionada es originada por una evolución
muy rápida de las moléculas de minicircuios (Stuart, 1983; Sánchez y col,
1984,- Sánchez, 1986).

En Ztft/21' la regla general es la presencia de subpoblaciones de
minicircuios heterogeneos. Se demostro que en algunas cepas o aislamientos
existen además subpoblaciones de minicirculos homogéneos (Frasch y col.,
1984; Sánchez y col., i984) siendo algunas subpoblaciones, especificas de
determinados aislamientos (Sánchez y col., ¡984; Sánchez y col., i984 a). Las
caracteristicas mencionadas anteriormente llevaron a proponer un modelo de
evolución de minicirculos en el cual se explica la aparición de subpoblaciones
homogéneas (Sánchez, l986). Debidoa la rápida evolución de los minicirculos,
constantemente se generan nuevas moléculas. Si alguno de estos minicirculos
se replica preferentemente, aumentara su número de copias, generando asi
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una nueva subpoblación de minicírculos. Por lo tanto, la nueva subpoblación

homogénea estaria compuesta por moleculas iguales entre si. Con el paso del
tiempo se acumulan mutaciones, inserc10nes y/o delec10nes y recombi
naciones que llevarían a la aparición de polimorfismos para sitios de enzimas
de restricción. Luego, la subpoblación en principio homogénea se convertiria
gradualmente en una subpoblación heterogénea.

En trabajos previos se demostró la presencia de polimorfismos para
sitios de enzimas de restricción en algunas moléculas de subpoblaciones
homogéneas de minicircuios (Sánchez, 1986 y Capitulo III de esta Tesis
Doctoral).

El objetivo del presente trabajo fué estudiar el fenómeno molecular
responsable de la aparición de los polimorfismos para sitios de enzimas de
restricción. Estos últimos serian los primeros cambios en la secuencia de la
molécula de minicircuio. La acumulación de cambios en la secuencia de

nucleótidos daria origen a Ia diversidad y heterogeneidad, caracteristica en la
secuencia de los minicírculos de Icruz/ Para ello se secuenciaron tres

moléculas de minicircuios homólogos en secuencia pero polimórficas,
provenientes de tres parásitos diferentes. Dos provienen de clones de
parásitos diferentes (CAI-65 y CAi-73) y la tercera de la cepa AWP.

4.2 Moleculas de minicircuios homólogas, con polimorfismos
para enzimas de restricción.

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se detectó una
subpoblación homogénea de minicircuios que constituye el 10% de las
moléculas presentes en la cepa AWPde farc/21'. Uno de los miembros de esta

subpoblación se clonó en pBR322 y se lo llamó pTckAWP2 (Sánchez, ¡986).
En la figura 7.A se observa el patrón de restricción del ADNk total de

los clones CAI-65, CAI-73 y de la cepa de parásitos AWPdigeridos por la
enzima Hpall.
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Figura 7. Analisis de la subpoblación de minicirculos pTckAWP2 en los
ciones de parásitos CAI-65 y CAI-73, y en el aislamiento AWP.Se digirió
ADNkde ios parásitos con la enzima Hpall y se corrio en geles de agarosa 2%
(Panel de la izquierda). Se transfirío ei ADNa filtros de nitrocelulosa y estos
se hibridaron con el minicircuio clonado pTckAWP-2(Panel de la derecha).
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En experimentos de hibridación, usando como sonda el minicirculo
cionado pTckAWP2,se observa que esta molécula está presente en los tres
parásitos mencionados anteriormente (Fig.7.B).Las condiciones de hibridación
son tales que sólo se detectan moleculas altamente homólogas a la sonda
utilizada.

Enlos tres parásitos analizados se detectaron los fragmentos esperados
para la subpoblación de minicirculos homóloga a pTckAWP2 digerido por la

enzima Hpall (Figs. 7.B y 8). Los fragmentos de 0,77, 0,40 y 0,28 kpb
demuestran que los minicirculos homólogos a pTckAWP2están conservados
en la cepa AWP.En los clones de parásitos CAI-65 y CAI-73 no todos los
minicirculos de la subpoblaclón en estudio están conservados. La mayoria de
las moleculas presentan el patrón descripto anteriormente. La aparición en
estos dos clones de parásitos de bandas nuevas demuestran la presencia de
polimorfismos para sitios de reconocimiento de la enzima Hpall en esta
subpoblación de minicirculos (Fig. 7.8.). En CAl-65 se observa una banda nueva
de 0,66 kpb mientras que en CAl-73 la banda nueva es de ¡,15 kpb. En nuestro

laboratorio los Dres. D.O.Sánchez y C. Ruland clonaron ambas bandas, cuyos

mapas se pueden ver en la figura 8. Al clon de 0,66 kpb se lo llamó
pTckCAi-65 mientras que al de 1,15 kpb se lo llamó pTckCAl-73 debido al
clon de parásitos del cual proviene cada uno de ellos. Cuando se los compara
con pTckAWP2,al cion pTckCAi-65 le faltan un sitio para la enzima Hpall y
otro para HindIII, mientras que a pTckCAi-73 le faltan un sitio para Haelll y
otro para Hpall (Fig. 8). A pesar de estos polimorfismos ambos clones
(pTckCAl-65 y —73)demostraron ser altamente homólogos a pTckAWP2ya
que hibridan con este último clon aún en condiciones estrictas (Fig. 7.8). Para
determinar cual es el mecanismo molecular que genera estos polimorfismos
se secuenció totalmente el minicirculo cionado pTckAWP2y las regiones
relevantes de los clones pTckCAl-65 y -73 dónde se observaron los
polimorfismos (Fig. 8).
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Figura 8. Mapa de restricción y estrategia de secuenciación del
minicircuio pTckAWP2.Se muestra ei mapa de restricción dei minicirculo
pTckAWP2 completo y de dos fragmentos Hpall-Hpall homólogos a pTckAWP2
aislados de los ciones de parásitos CAi-6S (pTckCAi-65) y CAI-73
(pTckCAi-73). Ambos fragmentos carecen de dos sitios para enzimas de
restricción que están presentes en pTckAWP2(Hpail y HindiiI en pTckCAi-65,
Hpall y HaelII en pTckCAl-73). Las flechas indican la estrategia de
secuenciación para cada cion en estudio. La orientación de los fragmentos
originados por la enzima Taq I se determinó utilizando los sitios de
restricción Hpall y/o HaeIII. Los fragmentos que no poseen sitios Hpall o
HaeiII se orientaron secuenciando a través dei sitio Taql. El punto 0 indica ia
primer base de ia secuencia de ia figura 9. Hp: Hpall; Ha: Haelli; T: Taql y Hi:
Hindlll.

4.3 Comparación de las secuencias obtenidas.

Los tres ciones se secuenciaron por ei método de terminación de cadenas
por dideoxinucieótidos (Sanger, 1977). Previamente se realizó ei subclonado
de los mismos en el vector M13. En ia figura 8 se muestran ios mapas de
restricción de ios clones en estudio y ia estrategia utilizada para obtener ia
secuencia de los mismos. En ia figura 9 se observa la secuencia completa dei
clon pTckAWP2y ios fragmentos Hpall-Hpall de los ciones pTckCAi-65 y 73.
Entre los ciones pTckCAi-65 y pTckCAI-73 suman i479 pb secuenciadas.
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Comparando estas secuencias con el clon pTckAWP2 se encontraron 23
mutaciones puntuales, esto es una sustitución cada 64 pp. De las 23
sustituciones, i9 son transiciones y sólo 4 transversiones. Unsegundo tipo de
mutación detectada fué una inserción de una sola base en la posición 446 del

clon pTckCAl -73.

4.4 Caracteristicas generales de la secuencia de los
minicirculos de Icruzh

4.4.l Regiones conservadas.

Por analisis con endonucleasas de restricción se demostró que los
minicirculos de ICN/21' y ¡range/i poseen cuatro regiones conservadas
repetidas (Riou y Yot, i977; Frasch y coi., 1981). La secuencia obtenida en
este trabajo confirma la presencia de cuatro regiones conservadas, de una
longitud de i l8 pb y que presentan entre un 80-90% de homologia entre elias.
Las diferencias entre estas cuatro regiones de la molécula de pTckAWP2son
debidas a mutaciones puntuales. En este caso hay una preponderancia de las
transversiones sobre las transiciones. Por ejemplo, comparando la región
conservada de las posiciones 1304-1421, con las que se encuentran en la
posición 936-1053 y 591-709, se observa que existen 6 transiciones y 15
transversiones. En una de las regiones conservadas se observó también una
inserción de una sola base. Se necesita una deleción de una sola base

alrededor de la posición 300-310 para obtener una buena homologia entre esta
región conservada con las otras tres.

En las cuatro regiones conservadas se encontró una secuencia de l3 pb
(5' GGGGTTGGTGTAA3')que está presente en los minicirculos de todos los
tripanosomatidos analizados hasta la fecha. Esta secuencia de trece
nucleótidos se encontró en minicirculos de Z brucez‘, Z equerdum, New/sf
y ¿[menta/ae (Chen y Donelson, i980; Barrois y coi., 1981,- Kidane y coi.,
i984 y Ponzi y coi., 1984).

Si comparamos una de las regiones conservadas de I ¿7712/con aquellas
encontradas en otros tripanosomátidos se observan diferentes grados de
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homología. La mayor homologia ( ¡00%) siempre se encontró en ia secuencia de
13 pb mencionada anteriormente. En ia tabla II se muestra ei porcentaje de
homologia de la región conservada de ICN/21' comprendida entre las bases
i3o4y i421 (Fig. 9) con ias de otros tripanosomátidos. Alli se observa que ia
mayor homologia se encontro con las regiones conservadas de Z/ewís/
(52-65%), un tripanosoma que pertenece a la sección Estercoraria, al igual
que ¡CW/21' Con los tripanosomas africanos ¡bruce! y fequz‘pem’um ,
miembros de la sección Salivaria se encontró una homologia menor (42-48%).
Las cuatro especies mencionadas anteriormente pertenecen al género
Irma/7050072.

Con ia region constante de los mimcirculos de ¿Jarama/ae (Género
¿HS/mama) se observo el menor porcentaje de homologia (34-38%).

4.4.2 Repeticiones directas e invertidas.

4.4.2.a Repeticiones directas.

En la secuencia de la figura 9 se encontraron 3| repeticiones directas de
8 pb cada una, ¡8 de 9 pb, 2 de IO pb y i de 12 pp. En ia tabla III se muestran
todas las repeticiones directas salvo las de 8 pb. Alli se indica la posición en
que se encontraron las secuencias repetidas.

4.4.2.b Repeticiones invertidas.

Se encontraron ¡2 repeticiones invertidas de 8 pb cada una. Las

posiciones en que se encuentran se indican en la tabla III. Las cuatro regiones
conservadas mas las repeticiones directas e invertidas suman el 70% de ia
secuencia del minicircuio pTckAWP2.

4.4.3 Marcos de lectura abiertos.

En la secuencia dei minicircuio pTckAWP2 que se muestra en ia figura 9 se
encuentran ¡3 marcos de lectura abiertos de mas de 20 aminoácidos (io en la

cadena que se muestra en la figura 9 y 3 en ia cadena complementaria). En la
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figura lO se muestran los marcos de lectura abiertos de más de. 35
aminoácidos cada uno. El polipeptido mas largo posible codificado por

TABLA iI

Porcentaje de homoiogia de ia región conservada de ios minicircuios de
¡ma/con las de otros tripanosomátidos

Or nismo Minicircuio Ref. Homo] ia z

z. {Manta/aa [l]

pKSRI(64-181) 38

th 26 (447-564) 34
th ¡54 (349-466) 39

f. úmae/ [2]

A 44

42

f. award/m (700-817) [3] 48

l ¡en/¡51‘ [4]

A l (323-440) 65

2 (882-999) 62
B 1 (443-560) 58

2(884-¡001) 52

Se utilizó ia región conservada que se encuentra entre ias posiciones i304 y
i421 del minicircuio pTCkAWP2para buscar secuencias homólogas en los
minicircuios de los tripanosomatidos indicados en ia tabla. La designación de
los minicircuios corresponde a la utilizada en las referencias: [l] Kidane y
col., i984; [2] Chen y Donelson, 1980; [3] Barrois y col., i981 y [4] Ponzi y
col., i984. Los números entre paréntesis delimitan las regiones de los
minicircuios que tienen homologia con la región conservada de 7. cruzi.
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TABLA l l I

A.Repetic¡ones directas en el minicirculo pTckAWP2

Posición Secuencia Posición Secuencia

14-446 TAGGA'I'ITI' 532-1242 TGGTI'GAAG

21-552 'ITATI'GGAT 529-903 ATA'ITGAGG

36-113 GTATGATGT 694-857 GGTTGGTGT

77-871 GTG'I'l'AATG 715-862 GTGTGGGTI‘

119-836 ATGTG'I'I'AA 809-816 TG‘ITGTl'l' G

173-549 ATG‘ITATI'G 857- 1038 GG'I'l'GGTGT

375- 1072 ATI'GAATGT 880- 1216 GTGTATGAG

450- 1082 A'I'I'ITGA'IT 500-674 AGGAGGTGGG

481-548 TATG’ITA'IT 728-877 ATGG‘I‘GTATG

501-675-1019 GGAGGTGGG 1063-1157 TGAGTATAGA'ITGA

523-125} AIG_GITGTA

B.Repeticiones invertidas en el minicirculo pTckAWP2

Posición Secuencia

Directa lnvertida

15-447 217 AGGATITI‘

194 1368 TCCGGAAA

200 1015,1383 AAAATI'CC

204 1296 'I'l‘CCACAA

334-705 768 TATAGAGA

495 626 AA'I'I'I'AGG

763 770 TCTATAGA

951-1319 958.1326 CAAA'ITI'G

962 1367 CCGGAAAT

1009-1377 1291 GAA'ITITC

1289 211 ITCI'GGAA

1331 fi201 'ITI‘CCGGA
Entoda la molécula se buscaron las repeticiones directas e invertidas de 8 pb
o mas,-sólo se muestran las repeticiones directas de 9 pp. No se incluyen las
cuatro regiones conservadas del minicirculo mostrado en la Fig. 9 La posición
corresponde a su localización en la cadena mostrada en la Fig. 9.
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estas regiones es uno de 70 aminoácidos. Para poder realizar una comparacion
con los marcos de lectura abiertos de otras secuencias de minicirculos

publicadas, se utilizo el código genético nuclear para determinar la secuencia
de aminoácidos de los posibles polipéptidos. Se comparó el marco de lectura

abierto mas largo del minicirculo pTckAWP2con otros de Ioruce/ (Chen y
Donelson, ¡980), [eau/perdum (Barrois y col., i981), ¿(«venía/ae (Kidaney
col., 1984) y New/52' (Ponzi y col., 1984). Se alinearon los posibles
polipéptidos a partir de la primer metionina y no se encontro una homologia
significativa entre los polipéptidos comparados (18% o menos). Tampoco se
encontro nomologia Significativa Sl se comparan entre ellos los posibles
polipéptidos codificados por los marcos de lectura abiertos del minicirculo
secuenciado pTckAWP2 (¡7% o menos). En este último caso dos presuntas

proteinas comparten un 34% de homologia debido a que ambos marcos de
lectura comienzan en el mismo sitio en dos regiones conservadas (Fig. iO, los
dos marcos de lectura que se leen de derecha a izquierda).

0
Hi HpT Hp T Ha HaTT HaHpT T Hi

pTckAWP-2—_p.__.¡_. ’__. ._’ ,___.. ¡_q .—. .

o 0.4 0,8 1,2 1,6 kvb

Figura iO. Localización de los marcos de lectura abiertos (ORFs) en el
minicirculo pTckAWP2. Se indican los mismos sitios para enzimas de
restriCCion que en la figura 8. Las cajas rayadas indican las regiones
conservadas. Se muestran sólo los ORFsde mas de 35 aminoácidos.

4.4.4 Otras caracteristicas.

El contenido de A+Tde pTckAWP2 es del 62%. Este valor es menor que el

observado en tripanosomas africanos (72%) (Chen y Donelson, i980).
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Existe una polaridad en la composición de G y C en la molécula
secuenciada (F19.9).La hebra mostrada en esta figura posee un 31% de Gy solo
un 8% de C.

5 Utilización de sondas de ADNpara agrupar aislamientos y cepas
de Karl/zi.

5.] Antecedentes y objetivos.

Icruz/ es un grupo complejo y heterogéneo de organismos. Cepas, clones
y aislamientos de parásitos difieren en propiedades biológicas, bioquimlcas,
morfológicas y en manifestaciones clinicas de la enfermedad que ellos
producen (Brener, ¡985 y Prata, 1985). Debido a esta gran diversidad es
importante disponer de métodos confiables para clasificar y agrupar cepas y
aislamientos de parásitos. Unode los métodos más ampliamente utilizado es
el patrón electroforetico de isoenzimas (zimodemas) (ver ¡.3). Originalmente
se describieron tres grupos principales de cepas, denominados zimodemas Z¡,
22y 23 (Miles y col, i980). Resultados posteriores pusieron de manifiesto una
gran heterogeneidad en esos tres grupos, sugiriendo que las distintas
poblaciones de ¡cruz! tienen un origen multiclonal complejo (Tibayrenc y
col, 1986). Otro método de identificación se basa en el análisis del patrón
electroforético de los fragmentos de ADNKdigerido por distintas enzimas de
restricción (esquizodemasXMorei y col.,i980). Los minicirculos evolucionan
muy rápidamente (Stuart, 1983,-Sánchez y col, i984 ; Sánchez, i986) debido
principalmente a mutaciones puntuales (ver 4.3). La rápida divergencia de las
secuencias de ADNk,hacen que el patrón de restricción de diferentes cepas y
aislamientos difieran de alguna manera, aún cuando los parásitos estén muy
relacionados. Esto hace dificil adoptar un criterio simple para agrupar
parásitos por este metodo.

En el capitulo 4 se muestra que los minicirculos de ¡cruz! poseen dos
tipos de secuencias en cada molécula. Hay una región conservada de l 18 pb
repetida cuatro veces por molécula y cuatro regiones divergentes
intercaladas entre las repeticiones mencionadasanteriormente.
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La secuencia de las regiones conservadas es similar tanto entre las
30.000 moleculas presentes en un parásito como entre las moleculas de

diferentes cepas y aislamientos (Goncalves y col, 1984). Las regiones
divergentes son diferentes tanto entre las moleculas pertenecientes a
distintas subpobiaciones como entre las cuatro regiones de una misma
molécula (Goncalves y col., ¡984,- Frasch y col.,i984). Los minicirculos
pertenecientes a una subpobiacion determinada son iguales en la totalidad de
su secuencia. En cambio los minicirculos de diferentes subpobiaciones
comparten la secuencia de las cuatro regiones conservadas, pero difieren en
la secuencia de las regiones divergentes.

En nuestro laboratorio se demostro que diferentes cepas de ¡ari/21'
poseen subpobiaciones especificas de minicirculos que pueden usarse para su
identificacion (Sánchez y col, 1984 a). El metodo utilizado para la
identificación de cepas o aislamientos se basa en el siguiente razonamiento:
a) Debidoa las regiones conservadas tOdos los minicirculos hibridan entre si
cuando se utilizan condiciones no muy estrictas de hibridación. Sin embargo,
cuando se realiza la hibridación en condiciones tales que sólo se detectan las

moleculas con una alta homologia, no hibridan todos los minicirculos. En este
último caso, sólo se detectan aquellas moleculas que pertenecen a la misma
subpoblación que el minicirculo utilizado como sonda. Estas moleculas son

homologas en secuencia de nucleotidos en toda su longitud. Las condiciones de
hibridación para detectar moleculas con alta 'obaja homologia se describen en
Materiales y metodos (2.8.4). b) Los minicirculos evolucwnan muy rapida
mente. Dos cepas o aislamientosque comparten minicirculos pertenecientes a
una subpobiación dada, están, evolutivamente hablando más emparentados que
aquellas cepas que no posean minicirculos homólogos.

El primer objetivo de este capitulo fué demostrar que los clones de
minicirculos pTckM-84 y pTcKM-BBson especificos de algunos clones de
parásitos y están ausentes en otros. En segundo lugar se utilizaron estos y
otros minicirculos como sonda para analizar varios aislamientos, clones y
cepas de parásitos provenientes de paCientes infectados o insectos. Los
parásitos provienen de lugares geográficos muy distantes: Argentina, Chile,
Bolivia, Brasil y Honduras. Deesta manera se puso de manifiesto la diversidad
de parásitos presente en la naturaleza y se determinó que los minicirculos
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pueden utilizarse como sondas de ADNpara formar grupos de parásitos
relacionados. Se relacionaron los resultados obtenidos con el analisis de
diferentes aislamientos por ZimOdemas Se intento demostrar la validez del
metodo propuesto y su posible utilizac10n como complemento del análisis por
zimodemas y esquizodemas para la identificación de parásitos.

5.2 Minicirculos homogéneosespecificos de aislamiento.

En Ia figura ll se muestra el anali5is por Southern. de la presencia de
miniCirculos homólogos a los clones pTCKM-84y-BB en cinco clones y cinco
cepas diferentes de paraSitos. Se corto ADNkde los diez parásitos por la

enzima de restricción HpaII.Enel panel A de la figura il. se observa que sólo
el ADNkdel clon de parásitos Miranda-80 hibrida con la sonda pTckM-84. El

ADNKde las demás cepas y clones no poseen moléculas de minicirculos

nomólogas al clon pTcKM-84. El minicirculo clonado pTckM-88 también
demostró ser especifico de aislamiento (Fig. il.B). Esta sonda hibricla sólo
con el ADNkdel clon de parásitos Miranda-80. Los otros cuatro clones y Cinco
aislamientos analizados no reaccionan con el minicirculo clonado pTckM-BB
Tanto el clon pTcKM-84como el pTckM-BBdemostraron estar presentes en los
clones del parásito Miranda-75,-77,-80,-8 l ,-84 y-88. (Flgs. 6.A y 6.8).

5.3 Sondas de ADNkpara la identificación de aislamientos de
ï.crazi.

5.3.1 Descripción general.

El procedimiento general para la identificaCión de aislamientos
de ¡fm/¡1 fue: ADNKtotal de los paráSltOS a analizar Se digiere por la enzima
de restricción HaeIIl. Se corren geles de agarosa con las muestras en estudio,
se transfieren a filtros de nitrocelulosa y éstos se riibridan con la sonda
indicada
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Figura ii. Análisis dela presencia delas suboobiacionesde minicirculos
pTckM-84 y pTckM-Ba en diferentes parásitos. ADNK de los clones y
aislamientos de paráSItos indicados se digirió con la enzima HaeIII, se corrio
en geles oe agarosa 2%.se transfirio a filtros de nitrocelulosa y se nioriaó
con ios minicircuios clonados pTckM-84 y pTckM-BB. M, ciones Miranda.
CAI, clones CAI, AWP,Tui 0, RA, UPy Y,diferentes aislamientos.
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Se analizaron 52 aislamientos, 3 cepas de laboratorio y 6 ciones de
ÏÏC/‘UZÍ.Los parásitos estudiados prov1enen de diversas regiones geográficas.
i7 aislamientos y 2 cepas de laboratorio de Chile; 25 aislamientos, i cepa de
laboratorio y 3 clones de Argentina,- 6 aislamientos de Bolivia,- i aislamiento
y 3 clones de Brasil y 3 aislamientos de Honduras (Tablas IV, V y Vi). En el

análisis se incluyen parásitos tomados de pac1entes chagásicos crónicos.
animales infectados (cu15e5) o distintos huespedes invertebrados, ¡los
vectores matanza ¡Mesía/75y ¡”aroma ¿pino/ai.

Al iniciar el estudio no se conocia absolutamente nada sobre la relación

entre ios distintos parásitos analizados. Por ello comenzamos nuestro trabajo
utilizando como sonda dos minicirculos clonados definidos: pTCKAWP2(cedido
por el Dr.D.O.Sánchez,Sánchez,i986) y pTckM-84 (ver 3.2.2 de esta Tesis

Doctoral). Un aislamiento, la cepa y dos de los tres clones de Argentina, dos
aislamientos de Honduras, tres aislamientos de Bolivia, todos los parásitos
de BrasH y las dos cepas de Chile dan posmvo con el minicirculo clonado
pTckAWP2.Con la sonda pTckl’i-84 se detectaron seis aislamientos y un clon
de Argentina, ocho aislamientos de Chile y tres de Bolivia (Figs. I2, i3 yi4).

5.3.2 Análisis de aislamientos de la provincia de Salta.

Conel minicirculo pTckM-84 se identifican cinco de ¡4 aislamientos de

ZT/nfestans y uno de tres aislamientos tomados de paCientes chagásmos
crónicos (Fig. 12 y Tabla IV). Ninguno de los parásitos de esta región es

reconocido por la sonda pÏckAWPZ Para saber si los demás aislmientos de
esta region eran iguales entre si, se realizaron experimentos de hibridación
cruzada, utilizando como sonda ADNKtotal del aislamiento 32 proveniente de
una vinchuca ( [Infesransl Con esta sonda se detectaron la mayoria de los
parásitos de esta región que no reaccionaron con pTckM-84. Ocho de los
catorce aislamientos de parásitos tomados de vinchucas silvestres, asi como
los siete aislamientos provenientes de cmses Silvestres reaccionaron con la
sonda 32 (Fig. ¡2 y Tabla IV). Cuatro de los veinticinco aislamientos de esta
región no se detectaron con ninguna de las dos sondas utilizadas. Se usó como
sonda ADNktotal de uno de los aislamientos (2538-1) contra ADNkde todos

los demás y sólo da señal posmva con su propio ADNk(Fig. ¡2)
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Varios aislamientos de esta region se obtuweron de una vivienda sus
alrededores (NR.de la Tapia IV). Los parásnos de siete cuises que habitan un
canal situado a 30 metros de la casa y de cinco vmcnucas silvestres
capturadas en la zona reaccionan con la sonda 32. La persona que habita en
esta casa está infectada con una población de parásitos diferente
(aislamiento 2538-1 de la Tabla iV).

En un caso se analizaron parásitos de dos vincnucas independientes
tomadas del xenodiagnóstico realizado a un paciente (Paciente G.0.Tabla iV).
La sonda pTcKM-84detectó los paráSitos provenientes de una de las vinchucas

(2566-i), pero no los de la otra Vincnuca del mismo xenodiagnóstico
(2566-4). Esto sugiere que este paciente está infectado al menos con dos
aislamientos de ¡fm/21' diferentes (Tabla iV).

5.3.3 Análisis de aislamientos de la región del Norte de
Chile.

Se analizaron ¡7 aislamientos de esta región, de los cuales ocno se
detectaron con la sonda pTckM-84 (Fig.i3.E). Los parásitos provenientes del
vector maza/77a ¿pino/af dieron positivo cuando se uso como sonda ADNk

total de un aislamiento obtenido de un paciente con una infeCCión aguda en la
prov1nc1a de Santiago del Estero, Argenttna (SEBV) cedido por el Dr D. o.
Sánchez (Fig.i3.B). Utilizando como sonda ADNktotal del aislamiento MXCH46
(Tabla V) se detectaron otros tres parásitos además de el mismo (Fig.l3.D).
Tres parásitos no pudieron ser detectados con las sondas usadas hasta aqui.
ADNKde uno de ellos (MXCHBB;Tabla V) se utilizo como sonda pero reacc10no

sólo consigo mismo (Fig. i 3.C.; Tabla V).
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Figura 12.Detección de aislamientos de f cruz; dela provincia de Salta
(Argentina). ADNKde cada aislamiento se digirió con la enzima HaeIlI y se
corrio en geles de agarosa 2% (A). El ADNk transferido a filtros de
nitrocelulosa se hibrido con el minicirculo clonado pTcKM-84 (B), o ADNk
total de los aislamientos 2538-! (C) ó 32 (D). Los nombres de los
aislamientos y su origen se indican en la tabla IV.
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32 253g

Minic. 0 ADNKutilizado como sonda

SEBV

TABLA iv

Analisis de los aislamientos de la provincia de Salta
Aislamiento Huésped o vector Región de la que

o clon proviene

a IOA _7?¡”festa/is Casa de N.R.Cobos
b ¡0-2 ' 7.’lnfestans Casa de N.R.Cobos

c 3| 7?Infestans Casa de N.R.Cobos
d 32 7?¡'nfestans Casa de N.R.Cobos
e |3-A 7?¡ri/estan: Casa de N.R.Cobos

f 49-5 Z ¡Mesía/75 El Galpón

g 5ecl 2 77¡hrestans Seciantas
h 2566-4 I. C. Hico.) Colonia 5ta. Rosa

i 73-74-E i. C. H.(P.T.) Tartagal

j il-A 7.’¡Mesía/75 'Vaiies Calchaquies
k |7 Z ¡nfestans Cafayate
l 40-2 I ¡nrestans Cafayate
m 40-3 Z ¡presta/75 Cafayate
n 40-4 7. ¡”festa/75 Cafayate
o 47-2 Z ¡h/estans El Galpón
p 49-3 7. ¡hfestans El Galpón
q 2783-2 Cuises Casa de N.R.Cobos
r 2785-5 Cuises Casa de N.R.Cobos
s 2768-5 Cuises Casa de N.R.Cobos

t 2675-! Culses Casa de N.R.Cobos
u 2670-i Cuises Casa de NR. Cobos
v 2770-2 Culses Casa de NR. Cobos
w 277i-3 Cuises Casa de N.R.Cobos

x 2538-1 l. C. H. (N.R.) Cobos

Y2556" '- C-H-(0.0.) Colonia 5ta. Rosa

pTckn-oq

Ó

Se indican los nombres de los aislamientos y clones de parásitos usados en este estudio, asi
como la región donde se aislaron y ei huésped o vector dei cual prowenen. (i) o (-) indican
presencia o ausencia de un minicirculo o de secuencias homólogas ai ADNKutilizado como
sonda. N.R.,C.0.y P.T.son las iniciales de los nombres de los pacientes a partir de los cuales se
obtuvieron los aislamientos de paraSItos. I. C.H.- infección crónica humana.
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5.3.4 Análisis de aislamientos, cepas o clones de diferentes
origenes.

5.3.4.1 Analisis por sondas de ADNk.

El minicirculo pTckM-84 detecto ADNkde tres de seis aislamientos de

Bolivia y uno de tres clones de parásitos de Argentina (Fig. i 4 y Tabla VI). Los
otros tres aislamientos de Bolivia y los dos clones restantes de Argentina
dieron señal positiva con la sonda pTckAWP2, igual que dos cepas de
laboratorio de Chile, una de Argentina, una de Brasil, tres clones de Brasil y
dos de tres aislamientos de Honduras. El ADNkdel tercer aislamiento de

Honduras (CL) utilizado como sonda se detecta a si mismo, a los otros dos

parásitos de Honduras, un clon y dos aislamientos de Argentina. tres
aislamientos de Bolivia y una cepa de Chile (resultados no mostrados). ADNk
total de un clon de Brasil (MS)detectó a los otros dos clones y a la cepa de
Brasil, además de todos los parásitos detectados por la sonda CL, salvo un
aislamiento de Argentina (RA)y el aislamiento CLcon los cuales dió negativo
(resultados no mostrados).

5.3.4.2 Análisis por esquizodemas.

En la figura l5 se muestra el patr0n de restricción obtenido cuando se
digiere ADNkde los clones y aislamientos de la tabla VI con la enzima Haelli
y se corre en geles de agarosa 2%.Se observa una acentuada heterogeneidad:
parásitos que son vistos por la misma sonda en los experimentos con sondas
de ADNkpresentan diferentes patrones de restricción. Los parásitos de los
carriles 7, 9, lS y 2i se detectan con la sonda pTckM-84y por este criterio
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Figura 13. Detección de aislamientos de T. aca/¿7' cie ia región norte de
Chile. ADNKde cada aislamiento se diglrió con la enZima Haelii y se corrio en
geles de agarosa 2% (A). El ADNKtransferido a filtros de nitroceiulosa se
hibridó con ADNK total de los aislamientos SEV8 (B), MXCH-88 (C),
MXCH-46(D) o con el minicirculo cionado pTckM-84 (E) Los nombres de los
aislamientos y su origen se indican en la tabla V.
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TABLAV AnálisisdelosaislamientosdelnortedeChile
AislamientoHuéspedovectorRegióndelaque

ocion

iHXCH-89 2MXCH-BO3MXCH-46 ¿mxcwaa Sr1><CH-246Chi22 7WallF
.8Bugi649

9Bugi738 iOHCH3 ll85¡289 l398 l4iOI lS¡02 i63|X i7v2x

l.C.H. l.C.H. I.C.H. I.C.H. l.C.H.
Isplha/a/7?spina/ai 7.Spino/a/

ZIniesta/¡5 Z¡”festa/75 7.¡Mesía/¡5 Z¡h/estans Z¡Mesía/75 Z¡Mesía/75 Z¡híestans 7?¡híestans Z¡Mesía/75

J

fi

proviene

Iliapel

ChanaralAlto

Salamanca
Cuncumen Cuncumen

FlordelValle FlordelValle FlordelValle LasRamadas

Arrayán

MonteGrande

Campanario Campanario

LasBreas LasBreas

MonteGrande MonteGrande

+ 4

l'iinicirculooADNkutilizadocomosonda

pTckM-a4MXCH-46HXCH-BGSE8V322538-1

4' 0 f

Seindicanlosnombresdelosaislamientosyclonesdeparásitosusadosdondesealslaronyelhuéspedovectordelcualprovienen(+)o(-)

enesteestudio,asicomolaregión
indicanpresenciaoausenciadeun

minicircuioodesecuenciashomólogasalADNkutilizadocomosonda.l.C.H.-infeccióncrónicahumana.
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pertenecerian a un mismo grupo de parásitos (Fig. i4). En cambio por
esquizodemas sólo se asemejan entre si los parásitos de los carriles 7 y 9,
presentando estos un patrón de restricción diferente al de los parásitos de
los carriles i5 y 2l, siendo estos dos últimos a su vez diferentes entre si.

Un segundo grupo de parásitos detectado por la sonda de ADNkpTCKAWP2
también presentan patrones de restricción diferentes cuando se los analiza
por esquizodemas. Los parásitos de los carriles i, 2, 3, 4, 5, 6, 8, lO, i l, l2,

13, 14, 18, 19 y 22 se detectan con la sonda pTckAWPZ (Fig. 14) pero

presentan un patrón de restricc1ón diferente entre ellos (Fig. 15).
Queda en evidencia la heterogeneidad de los patrones de restricción de

diferentes clones y aislamientos de K ¿rc/22'.Los resultados obtenidos con
sondas de ADNk.no presentan una heterogeneidad tan notoria.

5.3.5 Ventajas y desventajas del método.

Los minicirculos clonados usados como sonda, detectan sólo

minicirculos homólogos a ellos, pertenecientes a la misma subpoblación. El
clon pTckM-84 tiene un sólo sitio para Haelll. Al hibridarlo con ADNkdigerido
por Haelll da una sóla banda ya que este clon pertenece a una subpoblación
homogénea de minicirculos (Flgs. ¡2, ¡3 y 14). El clon pTckAWP2 da varias
bandas ya que posee más de un sitio HaeIII y además presenta polimorfismos
para esta enzima de restricción en los diferentes aislamientos, cepas o
clones de parásitos (Fig. l4). Las subpoblaciones de minicirculos homólogos a
pTCKAWP2son mas neterogéneas que aquellas homólogas a la sonda pTcKM-84
Por otro lado, cuando se utiliza como sonda ADNktotal se detectan varias
bandas. En la sonda coexisten varias subpoblaciones de minicirculos, las que
deben tener más de un sitio para la enzima Haelll (Fig. ¡4).
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Figura 14. Detección de aislamientos de T. cruz," provenientes de
diferentes regiones geográficas. ADNl<de cada aislamiento se digirio con la
enzima Haelll y se corrio en geles de agarosa 2%.El ADNktransferido a filtros
cie nitrocelulosa se nlDrioó con los minicírculos clonados pTcKM-84 (A) o
pTckAWP2 (B), o con ADNk total de los aislamientos 3¡ (C) o SEV8 (D).Los
nombres de los aislamientos y su origen se indican en la tabla Vi.
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TABLA VI

Analisis de aislamiento_sy clones de diferentes reciones deoaraficas
Aislamiento Huésped o vector Región de la que Minicirculo o ADNkutilizado como sonda

o clon proviene pTckM-BA 32 Siav pTcKAWPz

iCAl-72(c)* i. C. H. San Luis (Arg.) - - * *
2 To* 7.’¡»festa/75 Chile - - - e

3 Tre derivada de To Chile - + - e
4 3m 7.‘¡Mesía/75 Salta (Arg) - e - e
5 RA! lnfec. humanaaguda La pampa - 4» - o
6 Pi 1* I. C. H. Cochabambawol.) - - + *
7 ¡9135* I. C. H. Cochabamba(Bol.) + - - 
8 P209* I. C. H Sucre (Bolivia) - - + +
9 stsat i. C. H Sucre (Bolivia) + - - 
lo MS" I. C. H Brasil - - - e
i l AC* I. C. H. Brasil - - - e

12 GER* i. C. H. Brasil - - - o
i3 Y* I. C. H Brasil - - - *

MCM-69(0)“ l. C. H San Luis (Arg.) - - * *
15 M-BO (C)* I. C. H Sgo. del Est. (Ar-g.) * - - 

16 Dm28c (C) - - N.D. N.D. N_.D. N.D.

l7 CAI -65(C) I. C. H. San Luis (Arg.) N.D. N.D. N.D. ND.
¡8 CHl3 - Honduras - - + o
l9 CHl4 - Honduras - - e *
20 CL - Honduras - - - 

2| P254 I. C. H. Sucre (Bolivia) * - - 

22 JR -. l. C. H. Sucre (Bolivj) - - e o
Se indican los nombres de los aislamientos y clones de parásitos usados en este estudio,
asi como la región donde se aislaron y el huésped o vector del cual provienen. (*) o (-)
indican presencia o ausencia de un minicirculo o de secuencias homologas al ADNKutilizado
como sonda. N.D.significa que no se realizó la determinación. I. C. H.- infeccion cronica
hum ana.
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Debido a la alta velocidad de evolucion de los minicirculos, se puede asumir

que dos aislamientos de Zaruzl' que comparten una subpoblación de

minicirculos, tienen propiedades biológicas y bioquímicas similares. Las
secuencias de nucleótidos de los minicirculos serian una de las primeras
cosas que cambiarian cuando se generan diferentes parásitos de Mraz)“ a
partir de un antecesor común. Utilizando sondas de minicirculos se pueden
detectar Similitudes entre aislamientos de parásitos, pero nada se puede
decir sobre aquellos aislamientos que no poseen homologia entre sus
minicirculos. Pueden ser similares en otras propiedades a pesar de no ser
similares en secuencia de nucleotidos de sus minicirculos. En casi todos los
casos se obtuv1eronseñales posmvas claramente diferenCIables del fondo. No
hay dudas sobre la identificacion de aquellos aislamientos similares o
idénticos (Figs. l2, l3y l4).

En las áreas endémicas, tanto el insecto vector como el huésped
vertebrado pueden estar infectados Simultáneamente por más de un

aislamiento de ¡cruz/1 Unejemplo de ello es el mencionado en 5.3.2 dónde se
encontraron dos aislamientos diferentes en un mismo paciente (Fig. l2 y
Tabla lV). Si los parásitos se aislan por xenodiagnóstico de un mamífero,
puede naber una selección de parásitos por el vector utilizado Situación
semejante a lo que sucede en la naturaleza. El próximo paso para el
aislamiento de parásitos es la obtención de material suficiente para los
experimentos mediante el cultivo de los parásitos ¡n wm) en el medio
adecuado. Los tripanosomas presentes en una Vincnuca no están en cantidad
suficiente para llevar a cabo el estudio. En este paso se puede seleccionar
artificialmente un determinado tipo de parásito. Este es un problema
importante para cualquier metodo de clasificacion de parásitos dónde se
requtere la amplificaCiOnde los tripanosomas. Se puede decir que el parásito
detectado con este método, estaba presente en el insecto vector o en el
mamifero del cual se extrajo la muestra. Nose puede descartar que el insecto
o el mamifero estuviera infectado simultáneamente por otro tipo de parástto.
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Figura IS Esquizodemas de ADNkde aislamientos y clones de 7. mm”
provementes de diferentes regiones geográficas. El ADNKde los parásitos se
digirió con ¡a enzima de restricción HaeIII y se corrió en geles de agarosa 2%.
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Este ultimo tipo de parásito se pudo haber perdido en alguno de los pasos' de
amplificación. Los paráSitos identificados con la sonda pTckM-84 crecen

relativamente lento en medio de cultivo (Engel y col, ¡982) lo que induce a
pensar que probablemente no hubouna selección artificial importante.

5.3.6 Distribución geográfica de aislamientos de Kart/zi
homólogos.

La utilización de sondas de ADNmitocondrial demostró ser un método

altamente sensible para la identificación de parásitos (Sánchez y col., i984
a). Dado el posible origen multiclonai de las poblaciones de ¡art/21', se
esperaría encontrar una gran diversidad entre aislamientos tomados al azar
en diferentes regiones geográficoas (Tibayrenc y col, 1986). Sin embargo, la
mayoria de los aislamientos de ¡cruz! estudiados pueden ser agrupados con
dos de las sondas utilizadas (Tablas IV, V y VI). La sonda pTckM-84 detectó

aislamientos en tres regiones geográficas diferentes, norte de Chile,
provincia de Salta y Bolivia, tanto en parásitos aislados de insectos como de
pacientes cnagásicos. Se aislaron parásitos relacionados en regiones
distantes más de ¡.000 km una de otra y separadas por importantes barreras
geográficas como la cordillera de Los Andes (Tablas IV, V y VI). El ADNkde
parásitos que infectan a un paCiente cnagásico crónico de la provincia de
Santiago del Estero en la Argentina, reconoció aislamientos tomados del
vector mala/na spina/a/ en el norte de Chile (Tabla V). El clon pTckAWP2
detectó aislamientos de Bolivia, Honduras y Brasil, cepas de Chile y Brasil y
clones de Argentina. Los paráSitos se tomaron tanto de vmcnucas como de
pacientes chagásicos crónicos. Con esta sonda también es posible agrupar
aislamientos que provienen de regiones muy alejadas entre ellas.

5.3.7 Relación entre zimodemas y sondas de minicirculos.

Algunos de los aislamientos estudiados aqui, fueron clasificados por
otros autores utilizando análisis de zimodemas: l9 ciones de parásitos
derivados de dos pacientes chagásicos crónicos (CAI y Miranda) mostraron la
existencia de dos tipos de parásitos. Los nueve clones de CAI y tres de
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Miranda (76, 78 y 83) pertenecen al zimodema Z¡ de Bolivia. Los otros siete
clones Miranda pertenecen al zimodema 22 de Bolivia (Montamat y col, ¡987).
En nuestro laboratorio se demostro que los clones perteneCIentes al
zimodema 21 reaccionaban con el clon pTcKAWP2,mientras que los clones
pertenecientes al zimodema 22 dan positivo con la sonda pTckM-84. En la
figura 14 y la Tabla VI se muestran los resultados para los clones CAI-72,
CAI-69 y Miranda 80.

De todos los aislamientos obtenidos en Chile sólo aquellos que
pertenecían al zimodema boliviano 22 reaccionaron con el clon pTckM-84.

6 Análisis de la heterogeneidad del ADNnuclear en ICN/zi.

6.] Antecedentes y objetivos.

La tipificación de cepas y aislamientos de ¡mm por analisis de
patrones de restricción de ADNk (esqmzodemas), mostró una gran
heterogeneidad de parásitos en la naturaleza (Sánchez y col, 1984; Morel y
col, ¡986; Carreno y col, 1987). Cuando se utilizan sondas de ADNk en
experimentos de hibridación, la heterogeneidad es mucho menor. Hay
aislamientos de parásitos que presentan un patrón de restricción de
minicirculos muy diferente y sin embargo todos comparten alguna
subpoblaclon de minicirculos, dando una señal positiva con la misma sonda de

ADNK(Sáncnez, 1986) (Figs. l4 y15). Los dos metodos pueden complementarse
entre sí asi como con el metodo de caracterizaCIón de cepas por Zimodemas.
Los resultados obtenidos con el patrón de isoenzimas se correlaciona con la
tipificación por sondas de ADNk (5.3.7) Los minicirculos de Ica/zi
evolucionan muy rapidamente (Sánchez y col, 1984). A pesar del mecanismo
descripto rec1entemente por Sturm y Simpson probablemente la evoluc10n de
la secuencia de nucleótidos de los minicirculos no sufre presión de selección
fenotípica. En consecuencia, esa seria la causa por la cual la secuencia de
nucleótidos evoluciona rapidamente.

Los minicirculos son útiles como marcadores taxonOmicos. Es impor
tante corroborar si las diferencias observadas con estas sondas genéticas
reflejan realmente las distancias evolutivas que separan a distintos aisla
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mientos del parásito. También es importante saber si los parásitos agrupados
utilizando sondas de ADNKposeen patrones de restricción similares a nivel de
ADNn.

El objetivo de este capitulo fué analizar el grado de conservación de
varios genes nucleares en diferentes aislamientos de [cruz/Z Se estudiaron
polimorfismos para fragmentos de restricción en los distintos genes. Se
analizaron genes que codifican proteinas antigénicamente importantes del
parásito, cuyo grado de conservación es desconocido (Ibañez y col, 1987).
También se estudiaron polimorfismos para enzimas de restricción en dos
genes nucleares que codifican proteinas altamente conservadas en la
naturaleza: el gen que coaifica la Actina y el que codifica la Glutamato
Deshidrogenasa NADPHdependiente.

6.2 Genes que codifican proteinas antigénicamente
relevantes de Icruzi.

¡art/21' posee una composición antigenica muy compleja. Ya se mencionó
la heterogeneidad en Ia composición glicoproteica de la superficie de
diferentes aislamientos (ver 1.5.1). En nuestro laboratorio se clonaron

fragmentos de distintos genes de 7ÏC/‘UZ/cuyos productos proteicos son
detectados por sueros de pacientes Chagasicos (Ibañez y col. ¡987; Frascn y
col, 1987). Se decidió utilizar cuatro de estos clones para estudiar el grado
de conservación de los genes en diferentes aislamientos y clones. El análisis
se llevó a cabo mediante Sour/items de ADNnuclear de quince aislamientos

diferentes digeridos por distintas enzimas de restricción (Tabla VI,
aislamientos y clones marcados con un asterisco). Los filtros de nitrocelulosa
se hibridaron en condiciones estrictas, de manera de detectar sólo la
presencia de secuencias altamente homólogas a las sondas utilizadas. Las
sondas fueron cuatro clones que contienen fragmentos de genes que codifican
proteínas antigénicas. Tres de las sondas están compuestas excluswamente
por secuencias repetidas en tandem cabeza-cola, ellos son los clones 32, ‘13
y ‘30 (Ibañez y col, ¡988). La sonda ‘7 posee sólo una región con
repeticiones en tandem, el resto del clon no posee secuencias repetidas
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Figura 16. Estructura de ios insertos de ios ciones utilizados

como sOnda en ios experimentos de ADNn.Las zonas rayadas indican las
secuencias repetidas en tandem. las zonas blancas indican regiones sm
repeticiones. Se indica ei número de repeticiones que posee cada cion y entre
paréntesis ei tamaño de ia unidad repetitiva, en Pb.

(Ibañez y coi., 1988). Los mapa de todos los clones utilizados como sonda se
muestran en ia figura ió.

Ei cion #2 detectó genes con repeticiones homologas en ios quince
aislamientos estudiados (Fig. I7). Debido a las condiciones estrictas
utilizadas en ia hibridación se puede decir que esta secuencia esta muy
conservada en diferentes parásitos. Se observó una gran heterogeneidad en ei
patrón de enzimas de restricción. Hay polimorfismos para fragmentos
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Figura i7. Patron de hibridación de ADNn de diferentes clones y
aislamientos de 7‘.Cfl/Z/ utilizando los clones x2 y 1¡‘30como sonda. ADNnde

todos los parásitos se digirió por las enzimas indicadas, se corrio en geles de
agarosa 0,8% y se transfirió a filtros de nitrocelulosa. Los filtros se
hibridaron por los clones r2 ó #30 marcados radiactivamente. Los nombres de

los aislamientos y su origen se indican en la tabla VI.
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originados por corte con enzimas de restricción RFLP(Restriction Fragment
Length PolimorfismS). Los únicos aislamientos que presentan el mismo patrón
son P135y P255de Bolivia. Se utilizaron las enzimas de restricción Hpall y
Mbol. En la secuencia repetida usada como sonda no existen sitios de

reconocimiento para ninguna de las dos enzimas. Ambas reconocen una
secuenCIa de corte de cuatro nucleótidos, son enZImas de corte i recuente (en
promedio cada 256 pb). Con las dos enzimas se observa un patrón de bandas

muy similar para cada aislamiento (Fig. i7). El hecho de usar como sonda una
secuencia repetida junto a las consideraciones anteriores sugiere que cada
banda Observada en la f igura i7 corresponde a un bloque de repeticiones en
tandem, flanqueado por sitios de corte para las enzimas usadas. Todos los
aislamientos poseen dos bloques, los que corresponderian a la presencia de

dos genes homólogos a la sonda utilizada. En los aislamientos T2 , P135y P255
asi como en el clon Miranda 80, la enZIma ribol corta uno de los bloques de

repeticiones en dos fragmentos. En la figura i7 se observa una banda de gran
tamaño y dos fragmentos pequeños (señalados con un cuadrado) en los cuatro
parásitos menciondos.

El clon ‘30 presenta características similares al ‘2 Esta presente en
todos los aislamientos estudiados (Fig. ¡7). Los genes detectados por este
clon también presentan una gran diversidad, se observan patrones de
restricción diferentes (RFLP)para casi todos los parásitos estudiados. Cada

banda también correspondería a un bloque de repeticiones en tandem y a un
gen. Para este análisis también se utilizaron las enzimas Hpaii y Mboi
(Fig. i7).

Los clones ‘7 (SAPA) y ‘13 presentan un patrón de enzimas de
restricción mucno más complejo. Cuando el ADNnuclear de los diferentes
aislamientos se digiere con enzimas de restricción que no cortan en las
repeticiones, se observa un patrón de varias bandas en cada parásito
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Figura 18. Patrón de hibridación de ADNn de diferentes clones y
aislamientos de 7. cruzi utilizando el clon #7 (SAPA) como sonda. ADNnde
todos los parásitos se digirió por las enzimas indicadas, se corrió en geles de
agarosa 0,8% y se transfirió a filtros de nitroceluiosa. Los filtros se
hibridaron por el clon #7 (SAPA) marcado radiactivamente. Los nombres de
los aislamientos y su origen se indican en la tabla VI.
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(Figs. ¡8 y ¡9). Ese es el caso para las enzimas Hpali y Mbol. tanto para el
clon ‘7 como para el clon ' i 3. Cada una de las bandas corresponde a un bloque

de repeticiones. El clon #7 detecta en cada aislamiento varios genes
homólogos a él, los que corresponderian a una familia de genes (Fig. i8). Al
igual que con los clones ‘2 y J"30 hay una gran heterogeneidad en el patrón de
restricción (RFLP')comparando los parásitos entre si (Fig. i8.A). Con el clon
‘l3 se observan las mismas caracteristicas, también se detecta una familia
de genes (Fig. ¡9). Cuando se digiere el ADNnuclear de diferentes parásitos
con una enzima que corta en la unidad repetitiva del clon 87 (Rsal) se observa

que desaparecen los polimorfismos Vistos con las otras en2imas (Fig. 18. B).
La sonda posee no tan solo las repeticiones en tandem, Sino también las

regiones f lanqueantes a las mismas. En la figura ¡8.8 las bandas corresponden
a las zonas que flanquean las repeticiones de los genes. El hecho que las

regiones flanqueantes sean del mismo tamaño sugiere que los polimorfismos
vistos con las otras dos enzimas (Hpall y Mbol) se deben a distinto número de
repeticiones en tandem en cada uno de los genes. Esto último fue confirmado
en nuestro laboratorio mediante el clonado de los fragmentos homólogos al
clon 37 del clon de paraSItos CAI-72.

Analizando genes nucleares que codifican proteinas antigenicas se
observa una gran variabilidad entre diferentes aislamientos y clones de
¡cruz/1 Esta heterogeneidad es mayor a la observada por sondas de ADNk

(Figs. ¡4, i7, l8 y ¡9). La diversidad encontrada con sondas de ADNnuclear se
correlaciona con aquella vista por análisis de esquizodemas (Comparar las
figuras de ADNncon la Fig. ¡5)

6.3 Genes que codifican proteinas conservadas.

Viendo ia variabilidad encontrada en genes que codifican proteínas
antigenicas, se deCldlo estudiar el grado de conservacmn de GOSgenes que
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Figura 19. Patrón de hibridación de ADNn de diferentes clones y
aislamientos de Z ¿“rr/21'utilizando el clon ti3 como sonda. ADNnde tooos los
parásitos se dlglrió por las enzimas indicadas, se. corrio en geles de agarosa
0,8%y se transfirió a filtros de nitrocelulosa. Los filtros se hibridaron por el
clon 813 marcado radiactivamente. Los nombres de los aislamientos y su
origen se indican en la tabla VI.
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codif ican proteinas altamente conservadas en otros organismos. Unoes el. gen
que codifica la Actina y el otro el que codifica la enZIma Glutamato

Deshidrogenasa NADPHdependiente. Para el analisis del gen de la actina se
utilizó una sonda heteróloga. Se usó un clon cedido por el Dr. Maurice

Steinert,que posee un fragmento de la región 5' codificante del gen de la
Actina de fort/cel.

Para el análisis del gen de la enzima GDH-NADPHdependiente se usó un

clon tomado de una‘biblioteca genómica de expresión de 7ÏC/‘UZÍen ¡gti i. La
proteina de fusión sintetizada por el clon reacciona con un suero policlonal de
conejo específico contra la en21ma purificada. No se conoce el mapa de

restricción del inserto, pero este posee un fragmento del gen para la enzima
en estudio. Este clon fué cedido por el Dr.Oscar E.Campetella.

En la figura 20 se observa que el gen que codifica la Actina esta
altamente conservado. Cuando se utiliza la enzima Psti, once de los doce
parásitos analizados presentan el mismo patrón. Diez de estos parasitos son
detectados por la sonda de ADNkpTckAWP2 (calles l, 2, 3, 5, 6, lO, l l, 12, ¡4

y ¡7 de las Figs. ¡4 y 20), mientras el clon restante (calle 16 de las mismas
figuras) no fué analizado por sondas de ADNk.El clon Miranda 80 (calle 15 de
las Figs. i4y 20) es el único que presenta un patrón de restricción diferente
para el gen de la Actina y es detectado por el minicirculo clonado pTckM-84.
Con la enzima de restricción EcoRI el patrón de restricción es un poco ma's

complejo. El clon Miranda 80 (calle 15; Fig. 20) da una panda diferente a la de
todos los demas parásitos. Los once parasitos vistos por el minicirculo
pTckAWP2se pueden separar en tres grupos. Un grupo en el que se visualiza
una banda de 4,3 kpb (calles l, 2, ¡4, l6 y 17,-Fig. 20), un segundo grupo que
presenta una banda de 6,5 kpb (calles 5, 6, lO, li y 12; Fig. 20) y un tercer

grupo donde se observan ambas bandas (calle 3; Fig. 20).
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Figura 20. Patrón de hibridación de ADNn cie diferentes ciones y
aislamientos de f cruz} utilizando ei cion de Actina como sonda. ADNnde
todos los parásitos se digirio por las enzimas indicadas, se corrió en geles de
agarosa 0,8% y se transfirió a filtros de nitroceluiosa. Los filtros se
hibridaron por el cion de Actina de 7Ï0/‘UCé’l'marcado radiactivamente. Los
nombres de los aislamientos y su origen se indican en ia tabla Vi.
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En la figura 2l se muestran los resultados obtenidos cuando se analiza

el gen que codifica la enzima Glutamato Deshidrogenasa NADPHdependiente.
Nuevamente, el clon Miranda 80 presenta un patrón diferente al de los demás

parásitos (calle 15; Fig. 21). Los once parásitos restantes, se pueden separar
en diferentes grupos. Los parásitos de las calles l, 2 y 6 detectan una sola
panda; los de los carriles 14, 16 y l7 muestran la panda del grupo anterior y
otra de mayor tamaño; los de las calles 5, lO y 12 muestran dos bandas
diferentes a todas las descriptas hasta ahora. El parásito del carril l i tiene
una sola banda, del tamaño de la mayor del grupo anterior. Por último el
parásito de la calle 3 da un patrón de tres bandas, una igual a la del primer

grupo de paráSitos y las otras dos iguales a las del tercer grupo. Con la
enzima Pst I se observan patrones muy similares a los descriptos hasta aqui.

Este gen muestra una heterogeneidad mayor a la del gen de la Actlna. Sin
embargo esta heterogeneidad no llega a ser tanta como la observada con los
genes que codifican proteinas antígenicas.

7 Análisis de los patrones de pandeo.

7.1 Antecedentes y objetivos.

Diferentes tecnicas de taxonomia numérica han sido utilizadas para
estudiar subespecies de Z brucef y varias especies del género Meg/en};
(Clark y col., 1989 y Hide y col, ¡990). Para analizar los patrones de pandeo
detectados en los diferentes clones y aislamientos de ¡mm se utilizó la
tecnica de análisis de agrupamientos (cluster analysis). Esta técnica permite
agrupar aquellos parásitos que poseen patrones de bandeo similares (2. ¡3). Se
usaron distintas caracteristicas para realizar estudios independientes. Se
analizaron tanto los resultados obtenidos con las sondas de ADNk,como los
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Figura 21. Patrón de hibridación de ADNn de diferentes clones y
aislamientos de Z cruz! utilizando el clon de la Glutamato deshidrogenasa
NADPdependiente como sonda. ADNnde todos los parásitos se digirio por las
enzimas indicadas, se corrió en geles de agarosa 0,8%y se transfirió a filtros
de nitrocelulosa. Los filtros se hibridaron por el clon de la Glutamato
deshidrogenasa NADPdependiente marcado radiactivamente. Los nombres de
los aislamientos y su origen se indican en la tabla Vi.
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patrones de restricción observados con los diferentes genes nucleares. En
este último caso se analizaron por un lado los genes que codifican proteínas
antigénicas de Ica/zi, y por separado los genes que codifican proteinas
conservadas. Se compararon los fenogramas obtenidos para determinar que
correlación existia entre los diferentes caracteres utilizados para el estudio
taxonómico.

7.2 Análisis con sondas de ADNk.

Por este criterio los parásitos estudiados se pueden dividir en dos

grandes grupos que no poseen ninguna similitud entre ellos. Un grupo está
formado por los parásitos Pl85, P255 y M-BOque no se pueden diferenciar
entre si por este criterio. El otro grupo es mas heterogéneo, está formado por
todos los demás parásitos, quienes presentan diferentes grados de similitud
(Fig. 22). En este agrupamiento hay parásitos de Argentina, Bolivia, Brasil y
Chile.

7.3 Análisis con sondas de ADNn.

7.3.! Genes conservados.

Esta caracteristica también separa a los aislamientos y clones
estudiados en dos grupos con un 0% de similitud entre ellos. Un grupo está
formado por el clon M-BOde Argentina, mientras que el segundo grupo está
representado por varios parásitos con diferentes grados de similitud entre
ellos (Fig.23).

7.3.2 Genes de proteinas antigenicas.

El análisis de agrupamientos utilizando los patrones obtenidos con los
genes que codifican antígenos relevantes de Zara/21' muestra una marcada
heterogeneidad entre los clones y aislamientos estudiados. En la figura 23 se
observa que el fenograma obtenido con la utilización de este criterio separa



Resultados I lO

og ‘Lde Similitud ¡nos

cm- 72flDNk
T0

Pi i,P209,CAi -694
HSACJSERXLC?"
12,3-1

Pi 85,P255,M-BÜ

Figura 22. Fenograma mostrando los grupos obtenidos utilizando el
metodo de analisis de agrupamientos (Sneath y Sokal, 1973) empleando los
datos de ADNk.Las distancias horizontales indican porcentaje de similitud.

los quince parasitos estudiados en entidades diferentes con diversos grados
de similitud. Los aislamientos Pl85 y P255 de Bolivia, son los que presentan
el mayor porcentaje de similitud (87,7%). Todos los demás aislamientos y
clones son diferentes por este criterio variando las similitudes encontradas
entre un 51% y un 8,9%. Para el análisis se emplearon los patrones de bandeo
de las figuras i7, ¡8 y 19 además de aquellos patrones obtenidos con otras
dos sondas de genes que codifican antígenos de ¡cruz/(clones ’l y ’lo,
Ibañez y col., 1988).

7.3.3 Medición de la distorsión.

Para la construcción de los fenogramas se utilizan los datos de
similitud obtenidos con la fórmula de Jaccard (ver 2.13). Estos datos se

vuelcan en una matriz de similitud. Es imposible que el fenograma sea un
reflejo exacto de la matriz. Algunas de las relaciones de similitud serán
distorcionadas al realizar una representación bidimensional. Para medir el
grado en que el fenograma representa los valores de la matriz se puede
utilizar el coeficiente de correlación cofenetica. Consiste en construir una

nueva matriz de similitud a partir de los valores del fenograma que se
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Figura 23. Fenograma mostrando los grupos obtenidos utilizando el
método de análisis de agrupamientos (Sneath y Sokai, 1973), empleando los
datos de ADNn.Lasdistancias horizontales indican porcentaje de similitud. Se
muestran ios fenogramas obtenidos con los patrones de los genes conservados
y aquellos obtenidos con los genes de antígenos parasitarios
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denomina "matriz cofenetica". Se determina entonces el coeficiente de
correlación entre ambas matrices. Se demostró empiricamente que valores

superiores a 0,8 indican una buena representaCIón de la matriz de Similitud
por parte del fenograma (Crisci y López Armengol, ¡983). Se determinó el
coeficiente de correlación cofenética para los tres fenogramas. Los valores
fueron; sondas de ADNk,r=0,987; genes conservados, r= 0,977 y genes de
antígenos, r= 0,995. Estos valores indican una buena representación de la
matriz de similitud por parte del fenograma.

7.3.4 Comparación de clasificaciones: Congruencia
taxonómica.

Congruencia taxonómica es el grado de correspondencia entre diferentes
clasmcaCiones de un mismo conjunto de organismos. Dos clasmcaCIones de
un mismo conjunto de organismos son congruentes si postulan los mismos
agrupamientos. Para evaluar la congruencia taxonómica se puede emplear el
coeficiente de correlación entre las matrices obtenidas con la utilización de
diferentes caracteres. En nuestro caso se determinó el coefiCIente de
correlación entre las tres matrices. La matriz obtenida con sondas de ADNk

dió un coeficiente de 0,851 con la matriz de datos de genes conservados. Por
otro lado, dió un coeficiente de 0,626 con la matriz de datos de genes de
antlgenos. El coefic1ente entre las matrices de datos de genes conservados y
genes de antígenos dió un valor de 0,673. La mayor congruencia se observa
entre los resultados obtenidos con sondas de ADNky genes conservados.
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Los minicirculos de los tripanosomátidos, salvo raras excepciones,

poseen un alto grado de heterogeneidad. Es dificn segmr las pos1bles
variaciones de las moleculas en y entre parásitos y es imposible entender
co'mo se mantienen y evolucionan los minicirculos. Sánchez y col. en 1984
demostraron que algunos aislamientos o cepas de parásitos poseen
poblaciones de minicirculos homogéneos. El minicirculo clonado pTck-l4
demostró ser homogéneo en los aislamientos de parásitos CAI, RA,UPy Tui 0.
El 5% de las moléculas de minicirculos presentes en el ADNk de estos

parásitos son homólogos a pTcK-l4 (Sánchez y col, l984 y Sánchez, ¡986).
Los minicirculos clonados pTcKAWP2 y 3 forman poblaCiones de
aproximadamente el lO y 15% en el ADNktotal de diferentes clones de
parásitos (Sánchez, 1986). En el presente trabajo se clonaron dos clases de
minicirculos diferentes en secuencia de nucleótidos: pTckM-84 y
pTckM-88 (Fig. 5). Ambos se obtuv1eron de un grupo de seis clones de
tripanosomas que se caracterizan por dar un patrón de restricción simple

cuando su ADNkse digiere por distintas enzimas de restricción (Fig. 4.A.).
Este bandeo sugiere la presencia de subpobiaciones homogéneas de
minicirculos. La cuantificación de las subpoblacwnes de minicirculos
homólogas a pTckM-84 y pTckM-88 confirman la presencia de subpoblaciones
mayoritarias de minicirculos homólogos. En los clones de parásitos Miranda

-75.-84 y-88 las dos clases de minicirculos o subpoblaciones representan el
52-71% del ADNk total (Tabla I). Se desconoce la causa de que ex¡stan

distintos niveles de heterogeneidad en los minicirculos de diferentes ciones
de Z ¿“MZ/ILos tripanosomas africanos Z ¿vans/y Z aaa/perdum tienen una
sola clase de minicirculos homogéneos en su ADNk(Frasch y col, l980;
Barr01s y col, 198i). 7 ¿wa/25;no posee maxicirculos (Fairlamb y coI., ¡978)
y Z eqw‘perdum tiene maxicircuios modificados no funcionales
(Frasch y col, i980). Las dos especies perdieron la habilidad de desarrollarse
en el insecto vector y se transmiten por contaminacion o sexualmente. En la
mayoria de las espec1es de tripanosomas se encontró una estrecha relación
entre la presencia de maxicircuios funcionales y minicirculos neterogéneos
en secuencia. Esto no debe ser cierto para los ciones de f. cruz/ con
minicirculos homogéneos, pues ellos dependen de la presencia de
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mitocondrias funcionales para sobrevivir en el insecto vector. Es sugestivo
que los clones de parásitos con un patrón de restricción simple en su ADNK
(Miranda-75,-77,-80,-8i,-84 y-88) crecen mas lentamente en cultivo que otros
ciones de Z cruz," con minicirculos heterogéneos, analizados en un estudio
comparativo realizado por Engely col. en i982. El análisis de la estructura de
los maxicirculos de estos parásitos demostraron gue la región codificante es

igual a la de otros clones de /‘ cruz} salvo por algunos polimorfismos para
enzimas de restricción (Affrancnino y col., 1986). Sin embargo, la región

divergente tiene escasa homologia con las de otros grupos de parásitos de la
misma especie. Parece ser que las diferencias en el patrón de restricción de
los minicirculos se correlaCiona con la presenCia de regiones divergentes de
distinta secuencia de nucleótidos en los maxicirculos (Affranchino y col,
¡986).

Las moleculas homóiogas a los clones de minicirculó pTckM-84 y
pTckM-BBestán muy conservadas en los seis clones de paráSitos analizados.
La subpoblación o clase de secuencia de minicirculos homóloga al clon
pTckM-BBpresenta polimorfismos para el sitio de reconocimiento Eco RI sólo

en el parásito Miranda-77 (Figs. 6.8 y 5). La existencia de subpoblaciones de
minicirculos homogéneos con sitios de restriCCión polimórficos ya fue
descripta por el Dr. Sánchez en l986.

Se comparó la secuencia de nucleótidos de tres moléculas de
minicirculos homólogos pero polimórficos provenientes de tres parásitos
distintos. Se encontraron 24 mutaciones independientes (Fig 9) La alteraCión
más frecuente fueron mutaCiones puntuales (prinCIpalmente transiciones),
encontrándose en un caso una inserción o deleción de una sola base. No se

encontraron grandes reordenamientos. La presencia de gran cantidad de
secuenCias repetidas directas o invertidas sugiere que ellas tal vez esten
involucradas en algun mecanismo recombinatorio responsable de la generación
de la diversidad de secuencia en los minicirculos. La alta homologia entre las
tres moleculas secuenciadas induce a pensar que las mutaciones puntuales
son los eventos moleculares tempranos que contribuyen a crear la
heterogeneidad de secuencia. Estos resultados concuerdan con las variaciones
encontradas en eucariotas superiores cuando se comparan individuos de una
misma especie. La mayoria de las mutaciones observadas en organismos
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superiores fueron sustituciones o inserciones/deleciones pequeñas, pero
nunca se vieron grandes reordenamientos (Brown, l98l; Olivo y coi., i983,
Brown y Des R05iers, 1983 y Monnat y Loeb, 1985). La mayoria de las
sustitucwnes encontradas fueron transiciones (Olivo y col., l983). El error
mas frecuente durante la replicación del ADNes la transición en un par de

bases (Loeb y Kunkel, ¡982). El que no se hayan encontrado mecanismos de
reparación en el ADNmitocondrial (Clayton y col, i974) sugiere que los
errores en la replicación son los responsables de los polimoriismos
encontrados y por lo tanto de la variación en la secuencia de los minicirculos.
Nose puede descartar que haya otros mecanismos que actuen en la generación
de la diverSidad de secuenCIa de los minicirculos.

Previamente (ver 4. i ) se describió un posible mecanismo de evolución de

minicirculos. Según ese modelo la replicación preferencial o la segregación
desigual de una subpoblación de minicirculos llevaria a la generación de
subpoblac10nes homogéneas (Sánchez, ¡986). Si esto fuera asi, la mayoria de
los tripanosomas tendrian moléculas homogéneas, pero esto no es cierto en
7. art/21'. Las subpoblaciones de minicirculos homogéneos originados según

este modelo se verlan afectadas por una rapida velocidad de replicación. Se
generaria una frecuenCIa de mutaCion muy alta por acumulaCión de errores
durante la replicación, manteniéndose asi la heterogeneidad de secuencia
caracteristica de los minicirculos de Z cruz/1 Las tres moléculas analizadas

aqui tendrian un origen común. Las mutaciones puntuales se acumularon
independientemente en cada molécula y representarian los primeros errores
que llevaron a la diversificación de una población homogénea. Borst y
col. (¡987), sugirieron que la recombinación genetica entre distintos
parásitos, descripta en el estadio de Z ari/cel“ presente en el insecto, es la

que genera la heterogeneidad de secuenCia de los minicirculos. No hay
evidencias directas de que esto sea cierto y tampoco hay indicios de que
Z cruzz‘ sufra algún mecanismo de recombinación genetica en algún estadio

de su ciclo de vida.

La secuenCIaCIón de minicirculos confirmó la presenCIa de cuatro

regiones conservadas por molécula. Lo mismo sucede en los minicirculos de
Z range/1' (Frasch y col., |98|). En las cuatro regiones conservadas se

encontraron las trece pares de bases conocidas como secuencia "universal"
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por encontrarse en los minicirculos de todas las especies. de
tripanosomatidos estudiados hasta la fecha (Fig. 9) (Chen y Donelson, ¡980;
BarrOis y col., 1981 y Kidane y col, ¡984). Esta secuenCia es el origen de
replicación de los minicirculos (Ntambi y Englund, 1985). Existen algunos
plasmidos que poseen mas de un sitio de inicio de replicación, siendo uno sólo
de ellos el utilizado (Scott, 1984). Quedara por probar si sucede lo mismo en

los minicirculos de f cruz; y 7?/cT-‘W/S/o Sl este ADNde tripanosomas utiliza
un mecanismo de replicación mas sofisticado. El porcentaje de homologia
encontrado entre las regiones conservadas de minicirculos de diferentes
tripanosomatidos es de utilidad como criterio taxonómico. La mayor
homologia de f cruz; se encontró con ¡Tlau/¡5! que también pertenece a la
sección Esterocoraria; menor homologia se observó entre 7. cruz! y Z art/ce},
miembro de la sección Salivaria. La menor homologia se encontró entre
Z cruzl y L (¿renta/ae que pertenece a un genero diferente (Tabla Il) De esta

manera,. la secuenCiaCión de las regiones conservadas de los minicirculos
constituye una manera simple de clasificar a los miembros del orden
K/hez‘op/ásflda.

Una de las caracteristicas de los parásitos de este orden es la
eXIStenCia de subpoblaCiones de minicirculos especificas de espeCie. Se

demostró para distintas especies del género Leishmania (Wirth y Mc Mahon
Pratt, 1982; Barker y Butcher, l983 y Kennedy, 1984). También se demostró
la existencia de subpoblaciones especificas para determinados clones o
aislamientos de f cruz} (Frascn y col, 1984; Sánchez y col, 1984 y Sánchez,
1986). La presenCIa de estos minicirculos especificos de aislamiento puede
explicarse mediante el modelo de evolución descripto anteriormente (4.i).
Sánchez y col. en l984 propusieron utilizar clases de secuencias de
minicirculos especificos como sondas radiactivas para la identificaCiOn
rapida de diferentes aislamientos de I art/zi. Utilizaron un metodo similar al
empleado para la identificación de distintas especies del genero ¿HS/¡mama
(Wirth y McMahon Pratt, 1982).

En la figura l l se demuestra que los minicirculos clonados pTckM-84 y
pTcxM-BBson especificos de aislamiento. Los resultados del Capitulo 5

muestran la validez de la utilización de sondas de ADNk para agrupar
parasitos. Se observa una buena correlación entre los parasitos identificados
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con la sonda pTckM-84 y la clasificación realizada en dos laboratorios
diferentes de varios clones y aislamientos de Z art/32' pertenecientes al
Zimodema Zz de BoliVia(5.3 7). El metodo de identificación utilizado permitió

demostrar que un grupo de parásitos (reconocido por la sonda pTckM-84) está
ampliamente distribuido en Argentina, Chile y Bolivia, mientras que otro
grupo identificado por la sonda pTckAWPZse distribuye en Argentina, Bolivia,
Brasil y Honduras. Los dos grupos de parásitos probablemente sean de una gran
importancia epidemiológica. Otras poblaciones de parásitos están
geográficamente restringidos como las que dan señal positiva con la sonda de
ADNktotal 3¡. Es probable que este último grupo no tenga la reievancia

epidemiológica de los dos anteriores. La senSibilidad de los minicirculos
como sondas de ADNhace que puedan transformarse en el futuro en una

herramienta bioquímica importante para estudios epidemiológicos. Se pueden
usar como sonda tanto minicirculos clonados como ADNKtotal (Sánchez y col.,
i984,- Sanchez, 1986).

La tipificaCión de cepas por análisis de patrones de restricción de ADNk

(esquizodemas) y por sondas de ADNkno siempre dan los mismos resultados.
Los patrones de restriCCIón de ADNkpueden ser diferentes aun si las cepas

estudiadas están íntimamente relaCionadas entre si (Fig. 7). Las tecnicas de
hibridación con minicirculos son de utilidad para agrupar cepas relacionadas
aunque existan diferencias en los patrones de restricción debido a la rápida
evolución de los minicirculos (Fig. 14 y l5).

Las distintas metodologias utilizadas para claSificar las diferentes
cepas y clones de parásitos mostraron una gran diversidad, que se
correlaciona con la heterogeneidad en las caracteristicas biológicas,
bioquimicas y morfológicas de diferentes poblaciones de Z cms/1 El análisis
de patrones de restricc10n de ADNKde 15 muestras diferentes mostró una

gran heterogeneidad en parásitos que por sondas de ADNksólo se dividen en
tres grupos diferentes (Figs. ¡4 y ¡5). El análisis de polimorfismos de
fragmentos de restriccmn (RFLP,Restriction Fragment Length Polymorphism)
de varios genes que codifican proteinas antigenicas de 7 cruz; mostraron una
gran diversidad, dando patrones diferentes en todos los parásitos analizados,
salvo para dos aislamientos bolivianos (P135y P255,calles 7 y 9 en las figuras
i7. i8 y ¡9). Todos los genes analizados están compuestos por secuencias
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repetidas varias veces en tandem cabeza-cola. Las diferencias de tamaños de
las bandas probablemente corresponden a variaciones en el número de
unidades repetitivas. Cada paraSito tiene dos o mas genes. Los polimorfismos
observados en y entre los parásitos se deben a diferencias en el número de
repeticiones que tiene cada copia del mismo gen. Walsh (¡987), propuso un
modelo en ei que señala que las repeticiones en tandem pueden variar su

longitud por procesos de recombinaCion deSigual durante la replicaCión. Este
tipo de fenómeno molecular puede llevar a la perdida de las secuencias
involucradas. La presencia de una presión de selección natural importante

debida a la función biológica de cada una de las proteinas antigenicas
probablemente sea Ia causa por la cual estos genes con repetICiones en
tandem se encuentren en todos los aislamientos de Z cruz-7 analizados. De no

ser asi seria de esperar que algunas secuencias con repeticiones en tandem se
pierdan por ei fenómeno descripto anteriormente. La heterogeneidad
Observada con ios genes para antigenos se asemeja a la Vista con
esquizodemas (Figs. 15, i7, 18 y 19). También se realizó el analisis de RFLP
en genes que codifican proteinas altamente conservadas en la naturaleza. Son
genes mucho mas conservados. Aislamientos que presentaban patrones
diferentes con los genes para antigenos, presentan el mismo patrón de
restricción cuando se usan como sonda los clones de ios genes de GDH-NADP
dependiente y Actina (comparar Figs. i7, ¡8 y i9 con ias Figs. 20 y 2| ).

Ya se describieron anteriormente polimorfismos en genes de Z ¿7'0le
que codifican proteinas conservadas.

El analisis de polimorfismos de fragmentos de restricción (RFLP)es una
herramienta muy utilizada para evaluar Ia variación intraespecifica e
interespecifica de una gran variedad de organismos (Hayasaka y col, ¡988;
Yatskievycn y col, i988 y Clark y col, 1989). Las espeCies poco
relacionadas se pueden estudiar utilizando genes que codifican productos
altamente conservados en la naturaleza, cuyas secuencias divergen
lentamente. Por otro lado, las reiaciones entre cepas o aislamientos muy
relaCionados entre si. se pueden estudiar utilizando genes menos conservados
o regiones espaciadoras.

Lake y col. (1989), compararon la secuencia de los genes 95 y i2S del
ARN ribosomal rnitocondrial de cinco especies pertenecientes a cuatro
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géneros diferentes del orden K/hetap/asn'da. Con los datos obtenidos

construyeron un árbol filogenetico en el cual reeditaron la historia de estos
protozoos. En dicno árbol, la espeCie monogenetica C ¡295c‘Ic‘U/¿7taresultó ser

la más antigua, seguida por ¿epíomonas app. Las tres especies dlgeneticas
analizadas (Z cruz}; Z bra/caí y L menta/ia) son más recientes y se
desprenden de la linea de las ¿apta/7700.955m. Los autores observaron que la

ubicaCión de las espeCies en el árbol filogenético se correlaCionaba con

evidencias biológicas como el ciclo de vida de estos organismos, asi como con
distintas evidencias bioquímicas.

El estudio de polimorfismos de fragmentos de restricción de ADNn

(ver 6.2 y 6.3) y el análisis con sondas de ADNk(ver 5.3.2, 5.3.3 y 5.3.4),

permitió evaluar la variabilidad intraespecif ica de I cruz/1 Los fenogramas
obtenidos de los análisis de agrupamientos realizados no muestran la
distancia evolutiva entre dos organismos sino el grado de similitud entre

ellos. El fenograma de la figura 22 muestra dos grupos diferentes de parásitos
con un 0% de similitud entre ellos. Un grupo está compuesto por dos

aislamientos de Bolivia (P¡35 y P255)y un clon de Argentina (ri-80),- los tres
parásitos son indistinguibles por sondas de ADNk.El segundo grupo está
compuesto por parasnos con diferentes grados de Similitud (entre un 40% y

un ¡00%) Hay parásitos de Argentina, Chile, Brasil y Bolivia. Dos

aislamientos de Bolivia (PH y P209) son indistinguibles de un clon de
Argentina (CAI-69) por este criterio. Es importante tener en cuenta que
parásitos de regiones geográficas muy distantes comparten sondas de ADNky
demuestran ser muy Similares por este criterio de clasificación. En la figura
23 se observan dos fenogramas, uno obtenido con los datos de patrones de

restricción de genes conservados (Fig.23.A) y el segundo con los patrones de
restricción de genes que codifican antígenos de Z cruz)" (Fig. 23.8). No se
pudieron obtener datos de bandeo de genes conservados para los aislamientos
de Bolivia por falta de ADNn. A pesar de ello, los datos de los demás
aislamientos, clones y cepas demuestran que este criterio taxonómico
permite formar grupos de paraSitos Similares a los obtenidos con ADNk
(comparar el fenograma de la figura 22 con el de la figura 23.A). Estos
resultados sugieren que el ADNky los genes nucleares están ligados de alguna
manera. El mismo tipo de relación que se pone de manifiesto con el estudio de
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esquizodemas, sondas de ADNky variabilidades isoenzimáticas (Tibayrenc y
Ayala, l988). El fenograma obtenido con los patrones de restricción de los
genes que codifican antígenos mostro un agrupamiento muy diferente. Las
similitudes entre todos los parásitos son menores que las mostradas por los

otros dos caracteres utilizados. Hay una heterogeneidad más acentuada:
parásitos lndistinguibles por sondas de ADNk,como mas, P255 y M-BOahora

presentan una similitud que varía entre el 70% y el 45%. MS, AC, GERe Y son

indistinguiples por sondas de ADNk(Fig. 22). Los genes conservados permiten
diferenciar ACde los otros parásitos(Flg. 23.A),mientras que utilizando genes
de antígenos son todos diferentes (Fig. 23.8). A pesar de que los cuatro
paraSitos prov1enende Brasil, las similitudes por este criterio son sólo del

20%. Tipayrenc y Brenlere (1988), mostraron que los zimodemas y
esquizodemas pueden ser considerados clones naturales (o familias de clones

relacionados) de parásitos. Algunosclones se encontraron en amplias regiones
geográficas y fueron conSiderados por lo tanto “clones mayores" Tanto con
sondas de ADNk como con genes conservados se encuentran parásitos
relacionados en regiones geográficas muy distantes. Es importante conocer
las caracteristicas medicas y epldemiológicas de estos clones o grupos de
paráSitos ampliamente representados en la naturaleza. EXisten otros grupos
de parásitos de menor relevancia epidemiológica, ya que se encuentran en
regiones geográficas muy limitadas.

Los resultados presentados permiten definir grupos de cepas, clones y
aislamientos de I ¿“fl/Z! en pase al grado de Similitud entre ellos. La
correlación entre los resultados obtenidos con sondas de ADNKy genes
conservados, confirma la validez de la utilización de sondas de ADNkcomo
criterio taxonómicopara agrupar parásitos relacionados.
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_ Existen subpoblaciones homogéneas de minicirculos en la mitocondria de

algunos aislamientos de Z cruz!

_ Las moleculas que componen estas suppoolacmnes homogeneas son

homologas en secuencia de nucléotidos salvo por algunos polimorfismos
para sitios de enzimas de restricción.

_ LOSpolimoriismos SOÏlgenerados DOFmutaciones puntuales. transiciones,
transverSiones 0 insercmneS/delemones

_ Existen minicirculos especificos de clones o aislamientos de parásitos.

_ La utilización de miniclrculos clonados o ADNktotal demostro ser una

herramienta importante en estudios epidemiológicos.

_ Genes nucleares que codifican proteinas antigémcas relevantes en la
enfermedad de Chagas son altamente polimórficos en diferentes
aislamientos de 7. cms/1

_ Genes nucleares que codifican proteinas conservadas en la naturaleza
también presentan polimorfismos. Son mucno menos polimórficos que los

genes mencionados anteriormente.

Las técnicas utilizadas y los criterios empleados sirven para confirmar la
heterogeneidad de las distintas poblaciones de T. cruzl en la naturaleza.

- Los anahms de agrupamientos demuestran la ex1stenc1a de grupos de
parásitos ampliamente distribuidos en la naturaleza y otros de localizacion
mas restringida.

Los grupos de parasitos formados utilizando sondas de ADNI<se
corresponden bien con los obtenidos mediante el anállSlS de genes
nucleares conservados.

: A floófmv [LA/mac. MAC-MÍ}TMCLN
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