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Introduccién. Los estudios genéticos en Trypanosoma cruzi han buscado establecer
asociaciones de variantes genéticas del parasito con manifestaciones clinicas de la enfermedad,
origen bioldgico y geogréfico de los aislamientos; sin embargo, los resultados de asociacién
con los marcadores cominmente usados en estos estudios han generado mucha controversia,
principalmente en la asociacion de grupos con caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la
enfermedad.

Objetivo. Se planteé determinar la variabilidad de genes que codifican para las proteinas
tripanotién reductasa y cruzipaina, involucradas en mecanismos de infeccidn y supervivencia
del parasito en el hospedador mamifero, y probar la asociacién de variantes génicas con
origen bioldgico y geogréfico de cepas colombianas de T. cruzi.

Materiales y métodos. Se tipificaron por reaccion en cadena de la polimerasa- polimorfismo
de longitud del fragmento de restriccion seis SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) en
tripanotion reductasa y ocho SNPs en cruzipaina en 36 cepas colombianas de T. cruzi de
diferentes regiones y origen bioldgico.

Resultados. Con las enzimas Acy | y Hae lll se determinaron tres genotipos para tripanotion
reductasa. Para cruzipaina se identificaron seis genotipos con las enzimas Rsa |, Banly Bsu
361.

Conclusiones. Para tripanotién reductasa no fue posible establecer una asociaciéon con el
origen biolégico o geografico; sin embargo los alelos producidos en las posiciones 102 y 210,
permitieron discriminar los grupos tradicionales | y Il. Con los genotipos obtenidos para
cruzipaina se establecieron relaciones a estos grupos, origen bioldgico y geogréfico. Los
resultados sugieren la utilidad de estos genes como marcadores moleculares para determinar
y diferenciar variedades genéticas en T. cruzi.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, genes protozoarios, polimorfismo, polimorfismo de longitud
del fragmento de restriccion, Colombia.

Analysis of polymorphisms in the trypanothione reductase and cruzipain genes in
Colombian strains of ~ Trypanosoma cruzi

Introduction. Genetic studies of Trypanosoma cruzi have tried to establish relations between
genetic variants and their biological characteristics, such as clinical manifestations, host or
geographic origin. However, much controversy exists on the associations between the commonly
used DNA markers with group, clinical characteristics and disease epidemiology.

Objective. In this study determined the variability of the genes that code for the proteins
trypanothione reductase and cruzipain, both involved in the infection and survival of the parasite
in the mammalian host, was studied and the association between genetic polymorphism and
biological and geographic sources in Colombian T. cruzi strains was examined.

Materials and methods. The genotypes for each of six SNPs (single nucleotide polymorphisms)
for trypanothione reductase and eight SNPs for cruzipain genes were identified by polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism.in 36 T. cruzi Colombian stocks from
several regions and biological origins.
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Results. Three genotypes were identified for trypanothione reductase with Acy | and Hae Il
enzymes and six genotypes for cruzipain with the Rsa |, Ban | and Bsu 36| enzymes.

Conclusions.

For trypanothione reductase ,an association was not established with biological

or geographical origin; however, alleles at positions 102 and 210 allowed discrimination with
groups | and Il. For cruzipain, specific genotypes were associated with group, biological and
geographic origin. The usefulness of molecular markers on these genes was demonstrated
for the determination and differentiation of genetic varieties in T. cruzi.

Key words:
polymorphism; Colombia.

Trypanosoma cruzi, el flagelado que causa la
enfermedad de Chagas, realiza su ciclo de vida
entre reservorios mamiferos e insectos de la
familia Reduviidae. Para este protozoario se ha
propuesto un modo de reproduccion predominante-
mente clonal (1), con lo cual se esperaria
encontrar una baja diversidad. Sin embargo, al
evaluar marcadores fenotipicos, morfolégicos y
bioquimicos (2), muchos estudios muestran, por
el contrario, una alta heterogeneidad. Es razonable
pensar que esta diversidad pueda estar influyendo,
por lo menos en parte, en el rango variable de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad (2).
Con este planteamiento se han emprendido
estudios que buscan asociaciones entre la
heterogeneidad genética del parasito y la
heterogeneidad clinica de la enfermedad (3-9).

Con el uso de marcadores de ADN andnimos
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) o
en los genes kADN, espaciadores intergénicos
del gen mini-exoén, y en el ADN ribosomal se ha
logrado determinar grupos y subgrupos de T. cruzi
e incluso establecer un patrén regional en relacion
con estas divisiones (10-15). Sin embargo, hasta
la fecha existe mucha controversia sobre las
reales asociaciones entre los grupos y las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la
enfermedad, puesto que ambos grupos se han
encontrado en todos los estados de transmision,
en diversas fases de la enfermedad y en sus
diferentes rasgos fenotipicos (16). Es también
razonable pensar que, de existir una asociacion,
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seria (til estudiar los genes involucrados en
procesos como la infeccion de la célula hospedera,
la supervivencia y la progresion del ciclo de vida
del parasito, asi como aquellos Gtiles en evadir la
respuesta inmune del hospedero, podrian ser un
blanco importante.

El genoma de T. cruzi consta de aproximada-
mente 22.570 genes, de los cuales casi el 50%
conforma grupos paralogos. Entre ellos se
encuentra la cruzipaina (Crp), que pertenece a una
familia de cistein peptidasas compuesta por 20
miembros por genoma haploide (17). El porcentaje
restante corresponde a genes de copia Unica como
la tripanotion reductasa (TriR) (18).

Los tripanosométidos carecen de la enzima
glutation peroxidasa y para defenderse del estrés
oxidativo utilizan el tripanotiéon reducido en un
sistema propio de estos organismos (19). Esta
reduccién es catalizada por la tripanotién
reductasa, una flavoproteina dependiente de
NADPH, la cual ademas participa en el
metabolismo y detoxificacion de drogas y en la
reduccién de precursores para la sintesis de ADN
(20,21). En Leishmania spp. este sistema esta
involucrado en la supervivencia intracelular del
parasito (22). El gen que codifica para esta enzima
también ha demostrado ser Gtil en la determinacion
de grupos dentro de T. cruzi, pues harevelado la
existencia de cuatro grupos principales en lugar
de las dos divisiones ya conocidas (18).

La cruzipaina pertenece a la familia de las cistein
proteinasas, y es codificada por un alto nidmero
de genes organizados como grupos localizados
en diferentes cromosomas (23,24). Por tener un
elevado nimero de copias se ha encontrado una
variabilidad que va desde la ausencia de
diferencias entre las copias (25) hasta formas muy
divergentes, como es el caso de la cruzipaina 2
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(26,27). El dominio C terminal de la cruzipaina es
responsable del caracter inmunodominante
antigénico de esta proteina en infecciones
humanas naturales (28), en las que la gran
mayoria de los anticuerpos detectados en el suero
de pacientes chagasicos crénicos esta dirigida
contra este dominio (29). La cruzipaina y su
actividad como proteasa se ha implicado en
funciones tan importantes como la supervivencia
y la progresion en el ciclo de vida del parasito
(30,31), la penetracién e invasion del tripomastigote
en la célula hospedadora (32-34), la proteccion
contra la respuesta inmune del hospedero (35) y
la diseminacion del parasito (2).

El analisis de las secuencias disponibles en las
bases de datos para estos dos genes muestra un
nivel de polimorfismo que no se ha evaluado en
cepas de Colombia. Dada la importancia de estos
genes en el ciclo de vida del parasito se propuso
examinar la variabilidad genética de tripanotion
reductasa (TriR)y cruzipaina (Crp) en relacion con
el origen geogréfico y bioldgico en cepas de T.
cruzide Colombia. Conociendo la variabilidad de
estos genes en cepas que circulan en nuestro
pais, se podra en el futuro proponer estudios de
asociacién entre esta variabilidad y la
enfermedad.

Materiales y métodos

Se analizaron 36 cepas colombianas de T. cruzi
y 7 clones de la cepa Casl5, provenientes de
diferentes hospederos, vectores y regiones de
Colombia (cuadro 1). Se incluyeron las cepas de
referencia Tulahuen y CL clasificadas como T.
cruzill. Todas las cepas y los clones provinieron
del banco de cepas del Laboratorio de Chagas de
la Universidad de Antioquia, donde son
mantenidas en medio de cultivo LIT suplementado
con suero bovino fetal a 27,5°C (36). EI ADN del
parasito se obtuvo por el método salting out (37)
y su concentracion se midié por densidad 6ptica
a 260 nm (38). EI ADN se disolvio en 50 ul de H,O
dd y se almacené a -20°C para su posterior
genotipificacion.

El disefio experimental incluyo un analisis de las
secuencias disponibles en www.ncbi.nim.nih.gov
y www.tigr.org. Para TriR se usaron 41 secuencias
de ADN (cuadro 2) y para Crp, 10 secuencias
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(nueve de Crpl y una de Crp2, cuadro 3), las
cuales fueron alineadas usando el algoritmo Clustal
W (39). Para Crp2 se cuenta con mayor numero
de caracteres y por ello se us6é como referencia
para el alineamiento. La identificacion de sitios
polimérficos y su posible discriminacién en
ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa-
polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (polymerase chain reaction-restriction
fragment lenght polymorphisms, PCR-RFLP) se
realiz6 usando los programas pDRAW32
(www.acaclone.com), DAMBE (39) y DnaSP (40).
Con las secuencias disponibles se disefiaron los
cebadores para el fragmento de TriR (TriR directo:
5’AGTGTTACTTTCGAGAGCG3’; TriR inverso:
5'"GTAGAAGTCGGATATTTTGG3'), los cuales
amplifican una region de 564 pb, correspondiente
a las posiciones 726 a 1.290 de la secuencia
AF359000, pero numeradas en el cuadro 2 como
posiciones 1 a 564 segun el fragmento amplificado,
y para el fragmento del gen Crp (Crp directo:
5'GTTGAGTGCCAGTGGTTTC3’; Crp reverso:
5’"TGGTCAGGAGACACTGACCS), los cuales
producen un fragmento de 700 pb correspondiente
a las posiciones 1.346 a 2.046 de la secuencia
M90067 (cuadro 3).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en
un volumen de 25 pL (Tris-HCI 10mM, pH 8.0,
KCI50mM, MgCL, 2.4 mM, dNTP 0.1mM, 0.1 uM
de cada cebador, 1 U Tag ADN polimerasa
Promega® y 50 ng de ADN molde). El perfil térmico
para ambos marcadores fue de un minuto de
desnaturalizacion a 94°C, un minuto de alinea-
miento a 54°C para Crp y 56°C para TriR 'y
extension del cebador por un minuto a 72°C, para
un total de 35 ciclos para Crp y 30 ciclos para
TriR. Las reacciones de amplificacién se
observaron en electroforesis en geles de agarosa
al 1,5% seguida de tincién con bromuro de etidio.

Los fragmentos amplificados incluyen regiones
polimorficas que pueden ser resueltas con las
enzimas mostradas en las cuadros 2 y 3. Para
cruzipaina, las enzimas Rsa |, Bsu 36l y Ban |
permiten la diferenciacion de polimorfismos en
tercera posicién, mientras que Dra lll permite la
identificacion de unatransicion A:G en la posicién
457, la cual dalugar a un cambio de alanina por
serina. Ambas formas de la cruzipaina poseen
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Cuadro 1. Origen geograéfico, bioldgico y clasificacion previa de los aislamientos de Trypanosoma cruzi. ID se refiere al

cédigo de identificacion.

Cepa Origen geografico Origen biolégico ID internacional Grupo
AMP 07 Antioquia P. geniculatus IPANS/CO/1997/AMPO7 |
AF 1 Antioquia P. geniculatus I-PANS/CO/93/Af1 Ilb
Yg03 Antioquia P. geniculatus I-PANS/CO/97/YG 03 |
Cas 18 Casanare D. marsupialis M.DID/CO/02/CAS18 |
HA Casanare H. sapiens M-HUM/CO/97/HA |
Casl6 Casanare R. prolixus I.RHO/CO/00/CAS16 |
Cas 15 Casanare R. prolixus TPRX/CO/2000/CAS15 |
B138 Coérdoba T. dimidiata I-TRI/CO/99B138 |
B114 Coérdoba T. dimidiata I-TRI/CO/99/B114 |
B51 Cérdoba R. pallescens TPAC/C0O/1999/B51 |
Sb1 Cérdoba R. pallescens 1-RHO/CO/98/Sb1 |
Acl7 Choco R. pallescens I-RHO/CO/99/Ac17 |
Mag 11 Magdalena R. pallescens I:RHO/CO/03/MG11 |
Mag 1 Magdalena R. pallescens I.RHO/CO/01/MG1 |
Mag5 Magdalena E. cuspidatus TCUS/CO/2003/MG5 |
Mag 9 Magdalena T. dimidiata I.TRI/CO/03/MG9 |
Mag8 Magdalena T.dimidiata TDIM/CO/2003/MG8 |
Mag 10 Magdalena T.dimidiata TDIM/CO/2003/MG10 |
Putumayo4 Putumayo R. robustus I.RHO/CO/01/PUT-4 |
SN3 Sierra Nevada R. prolixus TPRX/CO/2003/SN3 |
SN 8 Sierra Nevada R. prolixus I.RHO/CO/03/SN-8 |
SN5 Sierra Nevada R. prolixus TPRX/CO/2003/SN5 |
SN6 Sierra Nevada R. prolixus TPRX/CO/2003/SN6 |
So 6 Sucre R. pallescens I.RHO/CO/94/S0O6 |
ov1 Sucre P. geniculatus I-PANS/CO/98/0v1 |
G20 Sucre R. pallescens TPAC/CO/1997/G20 |
Gal 34 Sucre R. pallescens TPAC/CO/1991/Gal 34 |
W3534 Sucre H. sapiens M-HUM/CO/98/W3534 |
Gal 61 Sucre Ratén MMUS/CO/91/Gal61 |
Gal 52 Sucre D. marsupialis MDID/C0O/1991/Gal 52 |
LB53 Sucre T. dimidiata TDIM/CO/1999/LB53 |
Ov17 Sucre P. geniculatus I.PANS/CO/98/0V17 |
So5 Sucre R. pallescens I.RHO/CO/94/S0O5 |
So8 Sucre R. pallescens TPAC/CO/1995/S08 |
STP 2.2 Tolima R. prolixus I.RHO/CO/91/COY6 |
Coy8 Tolima D. marsupialis M.DID/CO/91/COY8 |
Tulahuen Chile T. infestans TINF/CH/1956/Tulahuen 1]
CL Brasil T. infestans TINF/BR/1963/CL 1l
Cas 15 cl 47 Casanare R. prolixus X |
Cas 15 cl 48 Casanare R. prolixus X |
Cas 15 cl 49 Casanare R. prolixus X |
Cas 15 cl 55 Casanare R. prolixus X |
Cas 15 cl 56 Casanare R. prolixus X |
Cas 15 cl 73 Casanare R. prolixus X |
Cas 15 cl 79 Casanare R. prolixus X |

los tres sitios de corte identificados para la enzima
Rsa l. Sin embargo, a diferencia de la Crpl, la
Crp2 carece de diana de corte en la posicion 142
parala enzima Ban| (cuadro 3). Las enzimas Bsu
361y Dra lll carecen de sitios de corte en esta
isoforma (cuadro 3). Las enzimas utilizadas en el
analisis de RFLP de tripanotién reductasa - Acy

I, Hae llly Bsm Al - sélo identifican polimorfismos
en latercera posicion.

Para verificar la presencia de ambas formas de la
cruzipaina se uso la enzima Apa | segun el
protocolo descrito por Lima et al, 1994 (26);
cruzipaina 2 cuenta con un sitio de corte en
la posicion 298, distinguiendo el sitio variante
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Cuadro 2.
publicas para el gen tripanotiéon reductasa.

Biomédica 2007;27(supl. 1):50-63

Posiciones evaluadas y enzimas que las reconocen en las secuencias disponibles en las bases de datos

59* 101 179 211 331 535
ID. Secuencia Grupo ( Haelll) T (Acy 1/ 102) (Acy 1) (Haelll/ 210) (BsmAl) (BsmAll 534)
TC10727 - G C A G A C
713958 | G C A G A C
AF358981 | G C A G A C
M38051 | G C A T A C
AF358975 | G C A G A C
AF358982 | G C A G A C
AF358987 | G C A G A C
AF358971 | G C A G A C
AF358973 | G C A G A C
AF358972, AF35976 | G C A G A C
AF358985,AF358984,
AF358983,AF358977, | G C A G A C
AF358979,AF358980
AF358978,AF358970, | G C A G A C
AF358969,AF358974
AF358989, AF358988 I G T A G A C
AF358986 Il G C A G A A
M97953 Il G C A G A C
AF359003,AF358997,
AF358994, AF358993, I G C A T A C
AF358992,AF359001,
AF358999,AF359005
AF359002,AF358996,
AF359000,AF358998, I G T A G A C
AF359004,AF358991
AF358990 Il G T A G A C
AF358995 1l G C A T A C

* Posicion en la cual la enzima realiza el corte.

T Entre paréntesis se indica la enzima que realiza el corte y la posicién del polimorfismo que identifica.

297 (cuadro 3) y generando fragmentos de 297 y
403 pb.

Los productos de amplificacion se sometieron a
digestiones simples a un volumen final de 20 pl
con 1 U de enzima a 37°C por 16 horas. Una
alicuota de 12 pL se analiz6 en geles de agarosa
al 3% tefiidos con bromuro de etidio. El resultado
de la digestion fue registrado en un analizador de
imagenes Gel Doc (BioRad, USA). Los patrones
de bandas obtenidos fueron analizados con el
software Imagej 1.33 (http://rsb.info.nih.gov/ij) y
Quantity One (BioRad, USA). Para cada cepa y
para cada gen se definieron los genotipos de
acuerdo con los patrones observados en los
electroferogramas.
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Resultados

Los productos de amplificacion obtenidos en los
ensayos de PCR para TrRy Crp se muestran en
lafigura 1. Algunos de los perfiles de las digestio-
nes simples se muestran en las figuras 2 a 6.

Los resultados de las digestiones se representan
como genotipos compuestos de las digestiones
simples. De seis sitios evaluados para TriR, s6lo
dos mostraron polimorfismo. Sélo la combinacién
de los genotipos obtenidos para las enzimas Hae
I1l'y Acy | muestran patrones polimoérficos,
denominados TriR 1, 2y 3 (cuadro 4). El genotipo
TriR 3 puede definirse con certeza debido a que
el corte sélo se presenta ante la presencia de los
alelos C y G para los sitios Acy 1-102 y Hae llI-
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Cuadro 3.
publicas para el gen cruzipaina.

Tripanotion reductasa y cruzipaina en T. Cruzi de Colombia

Posiciones evaluadas y enzimas que las reconocen en las secuencias disponibles en las bases de datos

142*
(Banl/
147)t

151
(Rsal)

222
(Dralll/
225)

Secuencia Grupo

226
(Banl/
231)

257
(Bsu36l/
258)

299
(Apall
297)

430
(Rsall
432)

461
(Dralll/
462)

613
(Rsall
612)

M84342 1l
TC10685 |
AF314930 1l
AF314929 1
AY0317 1l
AF265227 |
AF265226 |
U41454 |
AF004594 1
M90067

(Cruzipaina2) | T T

000000000
A A A A A
1 00O0OOOOO

(9]

O0OO0O-4H00000
H0O0O4440
A A A A A
O0O0O0O-H0000
OOO-H00O00OO
O 000000000

')
®
®
+
')
—

* Posicion en la cual la enzima realiza el corte.

T Entre paréntesis se indica la enzima que realiza el corte y la posicion del polimorfismo que identifica.

T Sitio para distinguir las copias reportadas de cruzipaina.

210, respectivamente; este genotipo, presente en
35 de 38 cepas, se encuentra en las cepas
caracterizadas como T. cruzi |, en las cuales es
definido por la ausencia del alelo T en ambas
posiciones (cuadro 4). El genotipo TriR 1,
heterocigético para ambas posiciones, se

Tripanotion

Cruzipaina reductasa

AF1 Tul cL €@ mp aF1 Tul cL ©as
15 15

- — - — = T700pb
564ph mm— =

4+———100pb

Figura 1. Productos de amplificacion obtenidos para
cruzipaina (izquierda) y tripanotion reductasa (derecha). Sélo
se muestra el producto para algunas cepas del grupo |
(Casl15) y grupo Il (AF1, Tulahueny CL). MP = marcador de
peso de 100 pb.

encontré en las dos cepas de referencia, de
acuerdo con lo reportado en las bases de datos
(cuadro 2, identificaciones de acceso: AF358997
y AF359002 para Tulahuen y AF358999 y
AF358998 para CL), mientras que el genotipo TriR
2 se encontré en la cepa AF1 proveniente de
Amalfi, Antioquia (cuadro 4). Para estos dos
genotipos se infiere el alelo T en ambas posiciones
debido a que es el polimorfismo alternativo
presente en las secuencias analizadas y a que
Nno se reporta otro sitio polimérfico alrededor de la
diana de reconocimiento de la enzima. La
distribucién de estos genotipos ho mostré ninguna
asociacién con origen geografico o biolégico
(datos no mostrados).

En los ensayos de digestién para Crp, la enzima
Apa | permitié identificar la cruzipaina 2
diferenciada por el polimorfismo en la posicién 297
(figura 3). La presencia de por lo menos dos copias
resulta en patrones de digestion complejos, en
los que es posible obtener més de dos alelos para
cada posicion; para facilitar el analisis,
denominamos como genotipo “heterocigoto” a aquel
gue poseia méas de un alelo en un locus, lo cual
puede corresponder a diferencias entre copias de
Crp o a una condicién heterocigética en sentido
estricto.

Basados en las secuencias reportadas para Crp,
los sitios 150 a 153 representan una diana de
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— m— - -
A ’ B
MP Magl CL Tul AF1 HA Mag5] MP Mag1 CL Tul AF1 HA Mag5
-
— — — -1—,5,04pb
- - e ro - \352 b
— — p!
— — — K —
— 179pb 152pb
— | —-— “‘\~
101pb L 78pb 60pb

Acyl-101
Gr'CGyC

|

Haelll-59

Q
o
]
0]

Haelll-211

|

|
Y

A v
101pb  78pb 385pb
179pb

A
S

60pb
e

152pb

v
352pb

504pb

Figura 2. Patrones RFLP para TriR con la enzima Acy | (A) y Hae lll (B) en algunas cepas de los grupos | (Magl, HA y
Mag5) y grupo Il (CL, Tulahuen y AF1). MP = Marcador de peso de 50 pb. Los tamafios de los fragmentos se muestran en
los electroferogramas (A y B) y en los mapa de restriccion (C y D), para cada una de las enzimas y su diana de
reconocimiento (y= Purina; r=Pirimidina). Solo los perfiles para las enzimas que produjeron patrones polimoérficos entre

cepas son mostrados.

Cuadro 4. Genotipos compuestos Tripanotion reductasa.

Cepa Acy | Hae lll Genotipo
102 210

TUL, CL CIT* GITt TriR 1

AF1 Cc/C TIT TriR 2

HA, Cas18, Mag5, SN5, SN8, OV1, Casl16, Mag10, LB53,

Casl15, Amp07, Yg03, B138, B114, B51, Sh1, Acl7, Magl,

Mag8, Mag9, Mag11, Putumayo4, SN3, SN6, So6, G20, Gal34 ci/C G/G TriR 3

W3534, Gal61, Gal52, Ov17, So5, So8, STP2.2, Coys,
Clones Cas 15

*C corte en la posicion 101 con la enzima Acy |
TG corte en la posicién 211 con la enzima Hae lll
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Figura 3. Digestion simple de cruzipaina con la enzima Apa
| en cepas del grupo | (Mag5) y del grupo Il (Tulahuen) para
distinguir la presencia de méas de una copia del gen usando
el protocolo descrito por Lima et al., 1994.

reconocimiento para la enzima Rsal con corte en
la posicién 151 (cuadro 3); estos sitios se reportan
monomoérficos en todas las secuencias (datos no
mostrados), pero en algunas cepas analizadas en
este estudio dicha diana se perdié originando
genotipos heterocigotos; sus alelos se representan
como 1/0 debido a que no se puede comprobar
cudl es el sitio polimérfico dentro de la diana de
reconocimiento de la enzima (cuadro 5). Los alelos
Ban I-C y Rsa I-C en las posiciones 231y 432,
respectivamente, se definen con certeza porque
la enzima sdélo corta cuando éstos estan
presentes. Los alelos Ban I-T, Bsu 361-Gy Rsa |-
T en las posiciones 231, 258 y 432 se infieren
debido a que es el polimorfismo alternativo
reportado en las secuencias analizadas y a que
no se reporta otro polimorfismo alrededor de la
diana de reconocimiento para cada enzima. Los
sitios evaluados con la enzima Dra Il fueron
monomaérficos y por esto no se consideran en los
genotipos compuestos.

A diferencia de TriR, y probablemente por la
presencia de mas de una copia, para Crp se
obtuvieron seis genotipos compuestos represen-
tados como Crp 1 a Crp6 (cuadro 5). El genotipo
Crp 5, homocigotico para todos los loci, agrupa

Tripanotion reductasa y cruzipaina en T. Cruzi de Colombia

Tul Cas15
- 700pb
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Figura 4. Patrones RFLP para Crp con la enzima Bsu 36l
en cepas del grupo | (Cas15) y Il (Tulahuen). Los tamafios
de los fragmentos se muestran en el electroferograma (A) y
en el mapa de restriccion (B).

26 cepas clasificadas como T. cruzil (cuadro 5).
El genotipo Crp 1 se encontro en las cepas del
grupo T. cruzill y es diferenciado por la presencia
del alelo T en la posicion 258 (cuadro 5). Este y el
genotipo Crp 3 son los méas polimérficos; los
genotipos Crp 2, Crp 4 y Crp 6 mostraron
polimorfismo en la diana alrededor del sitio 151;
adicionalmente, Crp 2 vari6 en la posicién 432,y
Crp4y Crp6 variaron en la posicion 231 (cuadro 5).

Para Crpfue posible establecer algunas asociacio-
nes entre los genotipos y el origen geogréfico y
biolégico de las cepas (cuadro 6). Cuando se
considerd el origen geogréfico, la region del oriente
(departamento de Casanare) mostré ser mas
diversa, con cuatro de los seis genotipos; dos de
ellos, Crp3y Crp 6, son especificos de esta region
y son diferenciados por el alelo T en el sitio 231.
El genotipo Crp 2 se encuentra en el noroccidente
(Sucre, Magdalena, Sierra Nevada) y oriente de
Colombia (Casanare); este genotipo también se
encontrd en aislamientos de Rhodnius prolixus,
Pastrongylus geniculatusy Eratyrus cuspidatus;
entre los hospedadores mamiferos este genotipo
s6lo se encontré en Didelphis marsupialis (cuadro
6). El genotipo Crp 4 tiene una distribucion similar
al genotipo Crp 2, pero esta ausente en la Sierra
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Cuadro 5. Genotipos compuestos de cruzipaina.

Cepa Rsa | Ban | Bsu 36l Rsa | Genotipo
151 231* 258t 432%

CL, Tulahuen, AF1 1/08 c/C G/T CIT Crp 1
Cas18,Mag5, SN5,SN8,0V 1 1/0 C/C G/G CIT Crp 2
HA 1/0 CIT G/G CIT Crp 3
Cas16, Mag10,LB53 1/0 C/C G/G C/C Crp 4
Amp07, Yg03, B138, B114, B51, Sb1, Acl7, Mag1l,

Mag8, Mag9, Mag11, Putumayo4, SN3, SN6, So6, 1/1 c/C G/G c/C Crp 5

G20, Gal34, W3534, Gal6l, Gal52, Ovl7, So5,
So08, STP2.2,Coys8,
Cas 15, Clones Cas 15 1/1 CIT G/G ciC Crp6

“C corte en la posicion 226

tG no corte en la posicion 257
$C corte en la posicion 430

§1 = corte; 0 = no corte

5 Tul Cas 15 HA
Cas Tul e 613pb
15 = ‘/mpb
e — 430pN
558pb il —
—f — — 4 2790b
- .‘.— 474pb Saaams 183pb
 — = — 151pb
[ ~—
— — | 870
= t 226pb .
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- - 142pb
B
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Figura 6. Patrones RFLP para Crp con la enzima Rsal en

cepas del grupo | (Cas15y HA) y Il (Tulahuen). Los tamafios
Figura 5. Patrones RFLP para Crp con la enzima Ban | en  de los fragmentos se muestran en el electroferograma (A) y
cepas del grupo | (Cas15) y Il (Tulahuen). Los tamafios de  en el mapa de restriccion (B). La banda de 430 pb se explica
los fragmentos se muestran en el electroferograma (A) y en por la ausencia de corte en la posicion 151; la banda de 462
el mapa de restriccion (B). La banda de 558 pb se explica  pb, por la ausencia de corte en la posicion 430; la banda de
por la ausencia de corte en la posicion 226 y la banda de 226 613 pb, por la ausencia simultanea de corte en las posiciones
pb, por ausencia de corte en la posicién 142. 151 y 430.
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Cuadro 6. Distribucion de genotipos compuestos de acuerdo con el departamento o regién de procedencia y con el
origen bioldgico de las cepas estudiadas.

Genotipo compuesto Departamento/Region

(No. de cepas)

Origen biolégico
(No. de cepas)

Crp 1l
*1/0 C/C GIT CIT

Crp 2
1/0 C/IC GIG CIT

Crp 3
1/0 CIT GIG CIT
Crp 4
1/0 CIC GIG CIC

Crp 5
1/1 C/C GIG CIC

Crp 6
1/1 C/T G/G C/C

Chile (1) T. infestans (1)
Brasil (1) T. infestans (1)
Antioquia (1) P. geniculatus (1)
Casanare (1) D. marsupialis (1)
Magdalena(1) E. cuspidatus (1)
Sierra Nevada (2) R. prolixus (2)
Sucre (1) P. geniculatus (1)
Casanare (1) H. sapiens (1)
Casanare (1) R. prolixus (1)
Magdalena (1) T. dimidiata (1)
Sucre (1) T. dimidiata (1)
Antioquia (2) P. geniculatus (2)
Coérdoba (4) T. dimidiata (2)
R. pallescens (2)
Chocé (1) R. pallescens (1)
Magadalena (4) R. pallescens (2)
T. dimidiata (2)
Sierra Nevada (2) R. prolixus (2)
Putumayo (1) R. robustus (1)
Sucre (9) R. pallescens (5)
P. geniculatus (1)
D. maruspialis (1)
H. sapiens (1)
Ratén (1)
Tolima (2) R. prolixus (1)

D. marsupialis (1)

Casanare (1) R. prolixus (1)

*1 = corte; 0 = no corte

Nevada de Santa Marta; este genotipo esta
asociado a R. prolixus y Triatoma dimidiata,
principales vectores domiciliados.

El genotipo Crp 5 fue el mas frecuente; se presentd
en todas las regiones del occidente de la cordillera
oriental, en la totalidad de los hospederos
mamiferos y en la mayoria de los insectos
vectores, a excepcion de E. cuspidatus; es el
Unico genotipo encontrado en los 10 aislamientos
de Rhodnius pallescens. En R. prolixus se
encontrd el mayor numero de genotipos (Crp 2,
Crp4, Crp5y Crp6).

Discusion
La evaluacion de TriR con las enzimas Acy | y
Hae lll permitié distinguir cepas de los grupos

previamente descritos con otros marcadores
moleculares. Las cepas del grupo T. cruzi |
evaluadas en este estudio mostraron en las
posiciones 102 y 211 ausencia del alelo T (cuadro
4). Al considerar las secuencias reportadas, el
alelo T en la posicion 102 esta ausente de todas
las cepas del grupo |, como también en algunas
del grupo II; el alelo T en la posicion 211 fue
consistente con las cepas del grupo T. cruzill en
nuestros ensayos; sin embargo, los datos de
secuencias muestran que este alelo también
puede estar presente en cepas de T. cruzi |
(cuadro 2), por lo que no puede considerarsele un
alelo especifico de grupo.

El gen TriR es codificado por un locus Unico en
el genoma de T. cruzi (18) y la condicion
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heterocigotica observada en el genotipo
compuesto TriR 1 (C/T y G/T) podria reflejar
cualquiera de varias situaciones: una combinacion
de clones en la cepa (41-43), o una heterocigosis
“real” causada por mutacién o intercambio genético
dentro del grupo T. cruzi Il (18,44-47). Si se
considera la naturaleza heterogénea de los
aislamientos originales de cepas de T. cruzi(42),
ello podria argumentarse a favor de la primera
situacion. Sin embargo, no es posible descartar
que los genotipos heterocigotos encontrados
representen eventos antiguos de intercambio
génico (18,44-47), en particular en el sitio 210, el
cual puede ser producto de intercambio entre
genotipos homocigotos.

La evaluacion del gen TriR en cepas de Colombia
mostré en nuestro analisis una baja diversidad de
genotipos. El calculo del polimorfismo (6) y
diversidad nucleotidica (1) a partir de las
secuencias reportadas para este gen fue de
0,0083+/-0,00186 y 0,011+/-0,00062, respectiva-
mente. Una relacién de menor polimorfismo con
una mayor diversidad permite suponer que se trata
de un gen sujeto a seleccion, o que efectivamente
existe una estructura clonal en las cepas de
Colombia; sin embargo, esta afirmacion requeriria
de confirmacién, dado que los rangos de estos
valores se superponen. Esta afirmacion puede
contradecirse si se considera que el polimorfismo
en dichas secuencias se localiza en terceras
posiciones del codén, dando lugar a cambios
neutros. La tripanotién reductasa cumple una
funcidon en la detoxificacion de productos
endogenos y exégenos en el ciclo de vida del
parasito y nuestros resultados no muestran una
asociacién con origen bioldgico; ello sugiere que,
de estar sujeta a seleccién, su fuerza no ha
operado diferencialmente entre los distintos
origenes biologicos y geogréficos de donde
proceden las cepas. Por este bajo polimorfismo,
esta proteina podria constituirse en un blanco
adecuado para disefios terapéuticos (48,49).

La presencia de por lo menos dos formas de Crp
hace més complejo el andlisis tanto de los
genotipos como de su asociacion con origenes
geogréficos y biolégicos. El mayor polimorfismo
de este gen (cuatro sitios polimdrficos de ocho
sitios evaluados, excluido el sitio Apal) dio lugar
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a seis genotipos, en contraste con tres genotipos
para TriR, lo cual concuerda con la presencia de
mas de una copia del gen. Desde este punto de
vista, muchas cepas (genotipo Crp 5) podrian
representar eventos de concertacién génica (50-
52) en los que los loci de ambas copias son
homocigéticos; pero esto requiere asumir hipétesis
ad hoc de mutacién para los mismos loci en otras
cepas (genotipos Crpl a4).

Algunos estudios previos con cepas de Colombia
han podido establecer relaciones entre genotipos
de T. cruzicon ciclos de transmision (53,54). En
este estudio no fue posible establecer relaciones
entre genotipos TriRy Crpy ciclos de transmisién,
debido a que no se evaluaron cepas aisladas de
vectores domiciliados; las cepas SN se obtuvieron
de R. prolixus al interior de las viviendas, pero su
ubicacion dentro de un nicho selvatico en la Sierra
Nevada de Santa Marta podria introducir errores
en dichas comparaciones. Sin embargo, se pudo
evaluar la relacién entre genotipos y el origen
geogréfico y biolégico de las cepas, en particular
con las especies de vectores.

En cuanto a Crp, se puede concluir que el
departamento del Casanare es la region con mas
diversidad de genotipos (cuadro 6). De acuerdo
con esto, en estudios previos (53,55) se determiné
que laregion de los Llanos Orientales exhibi6é un
alto niumero de fenotipos isoenzimaticos. Dada la
alta prevalencia de la enfermedad en esta region
(IV Reunién de la Comisién Intergubernamental
de la Iniciativa Andina de Control de la
Transmision Vectorial y Transfusional de Chagas.
Guayaquil, 2003;56,57), valdria la pena formular
hipétesis sobre la diversidad de T. cruzien relacién
con la eficacia biolégica (58) y con la epidemiologia
de la enfermedad.

En cuanto a las asociaciones con los vectores,
también se puede concluir que en R. pallescens,
el vector/hospedero de donde proviene el mayor
namero de cepas en este estudio, se encontrd
exclusivamente el genotipo compuesto Crp 5; vale
la pena evaluar también una hipdtesis de
especificad parasito-vector ampliando los
marcadores en aislamientos de este vector. En
contraste, en las demas especies de vectores se
encontré6 mas de un genotipo; en R. prolixus,
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principal vector de la enfermedad de Chagas en
el pais, se encontrd el mayor nimero de genotipos;
éste es un insecto ampliamente distribuido en
regiones distantes de Colombia; la importancia
de este aspecto también puede evaluarse en
relacion con sus implicaciones por sus habitos
antropofilicos y su domiciliaciéon. Las cepas
provenientes de P. geniculatus, aunque con una
distribucion mas restringida, también mostraron
tres de seis genotipos; esta diferencia en la
diversidad genotipica entre especies podria reflejar
el efecto de filtros bioldgicos selectivamente
diferentes (59,60).

Usando marcadores de isoenzimas, RAPDs y
ADNIr, se ha podido demostrar la mayor prevalencia
del grupo T. cruzil en el pais (53-55,61). Con dos
sistemas diferentes en genes codificadores de
proteinas también fue posible en este estudio
reproducir esta observacion, agrupandose la
mayoria de cepas del grupo | dentro de los
genotipos TriR 3y Crp 5; esta consistencia de
agrupacién con diferentes sistemas refuerza asi
la estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi.

Los resultados de este estudio sugieren que estos
genes son (tiles como posibles marcadores
moleculares para determinar y diferenciar
variedades genéticas en T. cruzi, y permiten
plantear la futura evaluacion de la hipétesis sobre
la interaccién parasito-hospedero.
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