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ARTiCULO DE REVISION

Contribuciones de la genética
y la proteomica al estudio

de la enfermedad de Chagas
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Inés Ferrandis, MSc,® Janine M Ramsey, PhD.(")
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Ferrandis I, Ramsey JM.

Contribuciones de la genética y la proteémica
al estudio de la enfermedad de Chagas.

Salud Publica Mex 2009;51 supl 3:5410-S423.

Resumen

La enfermedad de Chagas representa uno de los problemas
mas importantes de salud publica en el continente america-
no. El conocimiento sobre el genoma y el proteoma de los
agentes de esta infeccion es esencial para desarrollar herra-
mientas precisas y eficaces a corto y largo plazo y prevenir
la transmision. En el presente documento se destacan los
aportes que han permitido mejorar el disefio, la implementa-
cion y la eficacia de las actividades de vigilancia y control de
la enfermedad. Se revisan la contribucién de la informacién
genomica o protedmica sobre la distribucion geografica de los
vectores,y la diversidad y la dindmica poblacional,ademas de
la identificacion de poblaciones y especies blanco para control.
Por otra parte, se analiza la forma en que el conocimiento
del genoma del parasito ha contribuido al diagnéstico de la
infeccion, el estudio de las poblaciones de Trypanosoma cruzi,
el tratamiento farmacoldgico y la interaccion del parasito con
sus hospederos. Una revision de estas contribuciones incluye
los temas de investigacion basica y aplicada més destacados
para el futuro inmediato.

Palabras claves: enfermedad de Chagas; Triatominae; Trypa-
nosoma cruzi

Lopez-Ordoiez T, Panzera F,Tun-Ku E,
Ferrandis I, Ramsey JM.

Genomic and proteomic contributions

for Chagas disease control.

Salud Publica Mex 2009;51 suppl 3:5410-S423.

Abstract

Chagas disease represents one of the more significant public
health problems in the Americas. Information regarding the
genome and proteome of vectors and parasite, as well as
their interactions, will be essential to develop specific and
effective diagnostic and preventive tools.Advances that have
contributed to the design, implementation, and efficacy of
disease surveillance and control activities are reviewed. Ge-
nomic and proteomic information has contributed to a better
understanding of vector distributions and dispersion, diversity,
population dynamics, and control targets (populations and
species). In addition, genomic and proteomic studies have
impacted parasite diagnostics, Trypanosoma cruzi population
dynamics, pharmacological treatment and knowledge of
parasite-host interactions. Discussion of these contributions
includes expectations for future basic and applied research
questions.

Key words: Chagas disease; Triatominae; Trypanosoma cruzi
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a enfermedad de Chagas, causada por la infeccién

del pardsito Trypanosoma cruzi 'y transmitida, sobre
todo al hombre, por insectos hemipteros pertenecien-
tes a la subfamilia Triatominae, representa uno de los
problemas mds importantes de salud ptblica en el
continente americano. Hacia finales de la década de
1980, se calculaba que de 16 a 18 millones de personas
estaban infectadas con el pardsito y que 90 a 100 millo-
nes vivian en situacién de riesgo, con una incidencia
de 450 000 nuevas infecciones por afio.! En términos
de impacto socioeconémico, la enfermedad de Chagas
representa la parasitosis mds importante en América.?
A pesar de los programas exitosos de control vectorial
en Sudamérica, atin persisten entre 10 y 12 millones de
personas infectadas y 200 000 nuevos casos por afio.>>
Tan s6lo en México se calcula que existen 2 millones de
personas infectadas, 650 000 casos crénicos atendidos
actualmente por los servicios de salud, 69 000 nuevos
casos anuales y una mortalidad no menor de 25 000
por afio.®

Si se adopta una posicién optimista sobre la de-
cisién politica y econémica de desarrollar programas
precisos y sustentables para el control vectorial de la
transmision de Trypanosoma cruzi en todas las regiones
del continente americano a corto o mediano plazos,
se requerirdn todavia herramientas més eficaces para
prevenir la presencia del vector en el hébitat domés-
tico, medir la transmisién del pardsito al ser humano,
el diagndstico preciso y oportuno de la infeccién, el
tratamiento terapéutico, la prognosis de desarrollo
del cuadro crénico, asi como de tratamientos de largo
alcance. Los conocimientos sobre la genética/genoma
y los proteomas del vector y el pardsito serdn esenciales
para desarrollar instrumentos precisos y eficaces para
complementar las soluciones socioculturales e impedir
la transmision. Una alta proporcién del genoma de T.
cruzi ya se ha publicado’ y estd en proceso la secuen-
ciacién del genoma de Rhodnius prolixus. Ya existe un
consorcio de instituciones que trabajan en colaboracién
sobre el genoma de Triatoma dimidiata, inica especie que
se distribuye naturalmente entre América del Norte y
América del Sur. En el presente trabajo se exponen las
principales aportaciones de la genética al control de los
insectos vectores, asi como las futuras contribuciones
que puedan realizarse para reducir en grado significa-
tivo la transmision vectorial. Se revisan aqui los avances
en el conocimiento de la estructura poblacional de T.
cruzi, las necesidades de informacion para desarrollar di-
versas herramientas para el diagnéstico y la prevencion
dela transmision, ademaés de las evidencias moleculares
que permitirdn desarrollar estrategias eficaces para el
control farmacoldgico y alternativo de la infeccién.
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Triatominae

Existen diferentes formas de transmisién del pardsito,
pero la principal es la vectorial (>96% en México). En
ausencia de una vacuna y tratamientos médicos farma-
colégicos més eficaces, la herramienta mds importante
para combatir la transmisién de esta enfermedad es el
control doméstico de los insectos vectores mediante
el rociado de las casas con insecticidas residuales, la
mejorfa de las viviendas y la activacién de programas
de participacion comunitaria para la prevencion y la
vigilancia. El tamizaje serol6gico de la sangre destinada
a transfusién es esencial para complementar el control
vectorial.

A partir de 1991 se instituy6 una serie de progra-
mas o iniciativas intergubernamentales y regionales
enfocados en la eliminacién de la transmision vectorial
(mediante la eliminacién de los triatominos domésticos)
y la transfusional (mediante un control completo de
tamizaje en los bancos de sangre). El mayor éxito con
control quimico lo alcanzé la Iniciativa del Cono Sur
(INCOSUR),® que se tradujo en una disminucién de la
distribucién geografica del principal vector doméstico,
Triatoma infestans. Las dificultades encontradas por
los programas multinacionales indican la necesidad
de aplicar nuevas medidas asociadas con los aspectos
socioculturales de la transmision y vigilancia, y con la
ecologia y genética del vector.

Un factor crucial para la reduccién de la transmision
vectorial es el conocimiento de las caracterfsticas biologi-
cas de los insectos, incluidas las ecolégicas y genéticas. !’
La capacidad de dispersién de una especie (tanto de
forma natural como por la intervencién del hombre),
su adaptacién a ocupar diversos hébitats silvestres y su
capacidad de invadir y colonizar ambientes perturbados
(especializacién ecoldgica), asi como los mecanismos
delintercambio de individuos entre ecotopos silvestres,
perturbados y domésticos, son factores esenciales que
determinan qué tipo de programas deben instituirse
para reducir la transmision vectorial de la enfermedad
de Chagas al hombre a corto y largo plazos.

Cualquier programa de control necesita reconocer
cudles son las especies blanco sujetas a intervencién,
para lo cual es indispensable una correcta identificacién
taxondmica. La mayorfa de los triatominos se reconoce
mediante caracteres morfolégicos externos de la etapa
adulta,"! pero existen algunos grupos de especies dificiles
de diferenciar aun en esa etapa o en la fase ninfal; entre
ellos cabe destacar por suimportancia vectorial a los com-
plejos dimidiata, phyllosoma, brasiliensis, sordida y prolixus.
La similitud morfoldgica entre especies hermanas se debe
a una divergencia reciente, o bien a una convergencia
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morfoldgica.? Estudios fenéticos y genéticos sugieren
que la especiacién en Triatominge es un proceso muy ré-
pido y lo determinan sobre todo factores ecolégicos y la
deriva genética. Esto es en particular importante para el
control vectorial, ya que se ha observado que la adapta-
ci6n a ambientes domésticos puede estar acompafiada de
répidos cambios morfol6gicos, incluso antes del estable-
cimiento de barreras reproductivas o genéticas.’®* Desde
1997, la aplicacion de diversas metodologias genéticas
ha permitido identificar especies cripticas o gemelas, es
decir, especies morfolégicamente indistinguibles pero
que estén aisladas en términos reproductivos y tienen
importancia epidemiolégica distinta. Entre estos estudios
deben destacarse aquéllos que incluyen especies con im-
portancia vectorial significativa, tales como los del grupo
sordida,** grupo brasiliensis,'® grupo dimidiata'’ 8y los ya
mencionados en la diferenciacién entre R. prolixus y R.
robustus. Atn falta dilucidar la diferenciacién dentro de
las especies del grupo phyllosoma, integrado por multiples
especies endémicas de México que representan 67% de
la transmisién vectorial en este pais.®

De norte a sur, son mdltiples los complejos de es-
pecies de Triatominae y la mayor parte juega un papel
relevante en la transmisién de la enfermedad de Chagas.
En Norteamérica (México y Estados Unidos de América)
se destacan los complejos rubida, protracta, phyllosoma 'y
dimidiata; en Centroamérica sélo se encuentran de forma
autdctona dos subespecies del complejo dimidiata'y dos
especies del complejo protracta. A partir de Panamd se
destaca Rhodnius pallescens y en los pafses andinos y la
Amazonia, multiples especies de R. prolixus y robustus,
dos subespecies del complejo dimidiata, el complejo
brasiliensis en Brasil y el grupo sordida que se extiende
hasta Argentina.”?

A pesar de los avances recientes en estudios sobre la
genética, incluida la poblacional de los triatominos, %!
pocas especies o complejos se han estudiado a profundi-
dad como T. infestans, R. prolixus o el complejo dimidiata.
En seguida se resumen los estudios sobre estas especies,
los cuales han servido para extender el conocimiento
sobre la subfamilia y disefiar mejores barreras contra
su domesticacion.

Triatoma infestans

Triatoma infestans representa el mejor ejemplo de dis-
persién y adaptacién exitosa al ambiente doméstico
observado en la subfamilia Triatominae. En 1991 se
consideraba el principal vector y el mds extendido en
América del Sur (no se ha registrado en Norteamérica
o Centroamérica). Era causante de mds de la mitad de
los 18 millones de personas infectadas con T. cruzi en el
continente.! Su distribucién abarcaba més de 6 millones
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de kilémetros cuadrados, incluida las extensas regiones
de Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y
sur de Pert. Durante los 10 primeros afios de la Iniciativa
del Cono Sur (INCOSUR) se fumigaron con insecticidas
mads de 2.5 millones de casas y como resultado se redujo
en grado sustancial la distribucién de T. infestans a me-
nos de 1 millén de kilémetros cuadrados que ocupa hoy
dia (David Gorla, comunicacién personal). Un elemento
clave para el éxito de la INCOSUR fue el conocimiento
de las caracteristicas biolégicas del vector.

Triatoma infestans se encuentra casi exclusivamente
en ambientes domésticos y peridomésticos. Su presencia
en entornos silvestres sélo se ha confirmado en valles
andinos de Cochabamba y Sucre en Bolivia.”? Este
hallazgo junto con reconstrucciones histéricas basadas
en las migraciones humanas sugiere que Bolivia era el
centro de origen y domesticacion de T. infestans, a partir
del cual las poblaciones domésticas se dispersaron al
resto de América del Sur.?® Resultados genéticos ba-
sados en isoenzimas® y en variaciones cromosomicas
y del tamafio genémico® confirmaron a Bolivia como
centro de origen. Sin embargo, lo mds sorprendente es
que los insectos que se dispersaron desde Bolivia hacia
regiones no andinas sufrieron una drastica disminucién
del tamafio de sus genomas. Las poblaciones derivadas
de Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay presentan
una reduccién de 30 a 40% del DNA genémico en
comparacién con las ancestrales de Bolivia. Esta noto-
ria reduccién del contenido de DNA supone cambios
adaptativos de tal forma que los insectos de menor
genoma experimentaron una rapida y exitosa dispersién
y adaptacién a los domicilios, pero como contraparte
se atenué en gran medida su capacidad de retornar
a ambientes silvestres.?” S6lo de manera excepcional
se han detectado poblaciones de T. infestans silvestres
en regiones no andinas.”®% Por lo anterior, T. infestans
en la mayor parte de su rango de distribucién es una
especie introducida en fecha reciente, muy adaptada al
ambiente doméstico y con capacidad reducida para re-
tornar al medio silvestre y, por consiguiente, susceptible
alas campafias de control quimico. Estas caracteristicas
explicarfan el éxito de su erradicacién en la mayor parte
de los paises del Cono Sur y justificarfan continuar el
control quimico para la eliminacién del vector.’

En Bolivia existen focos silvestres que al parecer son
la fuente de origen de las reinfestaciones encontradas
después de control. Estudios basados en morfometria,’!
y en fecha mds reciente en microsatélites (Noireau,
comunicacién personal), apoyan la hipétesis de un
aislamiento entre los ecotopos silvestres y domésticos
de T. infestans en Cochabamba. Estos estudios revelan,
al menos en esa regién, la importancia epidemiolégica
que se ha atribuido a los focos silvestres como fuente

salud piiblica de méxico | vol. 51, suplemento 3 de 2009



Genética de la enfermedad de Chagas

ARTiCULO DE REVISION

primaria de las reinfestaciones. La deteccién de nuevos
focos silvestres en Bolivia, y su posible ocurrencia en
regiones vecinas de Paraguay y Argentina, plantea la
necesidad de determinar su capacidad de reinvadir
ambientes domésticos.*? El desarrollo de nuevos mar-
cadores moleculares, como los microsatélites, permitird
calcular de forma mas precisa la magnitud del flujo de
individuos entre focos silvestres y domésticos™* y, por
lo tanto, su importancia vectorial.

La reciente deteccion de poblaciones de T. infestans
resistentes a insecticidas de tipo piretroides en el norte
de Argentina,® extendidas hacia el centro y sur de Boli-
via, es el reto mds importante y novedoso que enfrenta
el control de esta especie. Es prioritario eliminar estas
poblaciones, asi como es indispensable determinar cudl
es el componente genético de esta resistencia, incluidas
suexpresion y herencia. La identificacién de marcadores
fenéticos o genéticos que discriminen a los individuos
susceptibles de los resistentes permitird conocer la
dispersi6n de la resistencia y por tanto ayudard en gra-
do considerable al disefio de las campafias de control
vectorial. Este es uno de los objetivos de un proyecto
en curso desde el afio 2005, integrado por un numeroso
grupo de investigadores de Argentina, Bolivia, Francia,
Paraguay y Uruguay, bajo el financiamiento de la Co-
munidad Europea (proyecto ATU-SSA 2004-515942) y
cuyos resultados han demostrado poca dispersién de
la resistencia a los piretroides, s6lo con resistencia a la
deltametrina. Sin embargo, se ha observado que algunas
cepas o poblaciones de T. infestans resistentes a delta-
metrina son susceptibles a los organofosforados.?>%”

Rhodnius prolixus

Rhodnius prolixus es una especie distribuida en Vene-
zuela, Colombia y varios pafses de Centroamérica; en
la mayor parte de estas naciones es la principal especie
vectora de T. cruzi. Al igual que T. infestans, R. prolixus
en Centroamérica es una especie exclusivamente domés-
tica, introducida de forma accidental por el hombre.3
Andlisis mediante morfometria, RAPD e isoenzimas®
indican que las poblaciones centroamericanas, hasta
ahora incapaces de colonizar ambientes silvestres,
presentan una menor variabilidad genética que las de
Sudamérica, lo que las convierte en poblaciones muy
susceptibles a las campafias de control quimico. Los
auspiciosos logros de los programas de control vectorial
alcanzados por la Iniciativa de América Central* corro-
boran los estudios genéticos. Otro aporte importante de
la genética al control de R. prolixus fue la diferenciacién
entre R. prolixus y R. robustus, especies morfoldgicamente
muy similares. Hasta hace pocos afios se pensaba que
la presencia de R. robustus en palmeras era la fuente
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de origen de R. prolixus doméstico. Estudios mediante
morfometria geométrica’!, RAPD*, y sobre todo el
andlisis de fragmentos mitocondriales,** confirmaron
que se trata de especies distintas y, como consecuencia,
blancos separados y diferenciados para las campafias
de control vectorial.

Bajo el financiamiento de los Institutos Nacionales
de Salud de los Estados Unidos (NIH) actualmente
se encuentra en proceso la secuenciacion del genoma
completo de R. prolixus, primera especie de triatominas
estudiada por esta metodologia por la Universidad de
Washington (The Genome Sequencing Center). La secuen-
ciacién del genoma, con un tamaro estimado de 670
Mb,* aportard una informacién inestimable acerca de
distintos aspectos del insecto. No sélo proveerd infor-
macién bésica para estudios protedmicos y filogénicos,
sino que facilitard en particular la identificacién de
productos génicos que intervienen en la interaccion
hospedero-parésito o la identificacién de genes activos
en el desarrollo del insecto; esto hard posible interferir
la transmisién del pardsito.

Complejo dimidiata

El complejo dimidiata se distribuye desde México,
Centroamérica completa, Colombia, Ecuador y Perd;
en varios de estos paises es el principal vector de la
enfermedad de Chagas. A lo largo de su rango de
distribucién se encuentra en ambientes domésticos y
silvestres y ocupa ecotopos muy diversos. Estas espe-
cies presentan variaciones morfolégicas y cromaticas
que han generado una extensa discusién acerca de su
estatus taxonémico."! Los serios problemas taxonémicos
sumados a la gran dispersién geogréfica y diversidad
de ecotopos que ocupa esta especie*™ dificultan las
medidas de control vectorial.

La primera evidencia de que esta especie estaba
constituida por més de un grupo taxonémico la aporté
el andlisis de secuencias del ITS-2 del DNA ribosomal."”
Se determiné una clara diferenciacién genética entre T.
dimidiata de la peninsula de Yucatdn y el resto de las
poblaciones distribuidas desde México hasta Colombia.
Los resultados revelaron que existe un clino norte-sur de
poblaciones poco diferenciadas morfolégicamente, las
cuales se encuentran en ambientes silvestres y domés-
ticos. Las poblaciones de Ecuador y del norte de Pert
son exclusivamente domésticas sin ecotopos silvestres
conocidos* y presentan una gran similitud genética
con las poblaciones de Guatemala y Honduras, en lugar
de representar derivados naturales del supuesto clino
norte-sur."” Estudios con marcadores mitocondriales
(LSU y ND#4) sugirieron por lo menos tres clados o
especies segtin una divergencia combinada superior a
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6.8%,% datos que se correlacionan con hidrocarburos
cuticulares® y morfometria.’! Recientes estudios que
incluyen el andlisis de elementos cromosémicos, genes
ribosomales y del tamafio gendmico han sugerido la
existencia de tres especies cripticas genéticamente
diferenciadas pero morfol6gicamente muy similares
en T. dimidiata."®>* Cada una de las especies presenta
una distribucién geografica particular, un potencial de
colonizacién del ambiente doméstico variable y, poten-
cialmente, una importancia epidemiolégica distinta. Por
lo anterior, T. dimidiata estaria integrada por un complejo
de especies, con hébitats y capacidades de domiciliacién
distintos, lo que las convierte en blancos diferenciados
para las campaiias de control vectorial >

Dada la gran diversidad de ecotopos, es indispen-
sable el andlisis genético de las especies del complejo
dimidiata, a fin de esclarecer su susceptibilidad al control
quimico y el origen de las reinfestaciones en viviendas
humanas tras intervenciones quimicas y comunitarias.
Con el objetivo de planificar y mejorar las medidas de
control vectorial y comunitario, resulta indispensable
la diferenciacién y reconocimiento de cada especie y
poblacion criptica, luego de establecer no sélo sus ca-
racterfsticas genéticas, sino en especial sus capacidades
diferenciales de invadir y al final colonizar el ambiente
doméstico.

Esta informacion serd también importante para ana-
lizar las variables de domesticacion de las especies del
complejo phyllosoma, tal vez descendientes del complejo
dimidiata, que se dispersaron al poniente y sur por el eje
volcdnico en México (entre la Sierra Madre Oriental y la
Occidental y al norte y sur de la costa pacifica).

La aplicacién de distintos marcadores genéticos
en las principales especies del grupo phyllosoma mues-
tra una llamativa falta de diferenciacién, nunca antes
observada en otros complejos de especies. Mediante
isoenzimas no se encontraron locus polimérficos,>%
ni tampoco con el andlisis de RAPD.” En este tltimo
trabajo, los 16 a 22 cebadores utilizados discriminan T.
pallidipennis de T. longipennis y T. picturata, mientras que
hay una superposicién entre las dos tltimas. Estudios
comparativos de secuencias del segundo espaciador
interno (ITS-2) del ADN ribosomal muestran una varia-
cién baja . Las diferencias nucleotidicas identificadas se
encuentran entre dos y cuatro nucledtidos, aunque no se
observaron variaciones entre T. longipennis, T. picturata,”
T. bassolsae, T. pallidipennis y entre T. mazzottii'y T. phyllo-
soma.”® Todos estos datos indican sin duda una reciente
divergencia de las especies del complejo phyllosoma
desde un ancestro comun. En fecha reciente, resultados
filogenéticos mediante genes mitocondriales sugieren
que T. recurva perteneceria al complejo phyllosoma, em-
parentado de manera estrecha con T. longipennis.” Otra
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especie, morfolégicamente relacionada con T. recurva y
no asignada a ningtin complejo, es T. gerstaeckeri, una de
las 10 especies vectoras mds importantes de México.

Perspectivas para el control vectorial

Dada la diversidad de especies de triatominos que in-
tervienen en la transmisién vectorial % las medidas de
control deben ajustarse a cada situacién particular, para
lo cual resulta imprescindible conocer las caracterfsticas
fisioldgicas, ecoldgicas y genéticas de los insectos vec-
tores. Como se ha mencionado ya para T. infestans y R.
prolixus, los estudios genéticos han permitido el reco-
nocimiento de poblaciones muy adaptadas al ambiente
doméstico con menor variabilidad genética, lo cual las
convierte en blancos muy vulnerables y atractivos para
el control quimico. El estudio de otras especies parece
sugerir que este fenémeno de reduccién de la variabili-
dad genética parece estar mds extendido de lo que origi-
nalmente se pensaba. Tal serfa el caso de las poblaciones
domésticas de R. ecuadoriensis en el norte del Perd® y
Panstrongylus megistus en el noreste de Brasil.*2

La mayoria de las especies de triatominos es dificil
de controlar, ya que ademds de presentar poblaciones
domésticas, conservan ecotopos silvestres, como di-
versas especies integrantes de los complejos dimidiata,
phyllosoma, sordida, y brasiliensis. En estas especies se
describen con frecuencia reinfestaciones de las casas
a los pocos meses del rociado con insecticidas.6364
Es fundamental determinar cudl es el origen de las re-
infestaciones, para lo cual caben tres posibilidades: se
producen por ejemplares que sobrevivieron al rociado
(rociado mal aplicado), individuos resistentes a las in-
tervenciones o bien la reinfestacién se produce porque
hay nuevas invasiones de insectos desde otros focos
silvestres y domésticos cercanos que no se trataron.
Para poder disefiar con éxito las medidas de control y
vigilancia, es indispensable discernir el origen de los
individuos reinfestantes y para ello es muy valiosa la
aplicacién de distintos marcadores genéticos.* Algu-
nos estudios indican que si bien existe un flujo genético
entre hdbitat silvestre y doméstico, éste es relativamente
bajo y no es un obstdculo importante para el control de
las poblaciones domésticas a corto plazo, aunque es ne-
cesario desarrollar estrategias complementarias para el
control de largo plazo.% En otros casos, el control de las
poblaciones peridomésticas son de primordial impor-
tancia para la reduccién de los focos domésticos.**®”

Un reto muy importante para la genética en re-
lacién con el control es el estudio de la resistencia a
insecticidas que se ha detectado recientemente en po-
blaciones de T. infestans del norte Argentino y Bolivia.®
La resistencia a piretroides, fendmeno muy extendido
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en otros insectos vectores como los mosquitos, es ex-
cepcional en los triatominos. Para alcanzar el objetivo
del INCOSUR de eliminar la transmisién vectorial por
T. infestans es indispensable precisar cudles son los
mecanismos bioquimicos y genéticos que generan la
resistencia, de tal manera que se evite su dispersion
hacia otras regiones.

Trypanosoma cruzi

Los avances recientes en gendmica de las infecciones
parasitarias han proporcionado, como uno de los re-
sultados mds espectaculares, la secuenciaciéon de los
tres patégenos de la familia Trypanosomatidae, como un
proyecto tnico.” Se espera que el conocimiento de la
secuencia completa del genoma de Trypanosoma cruzi
conduzca a la comprensién del parasitismo y la viru-
lencia y al desarrollo de los campos de diagnéstico y
tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Diagnéstico

Una de las principales aplicaciones de la genética al
estudio de T. cruzi fue resultado de la necesidad de
mejorar el diagnéstico de la infeccién en los vectores y
los hospederos mamiferos. En particular, esto se debi6 a
que cualquier programa de control de la enfermedad de
Chagas tiene que disefiarse a partir de las condiciones
particulares de prevalencia y distribucién de la infeccion.
Para detectar la infeccion por T. cruzi, ha sido necesario
emplear sobre todo dos herramientas diagnésticas: los
métodos serolégicos y los métodos parasitolégicos. Al
considerar la evolucién de la infeccién en los hospederos
humanos, la permanencia de los pardsitos en la circu-
lacién sanguinea por muy corto tiempo después de su
entrada, su localizacién en tejidos de dificil acceso y la
escasa cantidad de ellos en relacion con el volumen de
sangte con el tiempo y segtin la etapa de la enfermedad,
es claro que el diagndstico tradicional parasitolégico (y
todavia de primera linea en algunos paises) por micros-
copia carece de sensibilidad.®® El uso de la reaccién en
cadena dela polimerasa (PCR) para detectar la presencia
del pardsito es la herramienta més usada como método
molecular de diagnéstico, con la ventaja adicional de que
aun cuando se encuentre en diminutas cantidades, el
ADN del parasito se puede amplificar. Estos ensayos han
utilizado gran variedad de iniciadores para amplificar
diversos genes: desde el ADN del cinetoplasto® hasta
fragmentos de genes nucleares, incluidas secuencias
nucleares repetitivas,”*’! una secuencia que codifica a
una proteina flagelar’? y combinaciones de secuencias en
PCR multiplex.”>”* Esta metodologfa ha sido efectiva en
la detecci6n de casos agudos y crénicos de la enfermedad
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y ha mostrado consistencia con las pruebas serolégi-
cas™ 78y la deteccién de infeccién de vectores.”*10Se ha
realizado incluso la medicién de las fluctuaciones en la
parasitemia durante la infeccién crénica mediante PCR
cuantitativa.* Con la publicacién de la secuenciacién del
genoma de T. cruzi, puede preverse que los métodos de
diagndstico moleculares adquieran mayor oportunidad
de desarrollo, siempre que se identifiquen genes del pa-
résito particulares para el diagnéstico o el seguimiento
del tratamiento.

Las dificultades para establecer procedimientos
estandares y asegurar la sensibilidad del diagnéstico
parasitolégico con PCR han propiciado el uso universal
del diagndstico serolégico para detectar la infeccion
humana. Los ensayos actuales principales son la inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI), los ensayos enzimdticos
inmunoadsorbentes (ELISA) y el Western blot, los cuales
se basan en la deteccién de anticuerpos generados por la
presencia del pardsito.! Varios métodos bioquimicos y mo-
leculares se han utilizado para purificar y caracterizar los
antigenos inmunodominantes principales, con el objetivo
de mejorar la sensibilidad y la especificidad delas pruebas
diagnésticas seroldgicas.®* Sin embargo, no existe un
consenso universal para ellas y se ha debatido también el
hecho de que la diversidad genética de las cepas por drea
geogréficay los linajes del pardsito pueden ser factores que
determina la sensibilidad.® Las técnicas moleculares han
permitido contar con protefnas recombinantes del pardsito
para utilizarlas en las pruebas seroldgicas y evitar los pro-
cesos de cultivo, extraccién y purificacién de antigenos.
De este modo se ha disminuido el tiempo invertido enlos
ensayos y la variacién en la composicion del antigeno de
un lote a otro. Los resultados de los ensayos con proteinas
recombinantes no difieren estadisticamente respecto de
los realizados con extractos de pardsitos, al menos no en
seis paises de Latinoamérica.3>%

Los ensayos para diagndstico de la nueva genera-
cién parecen ser los microarreglos; estas plataformas
tienen el potencial de realizar diagndsticos de enferme-
dades infecciosas diferenciales altamente especificos,
por lo que el ntimero de aplicaciones excede en mucho el
disponible por cualquier otra metodologia conocida.?**!
En el caso de las enfermedades infecciosas, esta plata-
forma ha permitido por ejemplo el estudio poblacional
y patrones de resistencia de la tuberculosis.” Se ha
propuesto incluso detectar, mediante una sola prueba,
cualquier microorganismo perteneciente a un grupo
recién nombrado (Panmicrobial database) que incluye
29 495 especies diferentes.” Esto es posible debido a que
en un espacio de 70 mm X 20 mm es posible acomodar
244 000 oligonucleétidos que funcionan como sondas
parala deteccién de los microorganismos (de los cuales
provienen las sondas), en muestras de sangre, exudados
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faringeos, orina y otros tejidos. A partir de estos tejidos
se extrae el ARN y éste se incuba con los portaobjetos
que llevan las sondas; las hibridaciones se detectan por
fluorescencia.”

Si se considera la necesidad de mejorar el diagnds-
tico de la enfermedad de Chagas y la disponibilidad
de secuencias identificadas como genes verdaderos
de la superficie del pardsito, esta metodologfa podria
posibilitar lo siguiente:

1. Detectar infecciones agudas con una sola prueba
comun, sobre todo en los casos pediétricos, los
cuales presentan por lo general baja respuesta de
anticuerpos.

2. Realizar el seguimiento de los pacientes tratados
para evaluar la eliminacién del pardsito y la evo-
lucién de su respuesta inmunitaria posterior al
tratamiento.

3. Efectuar una evaluacion rdpida de los casos sos-
pechosos por datos clinicos en las unidades de
atencién primaria con la finalidad de iniciar el
tratamiento de manera inmediata de los casos
agudos (antes de seis meses). En la actualidad, el
resultado de una prueba de Chagas puede tardar
entre 6 y 12 meses en llegar a la clinica de origen
de la muestra.

4. Realizar la deteccion rdpida de transmisién con-
génita, ya que serd posible diferenciar la respuesta
inmunitaria de la madre del nifio. Hoy en dfa se
requiere un periodo de nueve meses de espera
antes de contar con un diagndstico serolégico
vélido, para descartar la deteccién de anticuerpos
maternos en el infante. En estos casos, la deteccion
molecular del pardsito puede ser de utilidad,
si bien necesita la preservacion de la sangre, el
transporte a un laboratorio especializado y la
utilizacion de técnicas complejas y reactivos de
dificil conservacion.

5. Practicar el tamizaje rdpido de los migrantes (pro-
venientes de zonas endémicas hacia paises sin
transmision vectorial).

6.  Instituir un sistema mejorado de tamizaje de bancos
de sangre. Los falsos positivos frecuentes con los
métodos de diagndstico comerciales en uso actual
disminuyen la cantidad efectiva de unidades dispo-
nibles para la transfusion, situacién delicada en los
paises en los que la cultura de donacién de sangre
no es ampliamente compartida.

7. Desarrollar una prueba serolégica sencilla que
requiere equipo minimo , en un formato a prueba
de humedad y temperatura elevadas, condiciones
frecuentes en las zonas endémicas.
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Tratamiento farmacolégico

Los dos medicamentos que se utilizan en la actualidad
para el control parasitario de la enfermedad de Chagas
han estado en uso por mds de 40 afios: nifurtimox y
benznidazol. Ninguno de ellos es efectivo en la totalidad
de los casos en los que se han aplicado y para ambos
se han notificado efectos adversos graves.”* El Grupo
Cientifico de Trabajo de la OPS ha reconocido que los
farmacos disponibles para el control de la infecciéon
no son los ideales y que se desconoce si éstos pueden
detener el progreso de la enfermedad.” Esta percepcion
de ausencia de medicamentos eficaces para el control
de la infeccién ha promovido el desarrollo de nuevas
formulaciones, tras tomar como blancos a las moléculas
que participan en las vias metabélicas del pardsito que
difieren de las existentes en los mamiferos. Dentro de
estos estudios, destaca el uso de los inhibidores de las
proteasas de cisteina con efectos directos sobre la cruzi-
paina, esencial para el crecimiento del pardsito.”*” Se
han reportado los inhibidores de la biosintesis de este-
roles, indispensables para la formacién de membranas
del pardsito, como agentes con excelentes propiedades
farmacocinéticas: concentraciones minimas inhibitorias,
alto volumen de distribucion, vida media larga y una
extensa distribucion en tejidos; asimismo, su farmacodi-
namia es excelente y tiene pocos (en algunos casos nulos)
efectos adversos.”*1% Los flavonoides aislados de plan-
tas, de los cuales se desconoce el mecanismo de accidn,
son compuestos relacionados estructuralmente que han
probado su eficacia in vitro e in vivo contra T. cruzi. "' Los
inhibidores de algunos metabolitos intermediarios del
metabolismo de los aminodcidos, en especial la enzima
cinasa de arginina,'? los inhibidores de la reductasa
de dihidrofolato,'® los inhibidores de la transialidasa,
un factor de virulencia que induce la apoptosis de las
células inmunitarias,'™ son otros ejemplos de moléculas
propuestas como blancos para el disefio de medicamen-
tos para controlar la infeccion. Aunque hasta la fecha
las moléculas propuestas como medicamentos no han
sido productos de los andlisis genéticos funcionales,
la tecnologfa derivada de la protedmica permitira el
tamizaje de estas moléculas con actividad tripanocida
a fin de detectar cambios en los patrones de expresion
de protefnas en respuesta a la exposicion de formacos
como en el caso documentado de Plasmodium.'®
Elavance del conocimiento en la fisiologfa y metabo-
lismo de T. cruzi derivado de la atribucién de funciones
alos genes secuenciados en el proyecto Tritryps, ademds
de la tecnologfa desarrollada para el procesamiento de
muestras a gran escala y tamizajes funcionales (high
throughput screening), seran herramientas valiosas para
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el disefio de nuevos medicamentos, con efectividad para
cada fase de la enfermedad y con los menores efectos
secundarios.”1%

Genética de poblaciones

La caracterizacién de las poblaciones heterogéneas de
T. cruziha evolucionado desde el estudio de las isoenzi-
mas hasta la determinacién de marcadores moleculares
(rDNA, microsatélites, miniexones, etc.) especificos
para determinar los linajes, los grupos y por tltimo las
unidades discretas de tipificacién (discrete typing units,
DTU) que fueron fundamentales para la identificacion
de los seis subgrupos: Tc I, Tc ITa-lie. 107110

Se presupone que los patrones epidemioldgicos
y los diversos perfiles clinicos observados en los indi-
viduos con la enfermedad de Chagas se correlacionan
s6lidamente con la genética de los hospederos y la gran
variabilidad encontrada en las poblaciones de pardsi-
tos; en realidad, existen estudios que comprueban que
ambos factores son determinantes para la evolucién
de la enfermedad."! El andlisis mediante marcadores
genéticos sugiere que la especie T. cruzi es en verdad
un complejo de subespecies, correspondientes a los
grupos I y Il y que tienen variabilidad intraespecifica
y coherencia entre la diversidad genética, la patoge-
nicidad y el tropismo."%!"2 Se ha observado que los
pardsitos del grupo II (Tc II) tienen relacién preferen-
cial con los mamiferos placentarios y, en particular,
con las infecciones humanas, por lo que es frecuente
en los casos crénicos. Trypanosoma cruzi grupo I de
Sudamérica estd vinculado con infecciones humanas
asintomdticas e infecciones de vectores y reservorios
de drea selvética en Brasil.'"® Esta situaci6n es diferente
en otras regiones; en los paises andinos, por ejemplo,
Te I puede encontrarse en los ciclos domésticos!! y en
Meéxico las cepas de pardsitos detectados en pacientes
con cardiopatias y megasindromes, en los reservorios
silvestres y en los vectores, muestran diversidad pero
la mayoria pertenecen al linaje TcI."*!"> Aun cuando
se ha empleado una gran diversidad de marcadores
moleculares para determinar la estructura genética
de las poblaciones de T. cruzi, todavia no se tiene el
panorama completamente definido y no han dejado
de aparecer aislados del pardsito que no se ajustan a
ninguno de los dos grupos o que tienen caracteristicas
de ambos, en términos genéticos y funcionales.!® Es
necesario contar con un sistema de tipificacion que sea
confiable para clasificar a las poblaciones de pardsitos
con la finalidad de optimizar las medidas de control
y designar elementos de diagndstico y prondstico
para las manifestaciones clinicas de la enfermedad de
Chagas.
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Interaccion de Trypanosoma cruzi
con sus hospederos

Se ha propuesto que la patologia de la enfermedad de
Chagas puede ser efecto de la persistencia del pardsito
y compuestos derivados de éste dentro del hospede-
ro!7120y de la reaccién inmunitaria ocasionada por la
infeccién, pero que de manera descontrolada reacciona
contra las células propias del hospedero.'? En particu-
lar, el perfil clinico de cada individuo es el resultado
de un conjunto de interacciones complejas, entre las
cuales se encuentran el fondo genético del hospedero,
los factores ambientales y sociales y la composicién
genética del pardsito, todo lo cual se complica en las
infecciones mixtas y las re-infecciones.'? El parésito
T. cruzi tiene contacto con varios tipos celulares den-
tro de los hospederos humanos: células epiteliales,
musculares, cardiacas, nerviosas e intestinales; todas
ellas, por lo tanto, tienen algtin grado de interaccién
con el pardsito. Se ha mostrado que la capacidad de
invadir a las células y multiplicarse en ellas es el pri-
mer factor que interviene como determinante para el
establecimiento de una infeccién por T. cruzi, dado que
no todas las cepas o aislados del parasito se comportan
de igual manera con diferentes tipos celulares, tanto
in vitro como in vivo.'? Todavia no se ha establecido
la base molecular que explique este comportamiento.
Se ha estudiado el efecto de poseer un particular tipo
de complejo principal de compatibilidad (MHC) con
laregulacién de la respuesta inmunitaria a la infeccion
por T. cruzi'y al dafio cardiaco. Se ha encontrado que los
pacientes que desarrollan miocardiopatias presentan
una frecuencia aumentada de HLA-DR16 en compa-
racién con los individuos asintomaticos. Los sujetos
con los tipos HLA-DR4 y HLA-B39 parecen ser mas
susceptibles a la infeccién por T. cruzi.'*

En el estudio de las interacciones del pardsito con
su célula hospedera se ha descrito que la interaccién
del tripomastigote con los lisosomas de la célula es in-
dispensable para su crecimiento y multiplicacién como
amastigote.!” También cabe mencionar el papel de la
transialidasa en la infeccién de las células, su papel como
mediadora de la obtencién de moléculas del hospede-
ro por el pardsito y sus efectos inmunosupresores,'?
mientras que al producto del gene Iyt1 se le atribuye
una funcién esencial sobre la invasion del pardsito y
su propiedad hemolitica.’” El proceso de invasi6n se
revis6 en fecha reciente y estd documentado el papel
indispensable de las glucoproteinas de la familia de las
mucinas en la invasién por los tripomastigotes.!?31%
El reporte de la secuenciacién del genoma de T. cruzi
indica que un alto porcentaje de los genes secuenciados
pertenece a esta familia.”
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La generacion de este conocimiento de interacciones
se ha utilizado en particular en el disefio de vacunas
contra la infeccién por T. cruzi o el desarrollo de la
enfermedad. Existen pocos estudios que muestren la
utilizacion de moléculas como generadoras de protec-
cién en mamiferos; empero, se ha descrito que el tipo
de respuesta que podria proteger a los mamiferos de la
enfermedad debe ser Th1;13%132 también se ha sefialado
que el agotamiento de cualquiera de los dos tipos celu-
lares activos en la reaccién inmunitaria incrementa la
susceptibilidad del hospedero a la infeccién.!® Se han
identificado epitopes que podrian utilizarse en el disefio
de péptidos sintéticos como antigenos de inmunizacién
contra el desarrollo del pardsito, tales como los epito-
pes que generan respuestas de linfocitos T CD8+.13 La
utilizacién de vectores de DNA que contienen genes
que codifican a proteinas del parasito es efectiva parala
proteccién contra el establecimiento de la infeccién por
T. cruzi; dentro de estos genes se incluyen la proteina de
superficie de amastigote 2 y la transialidasa %1315

En la bisqueda de alternativas de control de la
enfermedad se ha comunicado la utilizacién de la meto-
dologfa del ARN interferente para bloquear la expresion
de las moléculas de las células de mamifero que acttian
como receptores o ligandos para el pardsito y con ello
evitar la infeccion de las células. Tal es el caso de dos
moléculas constituyentes de la matriz extracelular de las
células de mamifero: laminina y, y trombospondina 1,
cuyo bloqueo de expresion evito la invasion de células
humanas en cultivo por el pardsito.!*®1% La disponi-
bilidad de bases de datos genéticos para T. cruzi y los
productos de la secuenciacion del genoma hardn posible
la busqueda de nuevas moléculas que cumplan con
las caracteristicas de generar respuestas inmunitarias
protectoras o cambios en el comportamiento de los pa-
rdsitos dentro de los hospederos humanos, no siempre
contra la infeccién, sino en contra de la devastacién de
la enfermedad crénica y para evitar la propagacion del
pardsito a otros hospederos humanos, lo cual contribuird
asi a controlar la enfermedad de Chagas.

Trypanosoma cruzi pasa por dos etapas de diferen-
ciacién y una proliferativa dentro del tracto digestivo
del insecto vector."*"42 En particular, la tltima diferen-
ciacion da lugar a los tripomastigotes metaciclicos, que
constituyen la fase infectante para el hombre y otros
mamiferos. In vitro, la transformacién de amastigotes
en epimastigotes (primera diferenciacién) parece ser
reversible y estar controlada por la concentracion de
glucosa.' Esta dependencia puede relacionarse con la
presencia de glucosidasas que degradan carbohidra-
tos complejos presentes en la dieta, con la liberacién
consecuente de carbohidratos simples.'* La segunda
diferenciacion, la metaciclogénesis, ocurre en el recto del
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insecto y tiene como requisito la adhesion del pardsito
a este tejido para iniciar el proceso. Se han informado
diversos estudios con el objetivo de dilucidar moléculas
o receptores de adhesion que intervienen en la metaci-
clogénesis y conocer como el pardsito sobrevive dentro
del ambiente del tracto digestivo del triatomino. Dentro
de ellos, se ha propuesto que las enzimas de digestién
no afectan al pardsito, ya que existen experimentos que
prueban que las catepsinas, enzimas de digestién en
Rhodnius prolixus y que se expresan en todos las etapas
de desarrollo,' no muestran cambios de expresién entre
insectos infectados y no infectados.614 Existen reportes
que hablan de la presencia de moléculas que regulan la
dindmica de multiplicacion y transformacién de T. cruzi
dentro del vector, como el factor hemolitico del buche
de R. prolixus que parece seleccionar a las cepas de T.
cruzi 'y que se desarrollan en él; asi como los péptidos
derivados de la hemoglobina y las lectinas del buche y el
intestino.*® Los epimastigotes se unen tanto a la super-
ficie del buche como del intestino, pero la diferenciacién
de los pardsitos depende de la adhesi6n al recto.® Los
niveles de expresion del gen de la lisozima dentro del
tracto digestivo varian y es menor en el intestino, por lo
que podria favorecerse la presencia de pardsitos en ese
6rgano.’™ La defensina A de R. prolixus existe en altas
concentraciones en la hemolinfa (donde no sobreviven
bacterias) pero no asi en el intestino, donde matarfa a los
simbiontes de los cuales depende su supervivencia, por
lo cual los pardsitos no se ven afectados.’™ Estos reportes
sugieren que existen factores dentro del intestino exclu-
sivos de los insectos alimentados que favorecen la mul-
tiplicacién y diferenciacién de los pardsitos in vivo.1515¢
Se ha propuesto que el pardsito compite con su vector
por los nutrientes y por tanto la frecuencia de alimento
condiciona la densidad de la poblacién de pardsitos,
asi como los porcentajes de cada fase de desarrollo en
el recto del insecto.! El mismo grupo de investigacion
que realiz6 el trabajo anterior describe que es posible
que la diuresis y no los factores de la hemolinfa o los
productos de digestién de la hemoglobina induzcan
la metaciclogénesis de T. cruzi.’® Un elemento comuin
entre los reportes de estos estudios es la discusién acerca
de que la metaciclogénesis es altamente compleja y que
hace falta mucha més investigacién sobre el fenémeno
y herramientas mds eficaces y precisas para dilucidar
todos los factores que participan en el proceso.

Perspectivas para el conocimiento sobre
la genética de T. cruzi y los triatominos

Eluso delas herramientas de la genética de T. cruzi pue-

de aplicarse para identificar las moléculas participantes
en el reconocimiento, sistemas de sefializacién y en
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general para conocer las interacciones especificas den-
tro del vector, todo ello dentro del marco de evidencia
que conduzca al disefio de nuevos métodos de control
de la enfermedad de Chagas. En este sentido, pueden
proponerse algunas lineas de investigacién necesarias:
a) la utilizacién de vacunas veterinarias en animales do-
mésticos en contra de componentes esenciales del vector
para el desarrollo de los parésitos, de tal manera que al
evitar la diferenciacion de los parasitos, estos animales
domésticos dejen de funcionar como reservorios y riesgo
parala transmisién; b) la generacién de vacunas huma-
nas contra las protefnas que el pardsito presenta dentro
del vector, con bloqueo consecuente de la diferenciacion
de los parésitos dentro del insecto y la interrupcion de
la transmisién, lo que serfa una medida altruista, dado
que la persona vacunada no estarfa protegida contra la
infeccién, sino que evitaria que otros se infectaran; y c)
la generacién de triatominos transgénicos, en los cuales
se modifiquen por ingenierfa genética las moléculas con
las que el pardsito interacttia como requisito para su
desarrollo, de tal modo que los insectos sean resistentes
a la infeccién por T. cruzi.

La expectativa primaria, después de la secuencia
de los genomas de los organismos etioldgicos y vectores
de la enfermedad de Chagas, se basa en contar con un
acervo de elementos que permitan no sélo identificar a
los individuos infectados sino establecer un prondstico
de la enfermedad de acuerdo con las caracterfsticas
genéticas que presente la poblacién del parasito, incidir
en el desarrollo de la infeccién para evitar los dafios
de la enfermedad crénica y evitar la propagacion de la
enfermedad por medio de la prevencién de la infeccién
en hospederos domésticos. Asimismo, marcadores de
genoma permitirdn analizar la genética poblacional del
vector y su asociacion con la modificacién, adaptacién y
conectividad ecoldgica del hdbitat, factores claves para
la exposicion y el riesgo de transmisién del pardsito y,
por lo tanto, de la enfermedad.!
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