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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE TRYPANOSOMA CRUZI
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas causada por el parasito Trypanosoma cruzi
es una zoonosis compleja, ampliamente distribuida en el continente ame-
ricano. La infeccion puede ser adquirida a través de las heces de insectos
triatominos, transfusion de sangre, trasplante de 6rganos, via oral, por
transmision congénita y por accidentes de laboratorio. El completo enten-
dimiento de la etiologia y epidemiologia de la enfermedad de Chagas a
través de su distribucion geografica es complejo y permanece bajo inten-
sa investigacion hasta la actualidad. Los recientes estudios sobre la varia-
bilidad genética del parasito han dado nuevas luces de los diferentes es-
cenarios de los ciclos de transmision de la enfermedad y su patogénesis
en humanos. El proposito principal para la caracterizacion molecular de
Tcruzi 'y sus multiples genotipos esta dirigido hacia su asociacion con la
clinica y la patogenesis de la enfermedad, asi como al esclarecimiento de
los diferentes escenarios de transmision y los aspectos co-evolutivos rela-
cionados con reservorios e insectos vectores.

La caracterizacion molecular de los diferentes aislamientos a partir
de humanos, insectos y reservorios, ha permitido identificar la amplia
variabilidad genética del parasito, abriendo nuevos caminos hacia la
busqueda de nuevos blancos terapéuticos y pruebas diagnosticas mas
especificas que contribuyan a mitigar la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi. Patogénesis. ciclos de trans-
mision.Enfermedades transmisibles.Enfermedades parasitarias.
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ABSTRACT

Molecular Epidemiology of
Trypanosoma cruzi

Chagas disease caused by the parasite Trypanosoma cruzi is a com-
plex zoonosis that is widely distributed throughout the American conti-
nent. The infection can be acquired by triatomine faeces, blood transfu-
sion, organ transplantation, oral route, congenital transmission and by
laboratory accidents. A full understanding of the etiology and epidemio-
logy of Chagas disease across its geographical distribution was to prove
clusive and complex, and remains under intense investigation to the pre-
sent day. Recent studies on the genetic variability of the parasite have
given new light on the different scenarios of the cycles of transmission
of Chagas disease and pathogenesis in humans. The main purpose for the
molecular characterization of 7 cruzi and their multiple genotypes is
aimed towards his association with the clinic and the pathogenesis of the
disease as well as to clarify the different scenarios of transmission and
co-evolutionary aspects related with insect vectors and reservoirs.

The molecular characterization of the different isolates from
humans, insects and reservoirs has allowed to identify the wide genetic
variability of the parasite, opening new paths towards the search for new
therapeutic targets and diagnostic tests more specific, that contribute to
mitigate Chagas disease.

Key words: Trypanosoma cruzi. Transmission cycles.Communicable
diseases. Parasitic diseases.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, causada por
el parésito Trypanosoma cruzi, es una zoo-
nosis compleja, ampliamente distribuida
en el continente americano. La infeccion
puede ser adquirida a través de las heces de
insectos triatominos, transfusion de sangre,
trasplante de drganos, via oral, transmision
congénita y por accidentes de laboratorio.

La enfermedad de Chagas representa un
problema importante de salud publica, con
estimaciones de al menos de 8 a 10 millo-
nes de personas que padecen la infeccion y
alrededor de 110 millones en riesgo de
adquirirla'. La migracion de personas
infectadas de paises endémicos a otras
regiones, incluyendo Europa y Estados
Unidos, hace que la enfermedad de Chagas
se convierta en un problema de salud de
amplia distribucion geografica, segun lo
demuestran recientes informes de casos
importados en Europa, Estados Unidos y
Canada??.

La patogénesis de la enfermedad de Cha-
gas comprende dos etapas en las que la fase
aguda se produce una semana después de la
infeccion inicial. Aproximadamente el 30-
40% de los pacientes infectados desarro-
Ilan la fase cronica de la enfermedad,
durante la que la cardiomiopatia es la mani-
festacion clinica mas frecuente y grave,
seguida por casos de megavisceras en cerca
de un 8% de los pacientes infectados*.

El completo entendimiento de la etiolo-
gia y epidemiologia de la enfermedad de
Chagas a través de su distribucion geogra-
fica es complejo y permanece bajo intensa
investigacion hasta la actualidad. La difi-
cultad de definir completamente los dife-
rentes escenarios de los ciclos de transmi-
sion de la enfermedad es atribuible a varios
factores. En primer lugar, la enfermedad de
Chagas es una zoonosis no erradicable, con
mas de 100 especies de mamiferos silves-
tres y domésticos actuando como reservo-

rios de T cruzi. El segundo factor que con-
tribuye a la complejidad de la enfermedad
de Chagas es la enorme variedad de insec-
tos triatominos involucrados en la transmi-
sion del parasito. El tercero es la enorme
variabilidad de las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad y, en algunos casos, la
resistencia del parasito a los medicamentos
disponibles.

Durante los ultimos 40 afios se ha reali-
zado un importante trabajo para dilucidar
la variabilidad de 7. cruzi con respecto a su
distribucion geografica y asu asociacion
con diferentes especies de triatominos,
reservorios y los seres humanos. El parasi-
to comprende una poblacion heterogénea
que muestra propagacion clonal. Se ha
reportado intercambio genético y de
recombinacién en estudios in vitro y en la
naturaleza’”’.

ANTECEDENTES

La diversidad genética fue descubierta
inicialmente mediante un panel de isoenzi-
mas utilizado en poblaciones de 7. cruzi
aisladas en diferentes ecotopos®. Este estu-
dio pionero reveld diferencias genéticas
sustanciales entre los parasitos en ciclos de
transmision silvestre y doméstica simpatri-
cas en Brasil. Las variantes descritas fue-
ron designadas como zymodemas I, I y III
y abrieron la puerta a la investigacion sobre
la etiologia y los ciclos de transmision de la
enfermedad de Chagas, permitiendo estu-
dios comparativos y la influencia de las
asociaciones huésped-parasito-vector.

En las dos décadas siguientes, varios
autores procedieron a caracterizar aisla-
mientos del parasito aplicando otros méto-
dos moleculares como RAPD’s, PCR-
RFLPs, secuenciacion de genes y microsa-
télites, entre otros. Como resultado, se
reportd una importante variabilidad genéti-
caen los diferentes aislamientos del parasi-
to y a su vez se generd una gran confusion
en la denominacién de los diferentes gru-
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pos propuestos. En el afio 1999 se estable-
ci0 por primera vez un consenso interna-
cional sobre la nomenclatura de 7. cruzi®y
se acord¢ la inclusidn de dos linajes genéti-
cos diferentes, el linaje Tcl como un grupo
genético homogéneo y el Tcll revelado por
los estudios de isoenzimas y dimorfismos
en el gen mini-exon y el dominio divergen-
te del ADNr del parasito!®!!.

LA NUEVA NOMENCLATURA

Recientemente se ha propuesto una nue-
va nomenclatura para 7. cruzi, la cual
incluye seis unidades discretas de tipifica-
cién (DTUs) nombradas como 7. cruzi |
(Tel), T cruzi 11 (Tcell), T. cruzi 111 (Tclll),
T cruzi IV (TelV), T. cruzi V (TcV) y T.
cruzi VI (TcVI), basada en marcadores
moleculares diferentes y caracteristicas
bioldgicas'?.

De igual manera, recientemente se ha
reportado un nuevo genotipo con el nom-
bre TcBat, con una asociacion estricta a los
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murciélagos en Brasil y Panama'3, el cual
tiene connotaciones evolutivas del parasito
de gran interés.

La figura 1 muestra la distribucion geo-
grafica de las 6 DTU’s y su corresponden-
cia con ciclos de transmision asociados al
ambiente silvestre o domiciliar.

Después de diez afios de investigacion
enfocados a comprobar si Tcl era un grupo
homogéneo, varios marcadores molecula-
res han demostrado la existencia de una
enorme variabilidad genética dentro de T.
cruzi 1% (figura 2).

En el afio 2007 se report6 la presencia de
cuatro genotipos en aislamientos colom-
bianos de Tel y su relacion con los ciclos de
transmision de la enfermedad de Cha-
gas!®!18, El genotipo Ia asociado con infec-
cion humana y vectores domiciliarios con
un patron especifico en la posicion 28 y en
la 35-40, el genotipo Ib asociado con infec-
cion humana y vectores peridomiciliarios

Figura 1
Distribucién geografica de las 6 DTU’s y su correspondencia con ciclos de transmisién
asociados al ambiente silvestre o domiciliario
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Figura 2
Distribucion geografica de las DTU’s de
Trypanosoma cruzi en el Continente
Americano. Tomado de Patterson y

Guhl, 2010%°
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con una sustitucion de T-C en la posicion 44,
el genotipo Ic el cual no es muy robusto debi-
do al bajo nimero de aislamientos utilizados
relacionado con vectores domiciliarios y que
se caracteriza por una secuencia TATATA en
la posicion 35-40 y el genotipo Id relaciona-
do con el ciclo selvatico y caracterizado por
una delecion de 9 nucleétidos en las posicio-
nes 15-23 de la region microsatélite del gen
mini-exon. De acuerdo a las caracteristicas
de cada genotipo y a las inserciones, delecio-
nes y SNPs encontrados para cada uno, se
desarrollaron iniciadores especificos que per-
mitieron diferenciar tres de los cuatro genoti-
pos (Ta, Ib y Id)'8. Estos trabajos fueron pio-
neros en el estudio de la diversidad genética
del grupo Tcl e instaron a la comunidad cien-
tifica a continuar los trabajos utilizando otros
marcadores moleculares para corroborar la
existencia de los genotipos encontrados en
Tcl con el gen mini-exon. Trabajos posterio-
res utilizando el gen citocromo b mostraron la

presencia de cuatro genotipos filogenética-
mente robustos en Colombia y dos subgrupos
en Chile®. En el afio 2009 Llewelyn et al.!®
reportaron 135 muestras caracterizadas como
Tcl procedentes de diversas regiones geogra-
ficas endémicas para enfermedad de Chagas
en Latinoamérica. Las muestras fueron some-
tidas a analisis de 48 microsatélites marcado-
res demostrando que el grupo Tcl era alta-
mente diverso (figura 3). Recientemente, se
analizaron 105 muestras Tcl procedentes de
la mayoria de regiones endémicas de Latino-
américa en las que se corroboraron los geno-
tipos la, Ib, Ic y Id previamente reportados y
se reporto el genotipo Ie encontrado en Boli-
via, Argentina y Chile, caracterizado por
tener un motivo de 44 pb en la region intergé-
nica del gen mini-exon y para el cual se dise-
faron iniciadores especificos para su detec-
cion. Asi mismo, se encontrd que este genoti-
po estda muy relacionado con los ciclos
domésticos de Argentina y Bolivia y los
ciclos selvaticos de Chile, donde Mepraia
spinolai y M. gajardoi juegan un papel
importante en este ciclo de transmision®,

Figura 3
Distribuciéon geografica de los genotipos
de Trypanosoma cruzi I basados en la re-
gion SL-IR. Tomado de Guhl et al. 2011%
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VARIABILIDAD GENETICAY
ASOCIACION CON RESERVORIOS
Y VECTORES

La distribucion de los genotipos de T.
cruzi'y los reservorios tiene una implicacion
importante en las divisiones de Tcl. En el
sur del continente se ha asociado la infec-
cion de Canis familiaris a TclV, Vy VI, pero
en el norte se observan los perros infectados
con los genotipos la y Ib. Asi mismo, un
numero significativo de D. marsupialis en
Colombia se ha encontrado infectado con el
genotipo Tcld, mostrando la asociacion neta
al ciclo selvatico de transmision. Estudios
similares en primates demuestran la predo-
minancia de Tcl por infectar reservorios
arboreos. Existen varias hipotesis acerca de
la distribucion de los diferentes grupos
genéticos de T cruzi, en las que se muestra
que los reservorios que pertenecen a los
ecotopos arboreos son infectados preferen-
cialmente con Tcl mientras que los terres-
tres son infectados por TcII-TcVI?®. Esta
hipdtesis es controvertida teniendo en cuen-
ta los ultimos reportes que muestran que
reservorios de ecotopos arboreos como
Monodelphis brevicaudata, Philander fre-
nata y Didelphis aurita estan respectiva-
mente infectados con TclIll, TeIV y Tell 14,

Las asociaciones no parecen ser absolu-
tas. Para el caso de Tcl no parece existir un
unico grupo asociado a Didelphis, como se
habia planteado originalmente. Los resulta-
dos indican agrupamientos mas ligados a la
distribucién geografica que a una asocia-
cion a los diferentes reservorios.

Dos estudios recientes relacionados con
la infeccion artificial y la respuesta del
huésped a diferentes cepas de 7. cruzi mues-
tran que dos especies de marsupiales,
Monodelphis domestica 'y Didelphis virgi-
niana fueron resistentes a la infeccion con
TelV32,

La fuerte asociacion entre Tcl y las dife-
rentes especies del género Rhodnius se

IX Taller sobre la Enfermedad de Chagas
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puede explicar a través de mecanismos simi-
lares. Algunos estudios utilizando diferentes
especies de triatominos tales como R. palles-
cens, Triatoma dimidiata, R. colombiensis y
Panstrongylus geniculatus mostraron afini-
dad a la infeccion con Tcl en comparacion
con TclI*3. Esta accion de filtro bioldgico
parece estar modulada por el efecto de los
simbiontes intestinales en los triatominos,
los cuales juegan un papel muy importante
en la metaciclogénesis del parasito.

PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD
DE CHAGAS Y LAS DTU

El propésito principal para la caracteriza-
cion molecular de 70 cruzi debe estar dirigi-
do hacia su asociacion con la clinica y la
patogénesis de la enfermedad asi como al
esclarecimiento de los diferentes escenarios
de transmision.

El estudio de la epidemiologia molecular
de T' cruzi ha permitido establecer el posible
efecto de las diferentes DTUs en el desarro-
llo clinico de la enfermedad de Chagas.

Varios autores han demostrado la presen-
cia de diferentes poblaciones de 7. cruzi en
la sangre y en el tejido cardiaco de pacientes
con enfermedad de Chagas, sugiriendo que
los genotipos de 7. cruzi que causan el daio
celular son diferentes a los que se encuen-
tran en sangre. Asimismo, se han encontra-
do diferencias en las poblaciones de T cruzi
en individuos que sufren cardiomiopatia
chagasica y en aquellos que no la sufren.
Analisis de microsatélites han demostrado
multiclonalidad en muestras de corazén y
de torrente sanguineo de pacientes infecta-
dos demostrando que probablemente pobla-
ciones especificas de 7. cruzi pueden deter-
minar el desarrollo de la enfermedad?’.

Varios reportes demuestran el efecto de la
variabilidad genética en la respuesta inmu-
ne del hospedador. Se conocia que las for-
mas cardiacas en paises del Cono Sur en
Suramérica eran causadas por Tcll, TcV y
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TcVI, pero recientemente se ha demostrado
que Tcl juega un papel importante en las
formas severas de cardiopatia chagésica.
Estudios en pacientes argentinos mostraron
en las biopsias cardiacas que aquellos que
tenian miocarditis severa estaban infectados
con Tcl mientras que las miocarditis mode-
radas o ausentes eran causadas por Tcll,
TcV y TcVI. En el caso de los genotipos Tcl,
los pacientes con cardiopatia chagasica cro-
nica presentaban Tcla con mayor frecuencia
en torrente sanguineo, mientras que en biop-
sia cardiaca era frecuente encontrar Tcld.
Estos resultados concuerdan con los de
pacientes colombianos en los que el genoti-
po de Tcl mas frecuente en pacientes adultos
con cardiopatia chagasica cronica fue Tcla y
con menos frecuencia Tcld?, lo cual sugie-
re un posible histotropismo por parte de los
genotipos de Tcl y la importancia para los
paises del sur, donde se pensaba que las for-
mas cardiacas eran causadas principalmente
por Tell, TcV y TcVIL

Las implicaciones de estos estudios en el
desarrollo de las formas clinicas de la enfer-
medad de Chagas son de gran importancia y
sugieren la necesidad de adelantar nuevas
investigaciones ecofilogeograficas mediante
otros marcadores moleculares, con el fin de
implementar estrategias dirigidas a mitigar la
enfermedad de Chagas en el continente.

Existen varios reportes que muestran
algoritmos que permiten caracterizar las
diferentes DTU’s utilizando RAPDs, PCR-
RFLPs, qPCR, MLST, MLMT y secuencia-
cion de ADN, pero hasta la fecha no existe
un protocolo de consenso para la tipifica-
cion de los aislamientos.

Los avances en procedimientos de
secuenciacion han permitido obtener tres
genomas completos. El primero fue la cepa
CL Brener (TcVI), la cual mostré un alto
grado de elementos repetitivos a lo largo del
genoma*®®, De igual forma, los genomas de
Esmeraldo (Tcll) y Sylvio X10 (Tcl) mos-
traron una relacion entre los elementos
repetitivos y las proteinas mucin-like, aso-

ciadas con la invasion celular del parasito, lo
cual representa datos promisorios para un
mejor entendimiento de la estructura genética
de las diferentes DTU’s*!.
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