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Resumen

El protozoario intracelular flagelado Trypanosoma cruzi es el agente patogeno
perteneciente al orden Kinetoplastida, que ocasiona la zoonoética enfermedad de Chagas o
Tripanosomiasis americana, el cual mata aproximadamente a 6 — 8 millones de personas
por afio a nivel global. El parasito es actualmente clasificado en seis distintos linajes o
unidades de tipificacion discreta (DTU), aunque estudios filogenéticos han demostrado que
realmente son solamente 3 — 4 linajes monofiléticos, los cuales son imposibles de
diferenciar a nivel morfolégico. En suma, tradicionalmente se diagnostica a través de
serologias, las cuales no son conclusivas en todos los escenarios clinicos, por lo que es
fuertemente recomendable realizar diagnosticos con herramientas moleculares, ya que
¢éstas son mas sensibles y de mayor especificidad, para determinar de mejor manera los
linajes genéticos. El objetivo de este estudio fue disenar marcadores moleculares
especificos para el parasito en cuestion, con la resolucion necesaria para discriminar entre

los linajes genéticos.

Se disefiaron 15 pares de cebadores que amplificaban 15 loci nucleares, sin
embargo, solamente 12 amplificaron exitosamente. De ellos, hubo cuatro pares que tenian
suficientes polimorfismos necesarios para distinguir los linajes genéticos del parasito via
una digestion enzimatica, a partir de muestras silvestres y de cultivo de ADN. Finalmente,
se propone el uso de tres pares de cebadores como los mas efectivos en la caracterizacion
y funcionalidad de los mismos, con los que se determind que son necesarias al menos tres
enzimas restrictivas de las ocho sugeridas para poder discriminar entre linajes genéticos de
la enfermedad.

Al realizar una comparacion con otros marcadores moleculares disefiados recientemente
por otros autores, se logra demostrar el beneficio que tendria comenzar a utilizar los

oligonucledtidos propuestos en este estudio.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Chagas, DTU, linajes, marcadores moleculares,

enzimas de restriccion.
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Summary

The flagellated intracellular protozoan Trypanosoma cruzi is the pathogen of the order
Kinetoplastida, which causes the zoonotic Chagas disease or American trypanosomiasis,
which kills 6 — 8 million people each year worldwide. The parasite is currently classified
in six lineages or Discrete Typing Units (DTU), although phylogenetic studies have
demonstrated that they are only 3 — 4 monophyletic lineages in reality, which are
impossible to distinguish in a morphological level. To sum up, traditionally have been
diagnosed through serologies, which are not conclusive in every clinical scenario, so it is
strongly advisable to make diagnoses with molecular tools, since these are more sensitive
and more specific, to determine in a better way the genetic lineages. The objective of this
study was to design specific molecular markers for such parasite, with the required

resolution to distinguish in between the genetic lineages.

15 pairs of primers were designed that amplified 15 nuclear loci however, only 12
amplified successfully. Among these, there were four pairs that had enough
polymorphisms, to distinguish the protozoan lineages of the parasite via an enzymatic
digestion, from wild samples and DNA culture samples. Finally, the use of three pairs of
primers is proposed to be the most effective in the characterization and functionality of
these, with which it was determined that at least three restrictive enzymes of the eight
suggested are necessary to be able to discriminate the genetic lineages of the disease.

By comparing with other recently designed molecular markers by other authors, it is
possible to demonstrate the benefit of starting to use the oligonucleotides proposed in this

study.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas, DTU, lineages, molecular markers, restriction

enzymes.
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Glosario

AAP: Clave para amplicon del gen tipo permeasa para amino acidos.

Algoritmo muscle: Alineamiento multiple de secuencias por log-esperanza multiple o en inglés
Multiple equence alignment by log-expectation.

AMT: Clave para amplicon del gen implicado en transporte de amonio.

AT: Parametro referente al contenido porcentual para los pares de adeninas y timinas.

AVAD: Acronimo para Afios de vida ajustados por discapacidad.

BLAST: Herramienta bésica de busqueda de alineacion local o por sus siglas en inglés Basic
Local Alignment Search Tool.

Bp: Pares de bases.

CBS: Clave para amplicon del gen Cistationina-p-sintasa.
CGL1: Clave para amplicon del gen Cistationina-y-liasa.

CGL2: Clave para el segundo amplicon disefiado con el gen Cistationina-y-liasa.

DAT1: Clave para amplicon del gen Diacilglicerol aciltransferasa.

DAZ2: Clave para el segundo amplicon disefiado con el gen Diacilglicerol aciltransferasa.
DEPC: Pirocarbonato de dietilo o por su abreviacion en inglés Diethylpyrocarbonate. Siendo
agua libre de nucleasas, debido a su modo de preparacion; el cual incluye al compuesto quimico.
dNTP: Trifosfato de nucledsido y deoxyribonucleotide triphosphate en inglés.

DTU: Unidades discretas de tipificacion, acronimo inglés para Discrete Typing Units
Duplex: Variante de la técnica PCR donde se amplifican simultdneamente dos secuencias del
templete.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, acronimo inglés para Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay.

GC: Parametro referente al contenido porcentual de pares guanina y citosina en el genoma.
GLY: Clave para amplicon del gen Glicina sintasa.

Hits: Puntaje de secuencias comunes encontradas por un algoritmo heuristico en la base de
datos, con base en la secuencia de interés.

HYPO: Clave para amplicén de un gen pronosticado como proteina hipotética.

In silico: Elaborado via computacional.



KMP: Clave para amplicon del gen relacionado a la proteina de membrana cinetoplastida.
MLEE: Electroforesis de enzimas multilocus, acronimo inglés para MultiLocus Enzyme
Electrophoresis.

MM: Marcadores moleculares.

Multiplex: Técnica de PCR que amplifica simultdneamente diferentes secuencias del templete.
NTDs: Grupo de las enfermedades tropicales desatendidas, acrobnimo en inglés para Neglected
Tropical Diseases.

PSCR: Clave para amplicon del gen asociado a Pirrolina-5-carboxilato reductasa.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas inglés Polymerase Chain Reaction.
PM: Peso molecular.

Polixeno: Parésito que precisa durante su ciclo vital de diferentes hospederos.

RAPDS: acrénimo en inglés Random Amplification of Polymorphic DNA.

SNP: Polimorfismo de un solo nucle6tido, acronimo inglés para Single Nucleotide
Polymorphism.

T. cruzi: Trypanosoma cruzi.

Tc: Trypanosoma cruzi.

Thio: Clave para amplicon del gen relacionado al putativo de tiorredoxina.

Tm: Temperatura de fusion durante anillamiento, acronimo en inglés para Melting Temperature.
Valor E: Describe el ruido de fondo aleatorio durante la biisqueda de alineamientos, ocasionado

por el similar tamafio entre secuencias distintas a la de interés.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) es el agente causante de la mortal enfermedad de
Chagas o Tripanosomiasis americana (Araujo-Jorge, 2010; Brener, 1973; Reyes, 2009; Storino
1994), que constituye un problema global al afectar alrededor de 6 - 8 millones de personas (CDC,
2019; WHO, 2019). La letalidad inesperada en latinoamericanos se estima a mas de 12,000
habitantes por afio (Schmunis, 2010). En México se estima una prevalencia de aproximadamente
1°’100,000 habitantes infectados debido mayormente a factores de condiciones socioculturales

(Salazar-Schettino, 2016).

La patogénesis de la afeccion se caracteriza por desarrollarse una infeccion generalizada,
que desarrolla tres cuadros clinicos: fase aguda, sub-aguda o indeterminada crénica asintomatica

y cronicidad (CDC, 2017; MinSal, 2010).

Fase aguda

Se caracteriza por un nivel de parasitemia muy elevado, asi como por invasion tisular, tras
los 14 dias de incubacion (OPS, s/a). Puede presentarse de cuatro semanas a dos meses, pasando
en el 70 % de los casos desapercibida. Esto ocurre generalmente por conllevar sintomas leves y/o
semejantes a los de enfermedades febriles, lo que evita el examen médico del enfermo. Sin
embargo, otras complicaciones pueden ser miocarditis aguda o meningoencefalitis (CDC, 2017;
OPS, s/a).

Durante el cuadro clinico, en algunos de los casos se presenta un nédulo subcutdneo con
adenitis, denominado como ‘chagoma’ o ‘signo de Romaia’, el cual se forma en el sitio donde
ocurri6 la picadura, no necesariamente la inoculacion del protozoario. Esta inflamacion se forma
por la saliva del redivido que puede estar libre de pardsitos; sin embargo, se le vincula como un
rasgo caracteristico de la enfermedad, a pesar de ser reconocido en tan solo el 1.5 % de los

individuos afectados, siendo nifios y adultos la mayoria (Carabarin, 2013; CDC, 2017).



Cabe mencionar que Unicamente durante esta fase, la infeccion puede ser completamente
combatida con los farmacos actualmente existentes (Barrett, 2003; Brener, 2000; Dumonteil,

1999).

Fase sub-aguda o indeterminada cronica asintomatica

Tiende a ser mas longeva, pero con duracion variable de cinco a 40 afios (Dumontiel, 1999).
Esta fase es generalmente inadvertida por ser totalmente asintomatica y por decrecer a un nivel
casi indetectable la cantidad de parasitos en el torrente sanguineo, lo que dificulta su deteccion
seroldgica y examenes clinicos (electrocardiograficos y radiolégicos) (Dumontiel, 1999; Storino,
1994). No obstante, existen reportes de anomalias anatomicas y funcionales, asi como también de

muertes repentinas (Barrett, 2003).

Fase cronica

Por otro lado, la fase cronica es la mas severa, con complicaciones desarrolladas por un 20
- 40 % de los pacientes (CDC, 2017; Dumontiel, 1994; Rassi, 2010). En esta fase la forma
infecciosa del protozoario se multiplica repetitivamente de modo intracelular por divisiones
binarias, para después liberarse al torrente sanguineo y continuar por diseminacion de la infeccion
a células adyacentes por fagocitosis (Kowalska, 2011). Esto puede ocasionar danos viscerales
irreversible, como ‘mega sindromes digestivos’ al afectar por crecimiento desproporcional tisular
el intestino, colon y/o es6fago de 10 — 15 % de los infectados (Apt, 2010; Arriagada, 2014).
Ademas, otra afectacion conocida como ‘miocardiopatia chagésica’, desarrollada en 30 — 50 % de
personas en fase cronica, lo que genera arritmias, dolor toracico, embolias pulmonares, disnea,
edemas, insuficiencias cardiacas, entre otras manifestaciones clinicas (Apt, 2011). Generalmente
tras presentar lesiones cardiacas, el paciente fallece dentro de los proximos cinco afios

(Hontebeyrie, 2010).

El ineficaz tratamiento para todas las fases de la enfermedad, recae en dos principales
componentes nitroheterociclicos: Nifurtimox y Benznidazol (Alina, 2013). El primero introducido
en 1960 por Bayer y el segundo en 1974 por Roche. Ambos con muy baja eficacia de curacién

durante las fases sub-aguda o indeterminada crénica asintomatica y cronica (entre 70 % y < 50 %)



y con comunes efectos colaterales de alto riesgo, pero con éxito casi total durante la primera fase

(Alina, 2013; Barrett, 2003; Werner, 2010).

La falta de farmacos eficaces en cada cuadro clinico, técnicas de diagnosis y vacunas
ineficientes se vincula con lo anterior, asi como con la heterogeneidad de la poblacién parasita
(Arriagada, 2014). Lo cual no solo complica el diagnostico clinico, sino también su terapia y
profilaxis, lo que por ende aumenta la tasa de mortalidad. Aunado a ello viene la complejidad del
diagndstico, puesto que recae en la fase en la que se encuentre el parasito (Apt, 2006; Zingales,
2012). Si se trata de la fase aguda, ya que el nivel de parasitemia es elevado, los analisis
microscopicos de sangre o de fluido espinal-cerebral bastaran, mientras que, si se encuentra en la
segunda o tercera fase, donde 7. cruzi ya no se alberga en el torrente sanguineo en altas cantidades,
se recomiendan serologias por ELISA o PCR de fluido sanguineo o tejido miocardico (CDC, 2017),

pero con muy baja probabilidad de deteccion.

Otros obstaculos contra los farmacos Nifurtimox y Benznidazol son la baja disponibilidad
a pesar de la donacion desde 2007 de Nifurtimox por Bayer. Esto debido a que no se encuentran
incluidos en el cuadro basico de medicamentos esenciales de México. Sin embargo, las normas
mexicanas indican el uso de Benznidazol de segunda linea y Nifurtimox de primera linea, aunque
la Secretaria de Salud no cuenta con un fondo destinado para la compra de farmacos necesarios
para tratar la enfermedad; resulta evidente que el ayudar a pacientes mexicanos con
tripanosomiasis americana, no es parte de las prioridades del gobierno (Mane, 2013; WHO, 2018).
Igualmente son dificiles de conseguir autbnomamente, porque los tratamientos carecen de licencia
comercial, por lo que cada importacion precisa de un permiso especial, lo que conlleva a largos
periodos de espera. Todo esto, aunado al impedimento econdmico. Existe un pobre interés de las
compafiias productivas a causa de la ganancia minima, al tratarse mayormente de pacientes de
escasos recursos, es un gran inconveniente para su produccion y distribucion global. A la
enfermedad se le cataloga a nivel global dentro del grupo de las enfermedades tropicales
desatendidas (Neglected Tropical Diseases; NTDs) y como la cuarta enfermedad de importancia
en Afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD) en América (Apt, 2006; Barrett, 2003; Mane,
2013; WHO, 2018).



El parasito Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado de 15 — 24 um de largo, con forma
de vida parasitaria heteroxena, es decir con dos hospederos distintos; siendo uno el vector
triatomino, y otro un reservorio mamifero (Lee, 2010). Donde su morfogénesis depende segun el
ambiente en el que se encuentre, es decir, con base en la etapa de su ciclo epidemiologico (Figura
1). Este parasito pertenece al reino Protista, filo Sarcomastigophora, clase Zoomastigophora, orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum y
especie cruzi (de Lana, 2010; Lee, 2000) Se distingue por el cinetoplasto o kinetoplasto, organelo
especializado de caracter extranuclear (de Lana, 2010). Actualmente se le agrupa en siete linajes,
de incluirse el genoma de 7. cruzi marinkellei: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVIy TcBat con base
en inferencias filogenéticas y marcadores moleculares nucleares y mitocondriales (Arriagada,

2014; Brisse, 2000; Flores, 2011).

En el Triatomino En el humano
Picadura de triatomino

(paso de los tripomastigotes e Los tripomastigotes metaciclicos
penetran en las diferentes células
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interior se transforman en
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Figura 1. Ciclo epidemiologico completo del parasito Trypanosoma cruzi.

Estadios evolutivos. Tripomastigote: Elongado, ondulante largo, no proliferativo pero infectivo; intestino y recto del
insecto y torrente sanguineo del huésped (1, 2, 3, 5 y 8). Amastigote: Esférico sin flagelo, replicativo; citoplasma del
hospedero (3 y 4). Epimastigote: Elongado ondulante corto, replicativo pero no infectivo; intestino del vector (6 'y 7)

(Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention website, 2015)



Vias de transmision

El contagio es posible por otras vias ademds de la vectorial. Estas pueden ser a través de
transfusiones sanguineas, trasplantes de 6rganos, transmision vertical congénita o transplacentaria,
accidentes de laboratorio e ingesta de alimentos o bebidas infectadas (WHO, 2015). Ello aunado
a migraciones y a los vastos reservorios silvestres y domésticos del parasito, clasificados dentro
de ocho ordenes como organismos voladores, terrestres y arboricolas, han consolidado la

globalizacion de la patologia (Arriagada, 2014; WHO, 2015).

Correlacion de los linajes con patologia y geografia

Por las particularidades (asexualidad, diploidia, organizacion gendmica, recombinacion
génica por comportamiento clonal, variaciones en el nimero de copias cromosomicas y adaptacion
a los hospederos) de 7. cruzi, se cree que el tropismo tisular de la infeccion y diversidad de
virulencia, se relacionan directamente con cada uno de los linajes descritos (Guhl, 2013; Zingales,
2012). Es decir que cada linaje desencadena una distinta patologia (Dorn, 2017; Gémez, 2008;
Reis-Cunha, 2018). Lo que nos lleva a especificar y explicar que al DTU I (unidades discretas de
tipificacion) se le vincula a cardiopatias y casos agudos, una distribucion silvestre y antropica en
América. Mientras que los DTU II, V y VI estan en ambientes domésticos del cono sur, con
encuentros esporadicos en el norte, ocasionando manifestaciones cardiacas, megaesofago y
megacolon. Y las dos variantes restantes D7U 11l y VI carecen de relacion a infecciones cronicas,

ambas con distribucion enzodtica (Ceballos, 2010; Guhl, 2013; Arriagada, 2014; Zingales, 2012).

Diferenciacion de linajes

Inicialmente los vectores dispersores de la enfermedad eran Gnicamente los marsupiales,
pero por motivos de adaptacidon y coevolucion 7. cruzi amplié su gama de organismos mamiferos
reservorios, en quienes consigue completar su ciclo de vida polixeno (Jansen, 2010). Aquello, su
generalizacion, puede ser un factor que potencid la formacion de varios linajes; puesto que hace
mas de 10 millones de afios, cuando se restringia a marsupiales, se trataba de un solo linaje, es
decir, que alin no ocurria la primera divergencia evolutiva de este microorganismo (Jansen, 2010).

Por otro lado, se desconoce si dicho crecimiento influyé en la presencia de variaciones



cromosdmicas numéricas en su genoma; lo cual varia de acuerdo a cada DTU, es decir que cada
linaje genético puede estar compuesto por distinto nlimero de genes y éstos varian en su tamafio
(Guhl, 2013; Reis-Cunha, 2019; Stevens; 1999). Por otra parte, las sustanciales diferencias
genéticas se han ido descubriendo a mas de 100 afios de su descripcion, a través de herramientas
moleculares, tales como secuenciacion, PCR, MLEE, RAPDS, entre otras (Gomez, 2008; Guhl,
2013; El-Sayed, 2005; Reyes, 2009); aunque se evalua la existencia del parasito desde hace 680
millones de afios (Imbert, 2003).

Para la caracterizacion de microorganismos asexuales, como 7. cruzi donde es imposible
de realizar la diferenciacion de linajes por via morfologica (FAO, 2010), se utilizaban
anteriormente otras técnicas moleculares codominantes no tan finas, informativas y/o eficientes,
filogenética y econdmicamente hablando e.g. RAPDS/MLEE, microsatélites (El-Sayed 2005;
Flores 2011). Ahora, por los avances en las técnicas de secuenciacion, y mejora de técnicas per se,
se ha logrado secuenciar y diferenciar genomas de distintos linajes genéticos, incluyéndose los de
nuestro interés (Tcl, Tcll, Tcll, TcIV, TcV y TcVI). Lo cual nos permite disefiar nuevos
marcadores moleculares con la resolucion adecuada para vislumbrar via PCR las discrepancias
puntuales entre los varios grupos de pardsitos al mapear polimorfismos genéticos, localizar y aislar
dichas secciones especificas del ADN. Otras parasitosis (e.g. toxoplasmosis, malaria,
leishmaniasis) estdn actual y exitosamente utilizando dicha técnica molecular para su diagnosis,
determinacion de dosis y/o medicamento (Gill, 2008; Lefebvre, 1995; Lulitanond, 2012; Renteria,
2007; Verweij, 2014; Ward, 2002; Weiss, 1995). La mayor y principal ventaja de nuestro disefio,
es que se ha utilizado la mayor informacion genética disponible para evaluar la diversidad génica
dentro de la misma especie (a nivel linaje); actualmente hay cuatro genomas de 7. cruzi
secuenciados y anotados, en donde 2 genomas son del linaje Tcl, y otro es TcVI, y Tcll. Método
ciertamente adecuado por su alto rendimiento, y factibilidad de entrelazar con otras técnicas e.g.
la insercion de enzimas restrictivas, PCR Multiplex, entre otras, como lo son la secuenciacion y

purificacion.

Sobre todo, en el caso de trabajar con muestras de bajo nivel de parasitemia (fase
intermedia y/o crénica) y/o silvestres; ADN que a diferencia del de cultivo puede estar deteriorado.

Es preferible tener varios objetivos a amplificar dentro de la misma prueba, para garantizar el



aprovechamiento de la muestra. Ademas, eficientizar tiempo y esfuerzo mientras se disminuyen
los costos por prueba, sin arriesgar la calidad de los resultados. Aquello se puede lograr al trabajar
con una PCR Multiplex. De modo que se ajustan las cantidades de los reactivos utilizados
anteriormente para PCR convencional. Con la intencién de mejorar la capacidad de diagndstico
por prueba, mientras se ahorran reactivos y los acidos nucleicos a analizar.

Para dicho procedimiento, los marcadores moleculares deben encontrarse dentro de los
rangos sugeridos en los siguientes aspectos: 1) temperaturas de anillamiento similares; 2) carecer
de homologia con respecto a los otros pares y consigo mismos; 3) contar con una longitud mayor
a 18 pares de bases por aspectos de especificidad de la amplificacion; 4) distribucion equilibrada
en GC (guanina y citocina) y AT (adenina y timina); 5) y porcentaje de GC entre 35 y 60 %
(Elnifro, 2000; Lorentz, 2012). Cumpliendo todos los marcadores propuestos con las

recomendaciones mencionadas.

Por otro lado, parte atrayente de utilizar los oligonucleétidos como método de
identificacion, es que se trata de un método molecular no invasivo, y que demuestra con
objetividad si hay o no infeccidn, sin la necesidad de presencia de sintomas. Ademas, al concluir
o durante la terapia permiten mantener un monitoreo sobre la condicion y fase clinica del afectado,
ya que los marcadores genéticos se asocian a la carga del parasito (i.e. es decir a su abundancia)
(Ward, 2002). Cabe resaltar que el diagndstico en mamiferos o bien, en humanos es complicado.
Esto debido a que la mayoria del ADN del parasito se hospeda intracelularmente en los tejidos una
vez ocurrida la fase aguda, de modo que no es facil encontrarlo con métodos no invasivos (Alves,

2007). Por lo tanto, como alternativa esta la realizacion de anélisis por biopsias.

Otras parasitosis (e.g. toxoplasmosis, malaria, leishmaniasis) estan actual y exitosamente
utilizando dichas herramientas moleculares para su diagnosis y determinacion de dosis o
medicamento (Lulitanond, 2012; Verweij, 2014; Ward, 2002; Weiss, 1995). De igual modo se
incita el chequeo durante la sintomatologia de la fase aguda, es decir cuando se presenten sintomas

febriles, como medida de precaucion y deteccion temprana.



Justificacion

La falta de herramientas moleculares capaces de diferenciar e identificar de manera eficiente y no
invasiva entre los linajes descritos del protozoario Trypanosoma cruzi, fue lo que impulso la
realizacion de esta investigacion, y sobretodo el poder aportar en la deteccion a nivel linaje del
microorganismo que ocasiona una de las principales enfermedades parasitarias de México. Debido
a que existe una posible relacion entre el tropismo y la predisposicion de la infeccion que cada
linaje conlleva, resulta importante el estudiar y trabajar de forma que, con contribuciones de este
tipo, se pueda conocer mas sobre como funciona, evoluciona y puede ser atendida esta compleja
zoonosis. Para ser capaces de desarrollar tratamientos y estrategias mas adecuadas y efectivas que

los actuales.

Los marcadores moleculares propuestos facilitaran estudios sobre tasas de infeccion,
participardn en el entendimiento de sintomas de la patologia y en la distribucion ecologica del
parésito al proveer informacion filogenética a nivel linaje. Por otra parte, facilitan un mayor
rendimiento monetario, de tiempo y trabajo al emplearse las combinaciones y protocolos

sugeridos.



Objetivos

Objetivo general

Disefiar marcadores moleculares para diferenciar los linajes genéticos de Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos

1. Seleccionar in silico loci y enzimas restrictivas que cumplan los criterios determinados.

2. Caracterizar la funcionalidad y confirmar de la efectividad de los marcadores moleculares
en la amplificacién de muestras de ADN silvestre y de cultivo de 7. cruzi.

3. Optimizar la eficiencia de los cebadores moleculares via PCR Duplex y Multiplex.

4. Evaluar el poder discriminatorio de los oligonucleottidos disefiados en colaboracion con

las enzimas de restriccion seleccionadas.



Materiales y Método

Seleccion in silico de genes candidatos para marcadores

El genoma de T. cruzi se encuentra sistematizado en plataformas de datos biotecnologicos.
Los genes candidatos se seleccionaron tras un tamizaje general de 41,330 genes, o bien, de los
genomas proporcionado por la base de datos: TriTrypDB, Kinetoplastid Genomics Resource
(Aslett, 2010; El-Sayed, 2005). Se seleccionaron genes que cumplieran tres criterios: 1) ser copia
unica en el genoma, 2) existir unicamente en 7. cruzi, para garantizar marcadores especificos a 7.
cruzi'y 3) loci con polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP’s) o mutaciones puntuales particulares
para cada linaje genético. De los genes candidatos que cumplieron con los tres criterios, se

seleccionaron cinco que presentaron la mayor cantidad de polimorfismos.

Criterio 1. Seleccidn de loci con una sola copia dentro del genoma.

Este criterio se establecid para reducir la probabilidad de amplificar genes paralogos.

La recopilacion se realizd manualmente, al analizar los resultados de BLAST entre linajes
especificos del parésito en cuestion. Las secuencias unicas y con un valor de E menor a 0.05 se

trabajaron en el siguiente apartado.

Criterio 2. Secuencias exclusivas de 7. cruzi.

Seguidamente se corrobord la presencia Unica con un BLAST que contemplara todos los
organismos secuenciados y disponibles en el banco de genes de nchi. Posteriormente se les
contabilizé la cantidad de Aits (i.e. posibles secuencias homologas) en cada linaje (siendo cuatro
los de importancia para el trabajo: Esmeraldo, CL Brener, Sylvio y Dm28c). Donde las secuencias
que contaron con mas de cuatro hits o que carecieron de éstos en los linajes Dm28c y/o CL Brener

(Tcl) fueron descartadas debido a que éstos son los de radican mayormente en el pais.
Criterio 3. Polimorfismos intralinajes.

Los loci recopilados se le alinearon como 4cidos nucleicos con el algoritmo muscle y se contabilizd

la cantidad de SNP’s en el software SeaView, buscando preferentemente polimorfismos en todos
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los linajes. Con base en la cantidad de polimorfismos y marcos de regiones fuertemente
conservadas, se definieron los sitios para el desarrollo de los marcadores moleculares en las

secuencias agrupadas.

Diserio de marcadores moleculares

Los cebadores fueron disefiados para amplificar regiones que incluyeran polimorfismos
discriminantes entre linajes, en el sitio www.bioinfo.ut.ee, con base en la secuencia seleccionada
del linaje Dm28c: Tcl). Los marcadores se sintetizaron en la compafiia T4 Oligo

(www.tdoligo.com), después de corroborar su especificidad via BLAST.

Optimizacion de condiciones para amplificacion de marcadores moleculares

Los oligonucleotidos disefiados (7abla 1) fueron amplificados con las siguientes
condiciones de PCR, utilizando el termociclador AB Applied Biosystems Veriti 96-Well. Todos los
cebadores fueron amplificados con las siguientes caracteristicas: 10X PCR Rxn Buffer, 50mM
MgCl>, 10 mM de cada dNTP’s (VWR Life Science Amresco), 10 mM de cada cebador forward y
reverse, 5 U/uL Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y 10 ng/uL. de ADN, ajustando a 15 pL con
agua DEPC estéril (Ambion) como volumen final. E1 ADN de los linajes de 7. cruzi fueron
proporcionados por el Dr. Carlos Machado, de la Universidad de Maryland (4nexo II).

Las condiciones de temperatura fueron: 95 °C por 3 min, 30 ciclos de 95 °C por 1 min; un gradiente

de 57 °C a 62 °C por 46 s; 72 °C por 46 s y una extension final de 10 min a 72°C.

Los productos amplificados fueron analizados en un gel de agarosa al 1%, en solucion TAE
Ix (GBiosciences), a 110V por 30 min (Bio Rad PowerPac Basic). Se cargaron 5 pL de cada
amplicon y 2 pL (10x, 1 % SDS) de buffer cargador, siendo 7 pL el volumen final por pozo. Se
utilizo 1 pL de escalera de 100 bp (Biotechnology). El gel fue tefiiddo con SyberSafe DNA Gel
Strain (400 pL, 10,000X in DMSO) (Invitrogen) y visualizado en el fotodocumentador (Azure
c200) (Figura 2).
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Especificidad de los marcadores diseniados

La especificidad de los cebadores fue probada con ADN de cinco grupos de organismos
diferentes al filo analizado, Sarcomastigophora. Siendo Bovidae (carne de res), Magnoliophyta
(manzana), Nematodo (gusano), Chytridiomycetes (hongo quitrido en anfibios) y Arthropoda
(escarabajo, garrapata y mosca) los grupos comparados. E1 ADN de los organismos mencionados
fue extraido con el kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen. Mientras que la calidad y
cantidad de ADN fue evaluado dos vias, por medio del método de cuantificaciéon en NanoDrop
ND-1000 Spectophotometer (Tabla III) y por comprobacion en gel de agarosa al 1%, en solucién
TAE 1x (GBiosciences), a 110V por 30 min (Bio Rad PowerPac Basic). Se cargaron 5 pL de cada
muestra y 2 pL. (10x, 1 % SDS) de buffer cargador, siendo 7 pL el volumen final por pozo. Se
utilizo 1 uL de escalera de 100 bp (Biotechnology). El gel fue teilido con SyberSafe DNA Gel Strain
(400 pL, 10,000X in DMSO) (Invitrogen) y visualizado en el fotodocumentador (Azure c200)
(Figura 3).

Los marcadores también fueron probados utilizando ADN de Dipetalogaster maxima
infectado por 7. cruzi, asi como también de triatominos no parasitados. Incluyendo siempre los
controles negativo y positivo (ADN de cultivo: Ev.13.C, DTUI). E1 ADN silvestre, es decir, el que
fue extraido de tractos digestivos de reduvidos (Dipetalogaster maxima), con los mismos reactivos
y protocolo del kit /nvitrogen, fueron previamente colectados en Baja California Sur, por el Dr.
Carlos A. Flores y disectados en condiciones de esterilidad dentro del laboratorio de la Facultad

de Ciencias, UABC.

Para comprobar experimentalmente que los marcadores disefiados son especificos para 7.
cruzi, se hizo una PCR igualando las cantidades antes mencionadas, pero variando las muestras de
ADN. Se trabajo con ADN de los grupos para control cladistico comentados, ADN silvestre de D.
maxima infectado por 7. cruzi, asi como también de triatominos no parasitados. Incluyéndose
controles negativo y positivo. Se cargaron 5 pL de cada reaccién y 2 pL (10x, 1 % SDS) de buffer
cargador, siendo 7 pL el volumen final por pozo. Se utilizd 1 puL de escalera de 100 bp
(Biotechnology). El gel fue teiiido con SyberSafe DNA Gel Strain (400 uL, 10,000X in DMSO)
(Invitrogen) y visualizado en el fotodocumentador (Azure c200) (Figura 4).
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Seguidamente, se realiz6 una electroforesis visualizada en el fotodocumentador (Azure
c200), donde se compara la efectividad de los cebadores propuestos en ADN de cultivo y ADN
silvestre (Figura 5).

Optimizacion con PCR Multiplex

Para cada PCR Duplex se adicion6 1.5 uL de ADN 5ng/uL y para el multiplex con 2 uL, ambas a
5 ng/pL de concentracion. Las condiciones de temperatura para la PCR fueron las siguientes, 95°C
por 3 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s; 57°C (Tabla I, A), 59°C (Tabla I, By C)y 61°C (Tabla I,
D) por 50 s; 72°C por 50 s y una extension final de 5 min a 72°C. Se cargaron 5 pL de cada
reaccion y 2 uL (10x, 1 % SDS) de buffer cargador, siendo 7 pL el volumen final por pozo. Se
utilizo 1 pL de escalera de 100 bp (Biotechnology). El gel de agarosa al 2.2 % fue tefiido con
SyberSafe DNA Gel Strain (400 uL, 10,000X in DMSO) (Invitrogen), corrido a 110V por 40 min
(Bio Rad PowerPac Basic) y visualizado en el fotodocumentador (Azure c200) (Figura 6).
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Tabla 1. Cantidades de reactivos para las combinaciones de PCR Multiplex

A | Reactivo Cantidad (uL) B| Reactivo Cantidad (pL)
KAPA Taq Buffer + Mg 7.8 KAPA Taq Buffer + Mg 5.25
dNTP 4.37 dNTP 1.51
Taq 0.575 Taq 0.21
CBS 10 DAl 2.3
AMT 4 KMP 2.3
DAl 6 H20 DEPC 38.43
AAP 34 ADN 1
H20 DEPC 23.98

ADN 2

C| Reactivo Cantidad (pL) D | Reactivo Cantidad (pL)
KAPA Taq Buffer + Mg 5.25 KAPA Taq Buffer + Mg 5.25
dNTP 1.51 dNTP 1.51
Taq 0.21 Taq 0.21
KMP 2.6 AAP 2.45
DA 2 2.3 DA 2 2.45
H20 DEPC 38.13 H20 DEPC 38.13
ADN 1 ADN 1

E | Reactivo Cantidad (uL)

KAPA Taq Buffer + Mg 53

dNTP 1.55

Taq 0.23

DA1 3.1

KMP 3.1

DA 2 1.68

CGL 2 1.9

H>O DEPC 33.14

ADN 2




Seleccion in silico de enzimas de restriccion

La busqueda y seleccion se enzimas restrictivas (7abla IV) se llevd a cabo en el software
Serial Cloner 2.6.1, donde se analizaron los loci amplificados por los marcadores disefados.
Donde la prioridad fue sobre los nucledtidos polimoérficos de cada linaje, de modo que la enzima
que identifique los SNP’s corte dicha zona distintiva. Dando como resultado un patrén nico de
digestion por linaje durante la visualizacion via electroforesis. Las enzimas de restriccion,

disoluciones amortiguadoras y cargadores con colorante fueron proporcionadas por NEBLab.

Diferenciacion por digestion enzimdtica

Las siguientes PCRs se realizaron a un volumen final de 25 pL, cumpliendo con las siguientes
caracteristicas: 10X PCR Rxn Buffer, 50mM MgCl,, 10 mM de cada dANTP’s (VWR Life Science
Amresco), 10 mM de cada oligonucledtido forward y reverse, 5 U/uL Taq DNA polimerasa
(Invitrogen) y 10 ng/uL de ADN, ajustando a con agua DEPC estéril (Ambion). Las condiciones
para el termociclador fueron las mismas descritas anteriormente en ‘Optimizacion de condiciones
de amplificacion de cebadores’, excepto por la temperatura de anillamiento, la cual se menciona
en la Tabla II. Se cargaron 5 pL de cada reaccion y 2 L (10x, 1 % SDS) de buffer cargador, siendo
7 uL el volumen final por pozo. Se utilizé 1 pL de escalera de 100 bp (Biotechnology). El gel de
agarosa al 1 % fue tefiido con SyberSafe DNA Gel Strain (400 uL, 10,000X in DMSO) (I/nvitrogen),
corrido a 110V por 30 min (Bio Rad PowerPac Basic) y visualizado en el fotodocumentador

(Azure c200) (Figura 6).

Una vez confirmado el éxito del PCR, a cada muestra se le realiz6 una digestion enzimatica,
con las enzimas de restriccion y buffer correspondientes. La mezcla por muestra fue de 30 pL
volumen final, compuesta por agua DEPC estéril, producto de PCR, Buffer Rapid DNA Dephos &
Ligation Kit recomendado (Roche), 1 uL por 20,000 U/mL de enzima de restriccion (NVEBLab). Se
homogenizod con la técnica up & down y dejoé en incubacion durante una hora, 37°C con agitacion
constante de 50 rmp. La evaluacion de cada producto tras la digestion enzimatica, se llevo a cabo
via electroforesis al cargar 10 uLL de cada reaccion y 2 puL. (10x, 1 % SDS) de buffer cargador,
siendo 12 pL el volumen final por pozo. Se utiliz6 1 pL de escalera de 100 bp (Biotechnology).
El gel de agarosa al 3 % fue tefiido con SyberSafe DNA Gel Strain (400 uL, 10,000X in DMSO)
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(Invitrogen), corrido a 110V por 50 min (Bio Rad PowerPac Basic) y visualizado en el

fotodocumentador (Azure c200) (Figura 7).

Amplicones de distintas longitudes

Se buscaron por medio de un BLAST entre los linajes de Tc I (Dm28c, JRcl4 y Sylvio), Tc 11 (Esm)
y Tc VI (Tulacl2 y Non_Esm), genes con presencia Uinica en cada genoma y que fueran de distintas
longitudes entre ellos. Para obtener amplicones de diferentes tamafios y poder asi, identificar a
cada linaje con base en su nimero de pares de bases, via PCR y electroforesis. Se incluyeron en el
alineamiento a los linajes: Dm28c, Sylvio, Esm, CL Brener, Non Esm y 7. cruzi marinkellei.
Secuencias obtenidas del servidor 7riTrypDB. Se hizo un BLAST de los amplicones en nchi para

corroborar que se amplificaran segmentos tnicos del microorganismo de interés.

Tras la intensiva busqueda y analisis se denominé a Hypothetical protein, clave HYPO,
que amplifica 337 bp en DTU 1, 397 bp en DTU 11 'y 383 bp en DTU VI con las condiciones para
PCR: 95°C por 3 min; 35 ciclos por 1 min, 59°C por 40 s 'y a 72°C por el mismo tiempo, con una
extension final de 10 min a la misma temperatura. Se revisé el producto via una electroforesis
clasica (Bio Rad PowerPac Basic) en gel de agarosa al 3 % por 110V, 30 min y electroforesis
FIGE 3 % (Bio Rad PowerPac Basic) por 110V, 20 min, se invierten los polos por 15 minutos y

nuevamente se gira el gel por 20 minutos mas.
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Resultados

Seleccion in silico de genes candidatos para marcadores

Adelante se presentan los diez genes que cumplieron con los tres criterios de seleccion, junto con
los 12 oligonucleo6tidos moleculares que se disefiaron sobre ellos, mas caracteristicas relevantes al

estudio.

Tabla II. Secuencia y caracteristicas de los marcadores moleculares disefiados.

Nombre del gen, secuencias, tamarios esperados en nucledtidos de los amplicones, temperatura idonea en grados
centigrados y cantidad de polimorfismos presentes.

Tamaiio amplicén

Gen Secuencias (5’ - 37) ®p) Tm (°C) SNPs

Amino acid permease-like protein AAP-F: TCTCTCTGGGACCATTCACG 150 53 15
AAP-R: CGCCGTGAGACATGTAACAG

Ammonium transporter AMT-F: TGCAGGTTTGGCTGGTATTAC 510 61 12
AMT-R: TCTCCAATAAACAGGCTGCTG

Cystathionine beta synthase CBS-F: GAAGCCTGTGGGCAATTTTA 501 59 10
CBS-R: GCGGAGCAGTTTGAAGTAGC

Cystathionine gamma lyase CGL-F1: GAAGCATTTGGTTTCCGACT 113 61 8
CGL-R1: TGATCACCCGCACTCATAAA

Cystathionine gamma lyase CGL-F2: ATCACCGATTGCAGTTACGG 150 60 4
CGL-R2: CGTCTCCGAAAGAACCAACT

Diacylglycerol acyltransferase DA-F1: TTGACAGTAGCACGCAGAGG 436 53 12
DA-R1: ACAGCACCTCGAGGGATTTA

Diacylglycerol acyltransferase DA-F2: CCCAACCGTGCCGTA 190 60 6
DA-R2: GGCCTTTGCGCGGTA

Glycine synthase GLY-F: CGTTCTGCACAGTCTTCACC 131 59 6
GLY-R: CCCCGCATTGATAACAGCAA

Hypothetical protein HYPO-F: GCGTACACAGGTAGCGAGTG 337%,307+%, 3834 %+ 59 5
HYPO-R: AACCCACCAAAGAGGTGACA

Kinetoplastid membrane protein KMP-F1: ATGGCCACCACTCTTGAGG 238 61 6
KMP-R1: ACTCAGCAAATTTGGCCTTG

Pyrroline 5 carboxylate reductase PSCR-F: ATGCCGTTTGTTCAGTGGTC 190 61 5
P5CR-R: GCGTTTGGTGTGACAGAAGT

Thioredoxin putative Thio-F1: TTTTTGCGGAGGCACTTC 464 58 8

Thio-R1: CGTGGCTTGGAAGAGAAGA

Nota: Tamafio de amplicones para * DTU I, ** DTU Il y *** DTU VI.
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Optimizacion de condiciones para amplificacion de marcadores moleculares

Se proban los 12 cebadores sintetizados en siete cepas distintas, para conocer y comparar su
eficacia.

Amino acid permease-like protein Ammonium transporter Cystathione beta synthase
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Kinetoplastid membrane protein Pyrroline 5 carboxylate reductase Thioredoxin putative
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Figura 2. Optimizacion de condiciones para amplificacion de marcadores moleculares.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 30 min. Prueba a cada marcador molecular en
siete diferentes cepas de ADN de T. cruzi, donde se evidencia la efectividad de los cebadores. PM: Peso molecular
conocido, izq: 11 fragmentos de 250 — 10,000 y der: 9 fragmentos de 125 — 5,000 pares de bases (bp). 1: Tulacl2, 2:
PSC-O, 3: EV13c, 4: CAN1II, 5: CA-1-05, 6: CBB cl3, 7: EsmclZ2 y 8) Control (-).
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Especificidad de los marcadores diseriados

Adelante se evidencian los resultados cuantitativos correspondientes a la calidad del ADN y

cantidad por absorbancia 260/280 de los diferentes grupos taxondmicos procesados para este

apartado experimental.

Tabla I11. Cantidad y calidad de ADN de las muestras analizadas en NanoDrop ND-1000 Spectophotometer.

Cantidad ADN
Muestras 260/280
(ng/pL)
Bovidae — 1 1.67 46.6
Bovidae — 2 1.82 26.9
Bovidae -3 1.91 86.7
Magnoliophyta — 1 1.92 375
Magnoliophyta — 2 2.95 5
Magnoliophyta — 3 1.19 17.4
Nematodo — 1 1.44 7.1
Nematodo — 2 1.72 225
Chytridiomycetes — Bd 1.77 21.1
Arthropoda — Coleoptera — 1 1.29 514
Arthropoda — Coleoptera — 2 1.4 109.6
Arthropoda — Coleoptera — 3 1.44 114.5
Arthropoda — Ixodida — 1 1.71 75.6
Arthropoda — Ixodida — 2 1.72 187.3
Arthropoda — Ixodida— 3 1.65 119.1
Arthropoda — Diptera — 1 1.74 35
Arthropoda — Diptera — 2 1.78 49.7
Arthropoda — Diptera — 3 1.78 52.9
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Ademas, se valord la integridad del ADN previamente cuantificado, para corroborar la calidad via

electroforesis en gel.

. Arthropoda Arthropoda Arthropoda
Bovidae Magnoliophyta Nematodo Bd Coleptera Ixodida Diptera
bp PM 1 2 3 1 2 3 1 2 1 co bp PM 1 2 3 12 3 1 2 3 c@
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Figura 3. Especificidad de los marcadores disefiados

Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 30 min. A muestras de ADN extraido de los
diferentes grupos externos de organismos, donde se evidencia la calidad del mismo. PM: Peso molecular conocido,
13 fragmentos de 100 — 3,000 pares de bases (bp). C (-): Control negativo.

Tras analizar por cuantificacion la cantidad y calidad de las muestras con ayuda del NanoDrop
ND-1000 Spectophotometer y visualizar en un gel de agarosa los amplicones, se procedi6 a elegir
las muestras idoneas para el siguiente paso. Siendo éstas las de mejor calidad. Con base en los
resultados sobre la cuantificacion de la cantidad y calidad de las muestras, se eligieron los
productos de ADN pertenecientes a los grupos externos: Bovidae — 1, Magnoliophyta — 1,
Nematodo — 2, Bd, Arthropoda — Coleoptera — 1 y Arthropoda — Diptera — 2, con el fin de verificar
la especificidad de los MM disefiados via PCR.
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Amino acid permease-like protein Ammonium transporter Cystathione beta synthase
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Diacylglycerol acyltransferase (2) Glycine synthase Hypothetical protein
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Kinetoplastid membrane protein Pyrroline 5 carboxylate reductase Thioredoxin putative
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Figura 4. Especificidad de los marcadores disefiados

Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 30 min. A muestras de ADN extraido de los
diferentes grupos externos de organismos, donde se evidencia la especificidad de cada oligonucledtido hacia T. cruzi.
PM: Peso molecular conocido, izq: 11 fragmentos de 250 — 10,000 y der: 9 fragmentos de 125 — 5,000 pares de bases
(bp). 1: Bovidae — 1, 2: Magnoliophyta — 1, 3: Nematodo — 2, 4: Bd, 5: Arthropoda — Coleoptera — 1, 6) Arthropoda
— Diptera — 2C, 7) ADN cultivo cepa CBBcl3 y C (-): Control negativo.
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Como estudio comparativo se cargaron contiguamente dos muestras que amplifican al mismo
locus, pero una con ADN de cultivo mientras que la otra con ADN silvestre. Facilitandose de este
modo la visualizacion de la efectividad de los cebadores disefiados en muestras genémicas de

distinta procedencia.

bp PM 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 1 17 bp PM 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12 13 13
5,000 5,000
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Figura 5. Especificidad de los marcadores disefiados

Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 30 min. Comparativa de efectividad en cada
marcador entre muestras de ADN extraido de chinches (D. maxima) infectadas por T. cruzi (banda derecha), y su
respectivo control con la cepa cultivada CBBcl3 (banda izquierda); orden invertido en primero dos carriles por ser
el control. PM: Peso molecular conocido, 9 fragmentos de 125 — 5,000 pares de bases (bp). 1: TcSC5D, 2: Amino
acid permease-like protein 3: Ammonium transporter, 4: Cystathione beta synthase, 5: Cystathionine gamma lyase
(1), 6: Cystathionine gamma lyase (2), 7: Diacylglycerol acyltransferase (1), 8: Diacylglycerol acyltransferase (2),
9: Glycine synthase, 10: Hypothetical protein, 11: Kinetoplastid membrane protein, 12: Pyrroline 5 carboxylate

reductase y 13: Thioredoxin putative.
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Optimizacion con PCR Plex

Se obtuvieron cinco combinaciones distintas con los oligonucleotidos propuestos, componiéndose
una de las mezclas (1) por los marcadores que con ayuda de las enzimas restrictivas discriminan
entre linajes. El resto de las composiciones fueron basadas unicamente en los tamafios de los

amplicones esperados, procurando evitar traslapes.
bp PM 1 2 3 4 5
1,000

750
500

250

125

Figura 6. Optimizacion con PCR Multiplex.

Electroforesis en gel de agarosa al 2.2 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 35 min. Diferentes combinaciones de plex
utilizando el ADN de cultivo, cepa CA-1-05. PM: Peso molecular conocido, 5 fragmentos de 125 — 1,000 pares de
bases (bp). De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: 1) Cystathione beta synthase, Ammonium transporter,
Diacylglycerol acyltransferase (1) y Amino acid permease-like protein 2) Diacylglycerol acyltransferase (1) y
Kinetoplastid membrane protein 3) Kinetoplastid membrane protein y Diacylglycerol acyltransferase (2) 4) Amino
acid permease-like protein y Diacylglycerol acyltransferase (2) 5) Diacylglycerol acyltransferase (1), Kinetoplastid

membrane protein, Diacylglycerol acyltransferase (2) y Cystathionine gamma lyase.

23



Seleccion in silico de enzimas de restriccion

Adelante se presentan las ocho enzimas capaces de distinguir entre los linajes del parasito en

cuestion, junto con caracteristicas de importancia a la investigacion.

Tabla 1V. Enzimas de restriccion seleccionadas.

Enzima de restriccion, linaje identificado por corte enzimatico (LIPCE) y secuencias, disolucion amortiguadora
dptima para escision, posicion en nucleotidos de corte en el amplicon y tamaiios de fragmentos en nucledtidos tras
digestion. En la segunda columna se mencionan primero los linajes que se distinguen o discriminan con ayuda de las

enzimas de restriccion, tras el guion se refiere a los que pueden inferirse.

GEN Cystathionine beta synthase

Enzima Identifica Secuencia 5' a 3 Secuencia 3' a 5 Amortiguador Posicion Tamaiio amplicén (nr)
BseYI I CCCAGC GGGTCG 3 478 477 y 108

Avall I,LIIyVI GGWCC CCWGG 4 373 372y 219

GEN Diacylglycerol acyltransferase

Enzima Identifica Secuencia 5' a 3 Secuencia 3' a 5 Amortiguador Posicion Tamaiio amplicén (nt)
Alul Iy VI AGCT TCGA 4 314 314y 122

Sau961 II GGNCC CCNGG 4 336 336y 100

Sall I and VI GTCGAC CAGCTG 3 338 337y 93

GEN Amino acid permease-like protein

Enzima Identifica Secuencia 5' a 3 Secuencia 3' a 5 Amortiguador Posicion Tamaiio amplicén (nt)
Accl IyIl-VI GTMKAC CAKMTG 4 289 289y 61

BstZ171 IyIl-VI GTATAC CATATG 4 289 289y 61

Faul II CCCGC GGGCG 4 293 293 y 57
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Diferenciacion por digestion enzimdtica
Se cargaron los productos amplificados via PCR de los tres cebadores con suficiencia para la

discriminacién de linajes de dos modos, sin pasar por el proceso de digestion como control

negativo y tras ser cortados por digestion enzimatica.

bp PM Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 Cl C2 C3 PM

250 s
125

Figura 7. Diferenciacion por digestion enzimatica.

Electroforesis en gel de agarosa al 3 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 50 min. Comparacion de cada marcador entre
muestras de ADN extraido de chinches (D. maxima) infectadas por T. cruzi (banda derecha), y su respectivo control
con la cepa cultivada CBBcl3 (banda izquierda). PM: Peso molecular conocido, 5 fragmentos de 125 — 1,000 pares
de bases (bp). Correspondiendo A1, Bl y CI a los controles de Cystathione beta synthase, Amino acid permease-like
protein y Diacylglycerol acyltransferase (1), respectivamente. Las letras semejantes con numeracion distinta son

bandas fragmentadas tras el corte enzimatico.
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Amplicones de distintas longitudes

Como método alterno se probd amplificar dos locus de distinto tamafio en cada linaje y separar los

fragmentos con dos técnicas.

bp bp
3,000 3,000
1,500 1,500
900 900
500 500
300 300
200 200

Figura 8. Amplicones de distintas longitudes.

A la izquierda electroforesis clasica y a la derecha electroforesis FIGE, ambas en gel de agarosa al 3 %, tefiido con
Sybersafe, 110V. Comparacion entre métodos para la separacion de fragmentos con pequerias diferencias entre sus
tamarios. PM: Peso molecular conocido, 13 fragmentos de 200 — 3,000 pares de bases (bp). Electroforesis clasica 1:
DTU I — CBBcl3 con 337 bp, 2: DTU Il — ESMcI3Z2 con 397 bp, 3: DTU IV — Can III (sin longitud) y 4: DTU VI —

Tulacl2 con 383 bp. Electroforesis FIGE: 5 al 8 con el mismo orden de muestras.
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Figura 9. Amplicones de distintas longitudes.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 50 min. ADN cepa Tulacl2. Verificando la
actividad de los marcadores moleculares a 58°C, Tm optimo. PM: Peso molecular conocido, 13 fragmentos de 100

— 3,000 pares de bases (bp). Correspondiendo 1: Mito 1, 2: Mito 2, 3: Hypoy 4: CFLR.
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Discusion

Seleccion in silico de candidatos para marcadores

En la presente investigacion se disefiaron in silico marcadores moleculares (Anexo Iy III) con la
capacidad de amplificar varios genes nucleares especificos de 7. cruzi (Tabla II en resultados).
Tres de ellos, en conjunto con las enzimas de restriccion seleccionadas también via computadora,
pueden diferenciar entre los D7Us 1, 11, y VI del parasito.

En cuanto a los tres juegos inanes, se hipotetizd que pueden deberse a polimorfismos en
las zonas de ADN a amplificar; no a causa de un mal disefio computacional (ya que este fue
numerosas veces corroborado), sino porque durante el disefio se trabajo con los cuatro genomas
secuenciados actualmente, siendo dos de ellos del mismo linaje; por lo que el cambio de nucledtido
puede encontrarse en los genomas faltantes en el banco de genes. Otros motivos son, temperaturas
de anillamiento mas bajas, lo que genera pérdida de especificidad. Que el ADN utilizado no

presente dichos genes o que aquella seccion del genoma no se encuentre en buena calidad.

Caracterizacion de marcadores moleculares

Durante la caracterizacion de las secuencias identificables disefiadas, se demuestra que
cada uno de los oligonucle6tidos es funcional en al menos siete cepas de cultivo del parasito; por
ser la cantidad en la que fueron probados. En las cuales se incluyen los linajes I, II, IV, Vy VL.
Ademas, se demostr6 su efectividad en muestras bioldgicas, provenientes de chinches (D. maxima)

infectadas, colectadas en La Paz, B.C.S.

El resultado obtenido para los amplicones de los genes Amino acid permease-like protein
(clave AAP), Ammonium transporter (clave AMT), Cystathione beta synthase (clave CBS),
Cystathionine gamma lyase (clave CLG1), Diacylglycerol acyltransferase (clave DA1), Glycine
synthase (clave GLY), Hypothetical protein (clave HYPO) y Thioredoxin putative (clave THIO)
fue muy exitoso, ya que las bandas obtenidas son fuertes, marcadas y sin més formaciones de las
esperadas (Figura 2). En cuanto al otro oligonucledtido de Cystathionine gamma lyase (clave

CGL2), las bandas correspondientes a las dos cepas para el linaje Tcl trabajadas, son las mas
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tenues, empero son facilmente distinguibles (Figura 2). Para el segundo marcador de
Diacylglycerol acyltransferase (clave DA2) el linaje TcIV respecta al menos visible. Con
Kinetoplastid membrane protein (clave KMP) se amplifican dos bandas extras al producto deseado
(Figura 2), lo cual puede deberse a polimorfismos en zonas de anillamiento, o a causas
previamente mencionadas. Todas las bandas de Pyrroline 5 carboxylate reductase (clave PSCR)
son de baja nitidez, sin embargo, se observan congruentes a su tamafio segin su peso molecular

(Figura 2).

Especificidad de los marcadores diseriados

Para corroborar las predicciones tedricas, se realizd una prueba experimental donde se
utilizan los cebadores en cuestion, con ADN extraido especificamente para este ensayo
investigativo (Figura 3 'y Tabla III en resultados). Siendo todos los organismos de diferentes
grupos taxonomicos, en distintos niveles, al de 7. cruzi. En las 12 pruebas se confirma que ningun
conjunto de marcadores amplifica a otro organismo distinto al de interés (Figura 4). Corroborando

las pruebas que se realizaron en BLAST sobre la especificidad de los cebadores.

Posteriormente se amplifico ADN de muestras extraidas de chinches (D. maxima)
infectadas por el parésito, donde el porcentaje de éxito fue total. No obstante, el bandeo del ADN
de cultivo contra el silvestre es mucho mas fuerte (Figura 5). En Diacylglycerol acyltransferase
(clave DA2) y Thioredoxin putative (clave THIO) las bandas respectantes a ADN bioldgico son
casi imperceptibles. Por otro lado, Kinetoplastid membrane protein (clave KMP) pierde el doble

bandeo extra en la muestra silvestre.

Con el fin de comparar la efectividad de los marcadores propuestos, se incluyd un cebador
frecuentemente utilizado y citado en estudios sobre identificacion del protozoario, propio del gen
TcSC5D, posiblemente un lathosterol episterol oxidasa (F 5'-GGACGTGGCGTTTGATTTAT-3’,
R 5'-TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3).

En todas las muestras bioldgicas amplificadas se mostraron bandas nitidas, con tamafio esperado

y similares en cuanto a caracteristicas visuales.
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Lo resultante tanto para el gen TcSC5D como para el resto de los oligonucledtidos es
consistente. Las bandas obtenidas con templete bioldgico son de menor grosor y fuerza,
contrastdndose con las de ADN de cultivo (Figura 5). Por lo que las herramientas moleculares que
ofrecemos para deteccion para 7. cruzi, pueden considerarse como buenos marcadores para éste,
por lo que se alienta a utilizarlas en muestras de estos dos tipos. Ademas, dentro de algunos de los
amplicones obtenidos hay polimorfismos que permiten diferenciar entre los linajes con genomas

descritos.

Optimizacion con PCR Multiplex

Se obtuvieron tres PCR Duplex y dos PCR Multiplex exitosas en los linajes probados (Tcl,

Tcll, TcIV y TceVI, siendo estos los inicos disponibles en el laboratorio actualmente).

Se probaron varias combinaciones de marcadores moleculares en una sola reaccion, para optimizar
el trabajo, tiempo y dinero con un solo PCR plex con suficiencia de deteccion. El rendimiento son
cinco opciones con buen bandeo (Figura 6). Cabe mencionar que las pruebas se realizaron en ADN
de cultivo debido a la limitacién que ocasioné la poca disponibilidad de ADN silvestre. Para una
de estas composiciones se eligieron los cuatro cebadores que, en conjunto con enzimas de
restriccion pueden diferenciar y/o discriminar algunos linajes de 7. cruzi (DTU 1, 11 y VI). Esto
con la intencidon de utilizar las proteinas bacterianas en una reaccion de PCR plex, y poder
diferenciar en una sola vez el o los linajes presentes. Sin embargo, a causa de la baja fuerza visual
que poseen las bandas, es dificil discernir el origen de los fragmentos. Pero en PCR simple las
ocho endonucleasas seleccionadas, trabajan con efectividad en los tres genes amplificados. Por lo
que se sugiere que, para la discriminacion de linajes, es mas factible el hacerlo en productos de

PCR simple y no con las composiciones mencionadas anteriormente (4Anexo VI).

Diferenciacion por digestion enzimdtica

El servidor en linea 7TriTrypDB ofrece los genomas de los linajes Esm (Tc II), Non Esm
(Tc VI), CL Brener (Tc VI), dos de Dm28c (Tc 1), asi como también de Sylvio (Tc I) y uno de
T. cruzi marinkellei (Tc bat). De modo que los restantes linajes Tclll, TcIV y TcV son los mismos

que faltan por probar con digestiones enzimaticas en el presente estudio. Ya que fue imposible

30



encontrar los mismos genes en los tres DTU ausentes, ergo, no se trabajé la busqueda de enzimas
de restriccion para este grupo. Cabe aclarar que, entre el disefio y pruebas experimentales de los
MM, se contemplaron todos los linajes actualmente descritos, excepto Tclll. Motivo por el cual,
el trabajo se limitd naturalmente a utilizar los ADN Tcl, Tcll, Tc IV, TcV y TcVI en las demas

pruebas, dejando la discriminacion enzimatica entre los linajes Tclll, TcIV y TcV fuera.

Los linajes identificados de 7. cruzi fueron distinguidos de la siguiente manera: con CBS
es posible distinguir el DTU I con dos enzimas distintas, mientras que D7U VI con una. En cuanto
a DAL se identifican DTU I, DTU Il y DTU VI con tres distintas enzimas, y para AAP se utilizan
tres enzimas mas, capaces de discernir entre DTU Il y DTU VI (Tabla V'y Figura 7). También se
encontraron enzimas que cortaran justo donde los polimorfismos de los amplicones de AMT, sin
embargo, éstos resultan en fragmentos con tamafos tan similares que no es viable su practica

(Anexo IV'y V).

Amplicones de distintas longitudes

Otro método para la identificacion y/o diferenciacion de linajes es por medio de amplicones
de distintas longitudes. Siendo tres genes los elegidos: dos con funcién desconocida, Hypothetical
protein y Mitochondrial RNA binding complex 1 subunit (4nexo III). Uno de los primeros
conjuntos de moléculas, con clave HYPO, el tnico seleccionado para distinguir DTUs. Los dos
cebadores del gen mitocondrial amplifican una banda extra, y la proteina hipotética con clave
CFLR, presenta ocasionalmente el bandeo del amplicon, y al producirse se trata de una marca
tenue (Figura 9). De modo que HYPO fue por mucho la mejor opcion al mostrar un producto con
repetitividad consistente, del tamafio esperado y con una considerable y 1til cantidad de
nucledtidos entre cada alineamiento.

El tamafio entre amplicones varid por no mas de 60 nucleotidos (1: DTU I — cepa CBBcl3
con 337 bp, 2: DTU 11 — cepa ESMcl3Z2 con 397 bp, 3: DTU IV — cepa CAN III (sin longitud
exacta porque este linaje no se alined en SeaView, porque no estd en 7riTryDB)y 4: DTU VI —
Tulacl2 con 383 bp).

Se utilizaron geles de agarosa al 3 % y dos métodos de electroforesis, la clasica y la de

inversion de campo. Los resultados fueron similares, la varianza entre los amplicones es apenas
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distinguible; de modo que se recomienda necesario amplificar este gen en al menos dos linajes,
siendo preferiblemente no el conjunto de DTU IV y VI, por su semejanza. Sino el resto de las
combinaciones para poder apreciar claramente con este método el o los linajes presentes en las

muestras trabajadas (Figura §).

Finalmente, los tres conjuntos de secuencias disefiados que trabajan con ayuda de enzimas de
restriccion, no solo se recomiendan para la deteccion de infeccion vectorial, sino también para
identificar cual es la cepa que generd la enfermedad. El resto de los marcadores, al igual que
cualquier combinacidon plex, pueden ser utiles para diagndsticos. Quedando evidenciada su
efectividad en muestras silvestres, mientras que, para la funcionalidad en muestras clinicas, se
tiene una colaboracion con la Dra. Teresa Lopez del Centro Regional de Investigacion en Salud
Publica en Chiapas, para probar los oligonucledtidos propuestos en sueros humanos. Esto por la
facilidad de conseguir los sueros infectados debido a la cantidad de casos de Chagas en dicha
region. Por lo pronto, regresando a las muestras silvestres, se aconseja el uso de las composiciones
sugeridas, ya que al contar con varias posibilidades a amplificar y por ser amplicones de cortos
tamafios, es altamente favorable su rendimiento, inclusive en muestras de mala calidad, e.g. ADN

degradado.

Con base en estudios previos, se sabe que el éxito en deteccion y tratamiento durante la
fase aguda es mucho mayor que en las fases sub-aguda asintomatica y cronica. Por lo que, durante
la primera es cuando se recomiendan unicamente los estudios de deteccion molecular. Mientras
que, para las otras dos, se sugiere aunando a lo anterior, el realizar biopsias de los posibles drganos
afectados por los nidos en los que se mantiene 7. cruzi, tras aproximadamente cuatro meses desde

su primer contacto con el hospedante.

Las herramientas moleculares y protocolos que se ofrecen en el presente estudio, tienen la
capacidad de aportar a la compresion de los actuales problemas de la patogénesis, asi como acercar
a la comunidad cientifica a alguna de las tan necesarias y urgentes soluciones que requiere la

zoondtica enfermedad del Chagas.
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Conclusiones

1. Se disefiaron 15 marcadores moleculares, donde 12 son capaces de amplificar varios genes
especificos de 7. cruzi, donde tres de ellos, en conjunto con las ocho enzimas de restriccion
seleccionadas, pueden diferenciar entre los DTUs |, 11, y VI del parasito.

2. Son necesarias tres enzimas restrictivas comerciales para diferenciar entre los tres linajes
mencionados en el punto anterior.

3. El bandeo producido con ADN de cultivo es mas fuerte que el amplificado con ADN
silvestre.

4. Las combinaciones de cebadores para la técnica de PCR Multiplex no son efectivas para
discriminar linajes en conjunto con enzimas de restriccion, sin embargo, son eficientes para
amplificar varios loci del genoma en una sola reaccion.

5. Las distintas longitudes de los amplicones producidos por los marcadores con clave HYPO
no son significativas para poder diferenciar entre linajes, independientemente de la técnica

de electroforesis que sea utilizada.
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Perspectivas

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta Tesis de Licenciatura, las perspectivas
de trabajos futuros se orientan hacia la implementacion de recursos, herramientas y técnicas que
faciliten y mejoren la determinacion de los linajes de 7. cruzi y su relacidon con el tropismo y
predisposicion de la enfermedad. Ya que aun quedan diversos puntos que resolver y/o ahondar
sobre los mecanismos e interacciones del parasito. Otro punto que seria interesante completar seria
la prueba de los marcadores y enzimas de restriccion propuestos, en muestras de mamiferos
reservorios silvestres con distintas etapas de la patogénesis y verificar su efectividad funcional en
otras areas y procedencia de la muestra. Finalmente, dada la escasez de informacién actualizada
en el tema, se espera contribuir al campo de estudio con los datos y herramientas moleculares

aportados.
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Anexos

Anexo I. Nombre de gen y loci utilizados para el diseiio de marcadores moleculares.

Gen

Loci

Amino acid permease-like protein

Ammonium transporter

Cystathionine beta synthase

Cystathionine gamma lyase

Diacylglycerol acyltransferase

Glycine synthase

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Mitochondrial RNA binding complex 1 subunit  TcCLB.503603.10

Pyrroline 5 carboxylate reductase

Thioredoxin putative

Tc00.1047053510251.10
Tc00.1047053508317.50
TcCLB.510535.60
TCDM 00169
TcCLB.507467.90
Tc00.1047053504017.40
TcCLB.506575.9
TcCLB.506479.67

Tc00.1047053506857.20
TcCLB.510227.29

Anexo II. Informacion sobre las cepas de cultivo utilizadas.

Cepa DTU Notas

Tulacl2 TcVI(1Ie) (Chile, Human)

PSC-O TcV(1Id) (Chile, human)

EV-13C Tcl (Colombia, Rhodnius prolixus)
Can III TcIV(Ila) (Brazil, human)

CA-1-05  Tcl (Brasil, Triatoma pseudomaculata)
CBBcl3 TclI(IIb) (Chile, human)

ESMclI3Z2 Tcll(IIb) (Brasil, human)
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Secuencia y caracteristicas de los 15 marcadores moleculares diseriados.

Manufacturados por la empresa T40ligo.
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Nota: Tamaiio de amplicones para * DTU I, ** DTU Il y *** DTU VI.
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Anexo 1V. Enzimas de restriccion seleccionadas para el amplicon correspondiente al gen
Ammonium transporter.

Enzima de restriccion, linaje identificado por corte enzimatico (LIPCE) y secuencias, disolucion
amortiguadora Optima para escision, posicion en nucledtidos de corte en el amplicon y tamafios de
fragmentos en nucledtidos tras digestion. En la segunda columna se mencionan primero los linajes
que se distinguen o discriminan con ayuda de las enzimas de restriccion, tras el guidn se refiere a

los que pueden inferirse.

GEN Ammonium transporter

Enzima Identifica Secuencia 5' a 3' Secuencia 3' a5' Amortiguador Posicibn Tamaiios esperados (nt)
Ncol [-1IIyVI CCATGG GGTACC 3 154 154y 356
Acc651 I GGTACC CCATGG 3 160 160 y 350

Anexo V. Electroforesis en gel de agarosa al 3 %, teriido con Sybersafe; 110V, 60 min.

Demostracion de los fragmentos obtenidos tras la digestion realizada por las tres enzimas de
restriccion seleccionadas para el amplicon correspondiente al gen Ammonium transporter.
Siendo 1: CBBclI3 + Ncol, 2: Tulacl2 + Ncol y 3: CA-1-05 + Acc651. PM: Peso molecular
conocido, 12 fragmentos de 125 — 5,000 pares de bases.

PM 1 2 3 PM

5,000 5,000

1,000 1,000

750 750

500 500

250 250

125 125
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Anexo VI. Electroforesis en gel de agarosa al 3 %, tefiido con Sybersafe; 110V, 60 min.

Demostracion de los fragmentos obtenidos tras la digestion realizada por las tres enzimas de

restriccion seleccionadas para los amplicones en la combinacion de Mutiplex (Cystathione beta

synthase, Ammonium transporter, Diacylglycerol acyltransferase (1) y Amino acid permease-like

protein).

Siendo 1: Multiplex control (sin enzimas agregadas), 2: enzima BseY] agregada, 3: BseYI, Accl

y Sall agregados, 4: Avall y Saul agregados, 5: Avall, Alul y Faul agregados y 6: Avall, Alul y

BstZ171 agregados. PM: Peso molecular conocido, 12 fragmentos de 125 — 5,000 pares de bases.

5,000

1,000

750

500

250

125

PM

1

3

4

5 6 PM
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Anexo VIII. Esquemas via in silico por Serial Cloner donde se presentan los tamaiios de

amplicones esperados tras digestiones enzimdticas.

Amino acid permease-like protein

Faul (TclI)

10000
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4000

3638
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BstZ171 (TeVI)

20000
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61

Accl (TcVI)
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Cystathione beta synthase (CBS)

BseYI (Tcl) Avall (Tel y TeVI)
20000 com— 10000 s
8m A
TOOD c— 33 —
2000 = 1000 e
000 c— 2000 cm—
1500 s 1800 e
1000 e 1000
—
x A sm
m A
m | —
75— 1 1 1 200 c— — 2 1 6
Diacylglycerol acyltransferase (1)

Sall (Tl y TeIV) Alul (TeIl y TeVI) Sau96I (Tell)
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