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La enfermedad de Chagas, causada por el hemoflagelado Trypanosoma cruzi, constituye un
problema de salud publica en Colombia en donde diferentes informes indican la presencia de
heterogeneidad entre poblaciones del parasito. En este estudio se analizaron seis cepas
colombianas de T. cruzi, procedentes de distintas regiones geograficas del pais, huéspedes y
ciclos de transmision, mediante las técnicas de amplificacion aleatoria de ADN polimérfico
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD), isoenzimas y polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLP), usando como
sonda el gen de 1,2 kb que codifica para la histona H2A del parasito. Se encontré que las
distancias genéticas entre los aislados varian considerablemente, ubicAndose en el rango de
0,61 a 0,99, para el caso de los perfiles de RAPD (cebadores M13F y M13R), de 0 a 0,81, para
el caso de los perfiles de RFLP (5 endonucleasas) y de 0,10 a 0,55, para el caso de las isoenzimas
(13 sistemas enziméticos). El elevado grado de variabilidad exhibido por los aislados colombianos
del parésito podria estar implicado en el amplio espectro clinico de presentacion de la enfermedad
de Chagas en Colombia.
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Genetic variability in six Colombian Trypanosoma cruzi strains detected by restriction
fragment length polymorphisms (RFLP) and random amplified polymorphic DNA (RAPD)

Chagas disease, caused by the hemoflagellate Trypanosoma cruzi, is a public health problem
in Colombia. Previous reports have indicated the presence of heterogeneity among parasite
populations. Six Colombian T. cruzi strains were obtained that differed by host, geographical
region and transmission cycle. The genetic variability of each was compared by random amplified
polymorphic DNA (RAPD), and isoenzymes. A restriction fragment length polymorphism (RFLP)
was extracted using the 1.2 kb unit encoding the parasite's H2A histone as a probe. Genetic
distances between the isolates varied greatly, from 0.611 to 0.99 as determined by RAPD profiles
(M13F and M13R primers), between 0 and 0.81 by RFLP profiles ( 5 endonucleases), and
between 0.10 and 0.55 by isoenzymes (13 enzymatic systems). Genetic distance matrixes derived
from each of the three methods showed that Colombian strains exhibit a high degree of genetic
differentiation. This may account for the broad clinical spectrum of Chagas disease in Colombia.

Key words: Trypanosoma cruzi, RAPD, RFLP, histone H2A, isoenzymes, polymorphism.
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Trypanosoma cruzi es el agente causal de la
enfermedad de Chagas, enfermedad altamente
prevalente en paises tropicales y subtropicales
de Latinoamérica, en donde afecta a méas de 20
millones de personas, en tanto que otros 90
millones se encuentran en riesgo de adquirir la
infeccién (1).

T. cruzies un parasito altamente pleomarfico con
un complejo ciclo de vida que infecta un amplio
rango de especies mamiferas domésticas y
silvestres, las cuales constituyen reservorios del
mismo. Los parasitos son transmitidos por varias
especies de insectos triatomineos y los sintomas
y severidad de la enfermedad varian en distintas
regiones geogréaficas, desde una infeccion
asintomatica hasta cardiomiopatias y mega-
sindromes intestinales (2-4).

En Colombia, esta enfermedad se caracteriza por
tener una presentacion variable con un amplio
espectro clinico que abarca tanto pacientes
infectados asintométicos que no desarrollan la
enfermedad (estado 1), como pacientes que
Unicamente desarrollan una sintomatologia leve
compatible con el estado Il y pacientes que
presentan falla cardiaca y muerte subita
secundaria a una cardiomiopatia dilatada (estado

1y (5).

Esta variabilidad en la presentacioén clinica de la
enfermedad puede deberse tanto a la diversidad
genética de la poblacién humana comprometida,
como a la heterogeneidad presentada por las
diferentes cepas del parasito (2,6).

Es asi como los estudios de isoenzimas (3,7,8),
esquizodemas (9,10), cariotipos (6,11,12),
polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccién (Restriction Fragment Length
Polymorphisms, RFLP) (11,12) y, mas
recientemente, amplificacion aleatoria de ADN
polimarfico (Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD) (13,14) han demostrado la diversidad
fenotipica y genotipica de T. cruzi.
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Estudios previos de nuestro laboratorio
demostraron variabilidad isoenzimética en siete
cepas colombianas de T. cruzi, con un maximo
de cuatro alelos diferentes por locus (15). En este
trabajo se extendid dicho estudio de variabilidad
al analisis de polimorfismo del ADN usando las
técnicas de RAPD y RFLP y comparando los
hallazgos obtenidos con los resultados del
andlisis isoenzimatico.

Materiales y métodos
Parasitos

El origen y las caracteristicas de las cepas
utilizadas se muestran en el cuadro 1. Todas las
cepas estudiadas habian sido caracterizadas
previamente por isoenzimas y correspondieron
al zimodema | (15). Los epimastigotes se
cultivaron en medio REI modificado,
suplementado con 2% de suero bovino fetal
(SBF) y 100 mg/ml de gentamicina a 24 °C. Como
cepa de referencia se empleé la cepa Y de Rio
de Janeiro (Brasil), aislada de humano por
xenodiagndstico, perteneciente al zimodema Zl|
(16).

Ensayos de RAPD

El ADN de los parasitos se extrajo segun lo
indicado por Escalante et al. (17). Su pureza,
integridad y concentracion se aseguraron
mediante electroforesis en geles de agarosa al
0,8% y por medicién de la absorbancia a 260 y
280 nm (18).

Se utilizaron como iniciadores los oligonucleétidos
universales M13 forward (M13F): 5'-
d(GTTTTCCCAGTCACGAC)-3'y M13 reverse
(M13R): 5'- d(CAGGAAACAGCTATGAC)-3'" La
reaccion de amplificacién se realizé en un volumen
final de 10 pl que contenia: Tris-HCI (pH 8,4), 20
mM, KCI, 50 mM, MgCI2, 1,5 mM, dGTP, dATP,
dTTP y dCTP, 200 UM cada uno y Tag ADN
polimerasa (Promega), 2,5 unidades. El
oligonucleétido se adicion6 a una concentracion
de 6,4 pmoles y se ensayaron cantidades
variables de ADN: 1, 5, 10 y 20 ng. Como control
se utilizé la misma mezcla de reaccién pero sin
ADN. La reaccion anterior se llevé a un
termociclador (Perkin Elmer) y se sometid, en
primer lugar, a un ciclo de desnaturalizacion a
95 °C durante 5 minutos, seguido por dos ciclos,
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con el siguiente perfil de temperaturas: 95 °C
durante 30 segundos para desnaturalizacién; 30
°C durante 2 minutos para anillaje y 72 °C durante
1 minuto para extension. Posteriormente, la
reaccion se sometio a 33 ciclos, durante los
cuales latemperatura de anillaje se incremento a
40 °C. En el Gltimo ciclo, la extensidn se aumento
a 5 minutos. A continuacion, una alicuota de 5
de lareaccién anterior se analizé mediante geles
de agarosa al 1,6%, tefiidos con bromuro de etidio
(18). Los geles se fotografiaron y se determiné la
presencia de las bandas en cada una de las cepas
con base en su resolucién, intensidad y
reproducibilidad en reacciones de amplificacién
separadas (19). El porcentaje de bandas
comunes entre las cepas se definid segun la
siguiente férmula: %(p)= 100 nab/(na+nb), donde
(na) y (nb) representan el nimero de bandas en
cada una de las cepas a y b; (nab) corresponde
al numero de bandas compartidas entre (a) y (b).

Ensayos de RFLP

Dos g de ADN de los parasitos fueron digeridos
con ocho enzimas de restriccion: BamHlI, BstEll,
EcoRl, Hindlll, Kpnl, Notl, Sall y Styl, segun las
condiciones especificadas por la casa comercial
fabricante (Gibco-BRL). La totalidad de la
digestion se asegurd por rehibridacion de las
membranas con el gen codificante para 1F8 de
T. cruzi (20). Los fragmentos resultantes se
separaron mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 0,8% y se transfirieron a
membranas de nylon (Magnagraph MSI, Fisher),
siguiendo el protocolo de transferencia salina (21).
A continuacién, las membranas fueron
prehibridadas a 42 °C durante 2 horas en una
solucién de formamida 50%, Na,HPO, (pH 7,2),
0,12 M, NaCl 0, 25 M, SDS 7%, EDTA 1 mM, y
200 pg/ml de ADN de esperma de salmén
previamente desnaturalizado. La hibridacion se
realizé durante toda la noche a 42 °C, usando
como sonda el inserto del clon pBSTcH2A1,
correspondiente a la unidad de 1,2 kb de la
histona H2A de T. cruzi(22) marcado con biotina,
segun las indicaciones de la casa fabricante
(Gibco-BRL). Posteriormente, los filtros se
enjuagaron brevemente en SSC 2X (solucién
salina citrato 1X: NaCl 0,15 M, citrato de sodio
0,015 M, pH 7,0) y lavados durante 15 minutos
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con SSC 1X, SDS 0,5% a 42 °C; SSC 0,5X, SDS
0,5% a 50 °C y SSC 0,1X, SDS 0,5% a 65 °C.

A continuacion, las sefiales se detectaron con el
conjugado fosfatasa alcalina-estreptavidina
(GIBCO-BRL) y reveladas con el sustrato cloruro
de nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-bromo-4-
cloro-3-indol-fosfato disédico (BCIP) (Gibco-
BRL), segun las indicaciones de la casa
fabricante.

Analisis de datos

Los andlisis de variabilidad se basaron en los loci
de la histona H2A (RFLP) y dos cebadores
(RAPD), teniéndose en cuenta solamente la
presencia o ausencia de los fragmentos
reproducibles e inequivocos obtenidos con cada
uno de los dos métodos. Las matrices de
distancia genética entre las diferentes cepas se
generaron utilizando la distancia de Jaccard
definida como D=1-[C/(2N-C)], donde C es el
namero de bandas en comun entre dos cepas y
N es el nimero total de bandas diferentes (23).
Adicionalmente, los resultados de isoenzimas
obtenidos previamente (15) se analizaron segun
la distancia de Manhattan, teniendo en cuenta
solamente las cepas incluidas en este estudio.
La agrupacién de los datos se realizd segun el
método jerarquico UPGMA (unweighted pair
group method using arithmetic averages) con el
programa NTSY Spc version 2.02 (24).

Resultados
Perfiles de RAPD

Se seleccionaron 52 bandas obtenidas con
ambos iniciadores con base en su resolucién,
intensidad y reproducibilidad en reacciones de
amplificacién separadas.

Dichas bandas, ubicadas dentro de un rango de
peso molecular de 300 a 4.000 pb, se codificaron
con letras mayusculas y se tabularon (cuadro 1).
Tal como se muestra en la figura 1, los iniciadores
generaron patrones polimérficos para un total de
14 RAPDemos y se obtuvo una diversidad
genética de 6/6=1 por iniciador.

Por otra parte, el analisis de bandas amplificadas
compartidas mostré que con ambos iniciadores
las cepas colombianas del parasito comparten
alrededor de un 13% de los fragmentos
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Cuadro 1. Caracteristicas de las cepas de Trypanosoma cruzi estudiadas y de sus respectivos fragmentos de ADN
amplificados mediante RAPD.

Cepas y codigo Procedencia Origen M13F M13R
No. 3 Zulia, Didelphis CEGINSUVWYZ DFIOQS
(MDID/CO/87) Norte Santander marsupialis (fara),

silvestre
Ikiakarora Catatumbo, Rhodnius prolixus, BDHJILLNQTVW DHIKMPS
(IRHO/CO/95) Norte Santander silvestre YZ
Shubacbarina Catatumbo, Rhodnius prolixus, CGINSUXYZ DFHILOR
(IRHO/CO/95) Norte Santander silvestre
M. Rangel Chiriguana, Humano, LZ \
(MHOM/CO/86) Cesar domiciliario
B.M. Lépez Paratebueno, Humano, BGIOSUWYZ ABCDFGHILLMNNOSTU
(MHOM/CO/87) Cundinamarca domiciliario
Munanta Guateque, Rhodnius prolixus, DFKPS -
(IRHO/CO/85) Boyaca domiciliario
Y Rio de Janeiro, Humano ALMR BEI
(MHOM/BR/00/Y) Brasil

Las letras mayuUsculas representan los fragmentos amplificados con el iniciador M13 forward y M13 reverso.

Figura 1. Perfiles de RAPD con el uso del oligonucleétido
M13 forward. 10 pl de la reaccion de PCR fueron corridos
en un gel de agarosa al 1,6%, coloreado con bromuro de
etidio. Carriles: 1) patron de peso molecular 1 kb (Gibco-
BRL), cuyos fragmentos se indican en pb; 2) No. 3 (MDID/
CO0/87); 3) Ikiakarora (IRHO/CO/95); 4) Shubacbarina
(IRHO/CO/95); 5) M. Rangel (MHOM/CO/86); 6) B.M. L6pez
(MHOM/CO/87); 7) Munanta (IRHO/CO/85), y 8) Y (MHOM/
BR/00/Y).

amplificados, mientras que al comparar las cepas
colombianas con la brasilefia Y, dicho porcentaje
se reduce a un 10%.

Patrones de RFLP

De las ocho enzimas de restriccién analizadas,
se encontré que con dos de ellas, BamHI y BstEll,
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hay diferencias en el tipo de unidades H2A
generadas. La enzima BamHI libera dos unidades
de 1,2 y 0,7 kb en la cepa Ikiakarora, mientras
no liberé ninguna en el resto de las cepas
analizadas y solamente liber6 la unidad de 1,2
kb en la cepa del Brasil. Por su parte, la enzima
BstEll liberé las dos unidades en las cepas M.
Rangel e lkiakarora y solamente la unidad de 1,2
kb en las cepas B.M. L6pez, No. 3y Y Brasil.
Adicionalmente, con la mayoria de la
endonucleasas que tienen sitio de corte dentro
de las unidades, tal como BstEll (figura 2a), Kpnl,
BamHly Styl, se detecto la presencia de bandas
multiplos de las unidades de repeticién,
correspondientes a polimorfismo en la secuencia
entre las unidades de una misma cepa. Por otra
parte, la enzima EcoRIl no corta dentro de las
unidades, pero genera un patrén polimdrfico con
bandas de alto peso molecular (figura 2b) que
contribuye a la variabilidad detectada en estas
cepas. Es asi como, finalmente, se obtuvieron 6
RFLDemos, para una diversidad genética de 6/
7=0,85, la cual es ligeramente menor de la
obtenida con el uso de los RAPD como marcador.

Analisis de la variabilidad

La variabilidad o polimorfismo del ADN entre las
cepas se analizé mediante la construccion de
dendogramas individuales basados en la
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Figura 2. Patrones de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion después de la digestion con a) BstEll y b)
EcoRI. 2a. Carriles: 2 pg de ADN de epimastigotes de T. cruzi de las cepas: 1) Shubacbarina (IRHO/CO/95), 2) Munanta
(IRHO/CO/85), 3) M. Rangel (MHOM/CO/86), 4) Ikiakarora (IRHO/CO/95), 5) No. 3 (MDID/CO/87) y 6) B.M. Lépez (MHOM/
CO0/87) fueron digeridos con la enzima BstEll e hibridados con la unidad 1,2 kb codificante para la histona H2A de dicho
parasito, marcada con biotina. 2b. Carriles: 2 ug de ADN de epimastigotes de T. cruzi de las cepas: 1) Y (MHOM/BR/00/
Y), 2) Shubacbarina (IRHO/CO/95), 3) Munanta (IRHO/CO/85), 4) M. Rangel (MHOM/CO/86), 5) Ikiakarora (IRHO/CO/95),
6) No. 3 (MDID/CO/87) y 7) B.M. Lopez (MHOM/CO/87) fueron digeridos con la enzima EcoRlI e hibridados con la unidad
1,2 kb codificante para la histona H2A de dicho parasito, marcada con biotina. A la derecha se indican los tamafios en pb

de los fragmentos Hindlll del fago A gt1l.

distancia genética de Jaccard para los estudios
de RAPD y RFLP y la distancia de Manhattan
para las isoenzimas. Llamativamente, el analisis
de RAPDemos muestra una gran heterogeneidad
entre todas las cepas colombianas del parasito,
con una distancia de Jaccard minima de 0,6071
y maxima de 0,99, siendo las cepas
Shubacbarina, No. 3 y B. M. Lépez las mas
cercanas (figura 3a). Por su parte, cuando se
analiza el dendograma obtenido con los
RFLPDemos, se encuentra nuevamente que las
cepas colombianas varian entre si con una
distancia de Jaccard minima de cero y maxima
de 0,81, siendo las cepas Munanta y
Shubacbarina las mas cercanas, seguidas de M.
Rangel, B. M. Lopez y No.3 (figura 3b).
Finalmente, el analisis de isoenzimas también
mostré variabilidad entre las cepas colombianas,
pero con distancias genéticas menores entre
ellas, las cuales se sitian en un rango de 0,1 a
0,55 (figura 3c).

Adicionalmente, vale la pena destacar que si bien
la asociacién entre las cepas Shubacbarina, B.
M. Lopez y No.3 se mantuvo en los tres
dendogramas, la topologia de los mismos vario.
Por ejemplo, la primera agrupacién en el andlisis
de isoenzimas mostré a M. Rangel separada del
resto de cepas, mientras que en el analisis de

RAPD la primera agrupacién separ6 a la cepa
Munanté del resto del grupo y por RFLP fueron
las cepas Y e lkiakarora las que primero se
separaron del grupo en general.

Discusion

En este trabajo se realizé un anélisis de
variabilidad de seis cepas colombianas de T. cruzi
mediante RAPD (cebadores M13F y M13R) y
RFLP (gen de la histona H2A, unidades de 1,2y
0,76 kb, endonucleasas: EcoRI, BamHI, Kpnl,
BstEll y Styl), como ampliacion de un estudio
previo de isoenzimas (15). Si bien Saravia et al.
(25), Marquez et al. (26) y Ruiz et al. (27), entre
otros, han estudiado la variabilidad genética de
un mayor nimero de cepas colombianas, estos
estudios se han centrado en el andlisis de los
patrones isoenzimaticos, metodologia superada
por el RAPD para la determinacion de
polimorfismo y correlaciéon con el comportamiento
biolégico de cepas del paréasito (28).

Los resultados obtenidos en este estudio
evidencian cémo, en primer lugar, las cepas
colombianas exhibieron un elevado grado de
heterogeneidad entre ellas y, en segundo lugar,
gue las distancias genéticas entre ellas variaron
segun el método de analisis empleado. Estos
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Figura 3. Dendogramas obtenidos segun los perfiles de a)
RAPD, b) RFLP y c) isoenzimas. 3a. Dendograma basado
en la distancia genética de Jaccard, obtenida segun los
perfiles de RAPD y agrupadas segun el programa UPMGA/
NTSYS. 3b. Dendograma basado en la distancia genética
de Jaccard, obtenida segln los perfiles de RFLP y
agrupadas segln el programa UPMGA/NTSYS. 3c.
Dendograma basado en la distancia genética de Manhattan,
obtenida segun los perfiles de isoenzimas y agrupadas
segun el programa UPMGA/NTSYS.
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resultados sugieren que el comportamiento del
parasito en Colombia difiere del de los otros
paises de Suramérica, especialmente de los
paises del Cono Sur, en donde diferentes
estudios muestran correlacién entre los
resultados de isoenzimas y los de RAPD
(13,14,29-31). Adicionalmente, vale la pena
resaltar como si bien todas las cepas analizadas
pertenecen al zimodema ZI, no se presentaron
perfiles de RAPD iguales entre ellas, lo cual indica
que su heterogeneidad es muy alta, a diferencia
de los estudios de Brisse et al. (32) y Bosseno et
al. (33), quienes informaron un alto grado de
homogeneidad entre los RAPD de cepas
pertenecientes al zimodema I.

El elevado grado de polimorfismo exhibido por
las cepas colombianas de T. cruzi, en
comparacion con las cepas de otros paises, se
puede deber tanto a las condiciones geograficas
y topoldgicas especificas del pais, como a la
presencia simultanea de los ciclos de transmisién
doméstico y selvético en el pais y a las diferencias
dictadas por las caracteristicas genéticas de los
hospederos, reservorios y vectores a partir de
los cuales fueron aisladas, que podrian
seleccionar poblaciones del parasito (34). A este
respecto, es importante anotar cémo varios
estudios de RAPD indican variabilidad genética
tanto entre los vectores transmisores de la
enfermedad en el norte del Brasil (35) como entre
los vectores Rhodnius prolixus y Rhodnius
colombiensis en Colombia (36).

Por otra parte, teniendo en cuenta los informes
previos de estructura clonal del parasito, tanto
para cepas oriundas de otros paises de
Latinoamérica (8,14) como para las de Colombia
(26,27), las discrepancias entre los diferentes
métodos de analisis empleados se pueden
enmarcar dentro de una o varias de las siguientes
situaciones: 1) los marcadores analizados poseen
diferentes tasas de mutacién entre ellos; por
ejemplo, para el caso de las histonas, se conoce
gue estos genes son altamente conservados a
lo largo de la escala filogenética (37), 0 2) alguno
de los marcadores puede estar sometido a
presiones selectivas, como puede ser el caso de
las isoenzimas (38). Sin embargo, tampoco se
puede descartar la recombinacion genética entre
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poblaciones naturales del parasito, tal como lo
indican los trabajos de Carrasco et al. (29) y
Stothard et al. (39).

Adicionalmente, vale la pena destacar como la
presencia de variabilidad entre las cepas
colombianas del parésito se evidencia de manera
mas contundente con el estudio de RAPD (cuadro
1, figura 1). De acuerdo con lo anterior, cuando
se analizé el porcentaje de bandas compartidas
en el RAPD entre las cepas colombianas se
obtuvo un porcentaje muy bajo, (13%), si se
tienen en cuenta los datos previos de 74% de
Duarte et al. (30) y de 60% de Steindel et al. (13)
para cepas brasilefias pertenecientes al
zimodema ZI, hecho que igualmente destaca la
elevada heterogeneidad de las cepas
colombianas en comparacion con cepas de otros
paises.

Por otra parte, tal como se ha descrito para la
mayoria de los genes repetidos en tandem de
tripanosométidos, los ensayos de RFLP muestran
gue los genes codificantes para la histona H2A
de T. cruzipresentan polimorfismo en su secuencia
de nucledtidos. Las variaciones encontradas se
centran en las regiones intergénicas de las unidades
y, por tanto, no afectan el producto proteico
codificado. Adicionalmente, vale la pena resaltar la
presencia de bandas multiplos de las unidades de
1,2y 0,7 kb en los patrones obtenidos con algunas
de las enzimas, las cuales corresponden a
polimorfismos entre las unidades dentro de una
misma cepa, variaciones intra-individuo que
también han sido descritas en los genes
codificantes para las histonas de eucariotes
superiores (37). Este elevado polimorfismo en las
histonas llama la atencién, por cuanto estas
proteinas se conservan altamente a lo largo de
la escala evolutiva.

Finalmente, teniendo en cuenta que los genes
codificantes para la histona H2A de T. cruzi
también varian en el nimero de copias relativas
de las unidades, en la expresion y en la
organizacion cromosomica (40), se sugiere que
la plasticidad de estos genes puede obedecer a
un proceso evolutivo lento, en el cual se han
acumulado mutaciones puntuales al azar,
combinado con rearreglos cromosomales
gruesos.

VARIABILIDAD DE CEPAS COLOMBIANAS DE T. CRUZI

En conclusiéon, se confirma que las cepas
colombianas de T. cruzi, aisladas de diferentes
hospederos y regiones geograficas, son variantes
genotipicas que podrian estar relacionadas con
el espectro de las presentaciones clinicas de la
enfermedad de Chagas en Colombia. A este
respecto, es importante tener en cuenta los
estudios de Andrade et al. (41) quienes
encontraron que dos poblaciones del parasito,
JG y Coll.7G2, con perfiles diferentes de la
reaccion en cadena de la polimerasa de baja
astringencia varian en su distribucion tisular y
patogenicidad en ratones crénicamente
infectados. Igualmente, de Lana et al. (42)
informaron que los genotipos clonales de T.cruzi
difieren significativamente en su infectividad en
ratones, demostrandose asi, en los dos estudios,
una asociacion entre diversidad genotipica,
tropismo y patogenicidad del parasito.
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