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entro de la bio-
logia que estudia

los procesos de

desde

punto de vista

vida un

molecular, nos

hemos interesado
particularmente en las secuencias
de la macromolécula de dcido des-
oxirribonucleico abreviado como
ADN, la cual es de gran utilidad
para comprender quiénes son los
triatominos, vectores de la enferme-
dad de Chagas.

La enfermedad de Chagas afecta,
aproximadamente, a 6-7 millones
de personas, siendo endémica en los
paises de América Latina (WHO,
2018). Alrededor de 10 000 perso-
nas mueren cada afo por manifes-
taciones clinicas causadas por esta
enfermedad; mds de 25 millones de
personas viven con riesgo de con-
traer la infeccién. La carga econd-
mica global que representa es simi-
lar o superior a varios tipos de cdncer
y enfermedades infecciosas. Existen
mds de 150 especies de triatominos,
vectores o potenciales vectores de la
enfermedad de Chagas; se llaman

Figura 1. Modo clésico de transmisi6n por los vectores “chinchorros”
en la noche los insectos (1) se aproximan a la persona dormida para
alimentarse, (2) pican a la persona causando una lesion en la piel, (3)
defecan durante la alimentacién (toma de sangre) y/o poco después, y
depositan las heces infectadas en la piel o cerca de las mucosas (por
ejemplo, el 0jo), (4) cuando las heces entran en contacto con la lesion o

chinche caballo o chinchorros en
Ecuador. Son hemipteros hematé-
fagos (chupadores de sangre) obli-
gatorios en todos sus estadios de
desarrollo. Viven en su mayoria en
ambientes silvestres, sin embargo,
algunas especies tienen una impor-
tancia médica en la transmisién de
la enfermedad de Chagas a los seres
humanos porque invaden y coloni-
zan el hdbitat humano. La transmi-
sién vectorial del agente causal de
la enfermedad, Trypanosoma cruzi
(pardsito unicelular), no ocurre a
través de la saliva y la picadura del
insecto como en otras enfermeda-
des infecciosas transmitidas por
mosquitos y flebétomos (paludis-
mo, dengue, leishmania, etc...), ya
que la forma infectiva (peligrosa)
se  encuentra

presentamos el escenario cldsico
de la transmisién del pardsito al
hombre. A parte de otros modos de
transmisién (congénita, transfusion
sanguinea, trasplante de 6rganos,
accidentes de laboratorio), los tria-
tominos también tienen una im-
portancia crucial en la transmisién
oral; esta transmisién ocurre por
consumo de bebidas y/o alimentos
contaminados por las heces de estos
insectos.

Ahora comprendemos que estos
insectos son peligrosos y estudiar
sus hdbitos, su comportamiento,
su relacién con el pardsito ayuda
a entender cémo se desarrollan los
ciclos de transmision, permitiéndo-
nos luchar de mejor manera contra

la enfermedad de Chagas.

en las heces
del insecto. El
insecto se in-
fecta cuando
se alimenta de
la sangre de
un mamifero
infectado, y

en la Figural

las mucosas debido a que la persona se rasca, los parasitos invaden las ’

células y la persona queda infectada.
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Cuatro cuestionamientos claves
que el componente molecular
puede ayudarnos a resolver

1) ;Cudl es la especie de los tria-
tominos capturados?

2) ;De qué huéspedes se alimen-
tan estos insectos?

3) ;Cudntos de estos insectos es-
tan infectados por 7. cruzi?

4) ;Cudl es el grupo genético del
pardsito que infecta estos insectos?

Identificando las especies de
triatominos

No se distinguen tan ficilmen-
te las especies de triatominos. Los
taxénomos las clasificaron en base
a su morfologfa agrupdndolas en
complejos de especies dentro de los
cuales estas pueden ser muy pareci-
das. Lo que es complicado es reco-
nocer a todos los miembros de una
misma especie, porque existe una
gran variabilidad intra-especifica
(misma especie) de tamano y co-
lores. También los triatominos son
insectos de gran “plasticidad”, capa-
ces de colonizar espacios bioclim4-
ticos (desde bosques andinos secos a
bosque tropicales himedos) y habi-
tats (naturales o artificiales) muy di-
ferentes, lo que a lo largo del tiempo
ha influenciado sobre sus caracteris-
ticas morfolégicas. Otro problema
es que las caracteristicas morfold-
gicas inter-especificas de las ninfas
son poco relevantes y la taxonomia
basada en la morfologia necesita
ejemplares adultos. Finalmente,
como para muchos organismos, la
identificacién morfolégica de las
especies de triatominos requiere en-
tomologos especializados, quienes
se basan sobre observaciones en el
estéreo-microscopio y claves de de-
terminacién de especies.

Las moléculas del ADN nuclear
y mitocondrial también cambian a
lo largo del tiempo: grandes partes
evolucionan de manera regular, te-
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niendo un papel de “reloj molecu-
lar”, lo que permite almacenar la
historia evolutiva del organismo en
este libro, que es el ADN. Lo fasci-
nante del enfoque molecular es que
el ADN se traduce en un escrito (se-
cuencia) que usa un alfabeto codifi-
cado que se almacena para siempre.
Aunque genomas enteros de varios
organismos sean en la actualidad
conocidos (secuenciados), no se po-
dia hasta recientemente secuenciar
el genoma entero de muchos orga-
nismos debido a que era un proceso
largo y muy costoso. Asi, la mayor
parte de los estudios moleculares
de los triatominos se limitan a la
secuenciacién de fragmentos de ge-
nes para grandes nimeros de espe-
cimenes usando el método de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”).
Escoger los fragmentos de genes
apropiados a su estudio es funda-
mental, y definir el propésito de in-
vestigacién, adaptar el muestreo de
insectos y escoger el fragmento de
ADN adecuado son los pasos mds
importantes que se recomiendan
para iniciar un estudio (Mas-Coma
and Bargues, 2009).

Ahora les presentamos un ejem-
plo: la Amazonia es una amplia re-
gién donde viven numerosas espe-
cies de triatominos. Hace 20 afos
no se reportaban casos de trans-
misién de la enfermedad, mientras
que ahora se considera a la enfer-
medad de Chagas como emergente
en esta regién. Asi, es primordial
conocer las especies que viven en

Figura 2. Cromato-
grama de un fragmen-
to de secuencia que
permite con el progra-
ma MEGAY validar la
secuencia final.

el ambiente selvédtico cercano a los
asentamientos humanos. En un
primer estudio que hicimos en Bo-
livia, cerca de la pequefa ciudad de
Yucumo, capturamos 34 ejemplares
de triatominos del género Rhodnius
(el género se reconoce ficilmente en
todos los estadios por la posicién
apical de las antenas en la cabeza
del insecto) (Breniére et al., 2017).
De estos 34 ejemplares, solamente
dos fueron adultos machos, y segin
el andlisis de su morfologia se duda-
ba entre dos especies parecidas, R.
stali o R. pictipes. Gracias al estudio
de los érganos sexuales de uno de
los machos, se pudo clasificar a los
dos machos, éstos eran morfolégi-
camente idénticos, como R. stali;
sin embargo, este andlisis es atn
mids especializado. Quedaban otros
32 ejemplares para los cuales no se
podia definir la especie por su mor-
fologia. Entonces, se secuenciaron
4 fragmentos de genes para cada
ejemplar (adultos y ninfas). La sor-
presa fue identificar una ninfa como
R. robustus y a los otros ejemplares
(ninfas y adultos) como R. szali.

Lo que se secuencia hoy, sera
valioso maiiana

Se inicia el proceso por la ex-
traccién del ADN de las patas del
insecto, y se secuencia el fragmen-
to de ADN blanco (Fig. 2). Luego
se busca en el banco de genes la(s)
secuencia(s) de mayor identidad
con la secuencia estudiada. Sin
embargo, combinar un enfoque fi-




logenético (drboles evolutivos) per-
mite analizar las relaciones entre los
especimenes en estudio y especies
vecinas gracias a las secuencias dis-
ponibles en bancos de genes (Fig. 3).
Al final del estudio, se enriquece el
banco de genes con las nuevas se-
cuencias.

Figura 3. Arbol filogenético construido
con secuencias de un fragmento del gen
citocromo b (369 bp). Incluye todas las se-
cuencias de las especies del género Rhod-
nius disponibles en banco de genes (Gen-
Bank). Las dos secuencias que se quieren
determinar (Hap1 Cytb y Hap2 Cytb) se
agrupan respectivamente con R. stali (color
verde) y R. robustus (color azul). R. ecua-
doriensis, principal vector en Ecuador, se
agrupacon R. pallescensy R. colombiensis
(color rojo). Datos comunicados por SF
Breniére.

Identificando las fuentes
alimenticias de los triatominos
Controlar la transmisién vecto-
rial de la enfermedad de Chagas es
un reto importante en varias regiones
de Latinoamérica. El conocer de qué
animales se alimentan los triatominos
nos permite ahondar no solamente (i)
sobre los huéspedes que mantienen es-
tas poblaciones en su medio ambien-
te, sino (ii) sobre los movimientos de
estos insectos relacionando las fuentes
alimenticias con el lugar de colecta del
insecto (dentro de la casa, en el peri-
domicilio o en el campo) (iii) sobre los
principales animales que pueden ser
potenciales reservorios. Los triatomi-
nos tienen ninfas muy parecidas a los
adultos, viven en el mismo hébitat y
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llevan una vida similar; asi, todos los
estadios son hematéfagos. Se podrd
entonces determinar las fuentes ali-
menticias en todos los estadios consi-
derando que las ninfas se desplazan so-
lamente caminando, mientras que los
adultos pueden caminar y volar. Hoy
en dia, la mejor manera y mds utiliza-
da de analizar las fuentes alimenticias
(sangre ingerida) de los triatominos
consiste en extraer el ADN del conte-
nido digestivo de cada insecto, y am-
plificar secuencias por PCR utilizando
cebadores universales para vertebrados
para ver si se alimentaron de mamife-
ros, reptiles, aves y anfibios; asi, este
proceso permite identificar todo tipo
de fuente alimenticia. En caso de mul-
tiples comidas (diferentes huéspedes)
se puede obtener una secuencia que
presenta muchas ambigiiedades (ob-
servacion de doble picos en el croma-
tograma) debido a la superposicion
de secuencias. En este caso, lamenta-
blemente, las especies no se pueden
determinar. Sin embargo, se resuelve
el problema por un método molecu-
lar (clonacién) que permite obtener
separadamente las diferentes cadenas
de ADN. Asi en 2009-2010, hemos
detectado en especimenes de Meccus
longipennis silvestres (vector principal
en el estado de Jalisco en México)
mezclas de fuente alimenticias de Das-
ypus novemcinctus (tat) con Bos taurus
(vaca) o Sigmodon sp. (pequeno roedor
silvestre) o Sceloporus occidentalis un
lagarto comun en la regién. En otro
ejemplar de M. longipennis, captura-
do dentro de una casa en un pueblo
Mexicano del estado de Nayarit, se
detectaron 4 diferentes fuentes ali-
menticias, Homo sapiens (ser humano),
D. novemcinctus, Sigmodon sp. y Mus
musculus (Breniére er al., 2010) y nos
sorprendi6é observar en estos insectos
capturados dentro de las casas muchas
fuentes de animales silvestres (Fig. 4).
Similares estudios se estdn realizando

en el CISeAL-PUCE.

Identificando los variantes
del parasito que infectan los
triatominos

Trypanosoma cruzi es un comple-
jo de cepas genéticamente muy diver-
sas. Ciertas cepas presentan grandes
distancias evolutivas similares a las
que se pueden observar entre especies
diferentes. Se propuso una clasifica-
cién sub-especifica de siete grupos
genéticos (Tcl a TcV1y Tcebat) llama-
dos DTUs (Discrete Typing Units).
También, las cepas de 7. cruzi tienen
caracteristicas biolégicas muy hete-
rogéneas, pero no existe una clasifi-
cacién bioldgica consensual que sea
utilizada para caracterizarlas. Es su
composicion genética que permite
clasificar las cepas en su DTU y en-
tonces el ADN aqui, juega otra vez
un papel indispensable. Cuando se
capturan triatominos, la primera
pregunta es conocer si estdn infecta-
dos por 7 cruzi, es decir, si son “peli-
grosos”. Se puede detectar al parasito
por su ADN, mediante el método de
PCR. Este método tiene como venta-
ja su alta especificidad y mayor sensi-
bilidad. También los fragmentos de
ADN permiten reconocer los grupos
genéticos del pardsito. Estos andlisis
permiten identificar a las cepas ais-
ladas en laboratorio, pero también
directamente a las cepas contenidas
en el intestino de los triatominos; de
este modo, se evita la seleccién de al-
gunas cepas sobre otras que ocurre
cuando se coloca las cepas en cultivo.

¢Qué podemos esperar de
las nuevas tecnologias de
secuenciacion masiva?

La secuenciacién de nueva gene-
racién (NGS, por sus siglas en inglés)
se refiere a varias tecnologias nuevas
y mds rdpidas de secuenciacion del
ADN y el ARN [Illumina® (Solexa);
Roche 454; lon torrent: Proton /
PGM; SOLiD]; revolucionaron de
manera eficaz la gendmica. Estas



tecnologias NGS se aplican
a genomas enteros o a partes
escogidas del genoma. Tienen
3 pasos comunes: (i) la prepa-
racién de las muestras a par-
tir de la extraccién del ADN
(produccién de una biblioteca
de fragmentos de ADN), (ii) la

amplificacién de los fragmen-

Por archivo CISeAL, F. Breniére y L. Carrizo

tos de ADN de forma separa-
da, de tal manera que se pue-
da formar paquetes de ADN
(clusters), (iii) la secuenciacién
de los paquetes. Estas nuevas
tecnologias son recientemen-
te aplicadas a triatominos. A
continuacién presentamos dos
ejemplos para dar una idea del
poder de estas nuevas tecnolo-
gias. Primeramente, aplicando
una estrategia de deteccién de
los genomas enteros (metage-
némica no dirigida) a conte-
nidos digestivos de Triatoma
dimidiata capturados en Guatemala,
se obtuvo alrededor de 3.25 millones
de secuencias por espécimen, con
aproximadamente 1% correspon-
diente al pardsito, 20% al triatomi-
no, 11% a bacterias, y 4% a fuentes
alimenticias (Orantes ez 2/. 2018); en
base a estas secuencias se obtuvieron
los resultados siguientes: i) la identi-
ficacién de las DTUs de 7. cruzi, ii)
la observacién de una diversidad bac-
teriana superior en los insectos infec-
tados, iii) la distincién de diferentes
poblaciones geogréficas del triatomi-
no y iv) la deteccién de fuentes ali-
menticias, como gallina, perro, pato
y ser humano. La segunda estrategia
(metabarcoding o metagenémica
dirigida) consiste en amplificar por
PCR fragmentos escogidos de ADN
como fragmentos especificos del tria-
tomino, del pardsito, para detectar
su variabilidad, y otros que permiten
detectar las fuentes alimenticias y el
microbioma (Waleckx ez /. 2019).
De esta manera, se ha podido detec-
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tar en 7. dimidiata del Yucatin (Mé-
xico) una diversidad de fuentes ali-

menticias y de genotipos de 7. cruzi
por insecto nunca antes reportada.
Esta informacién sin duda permitird
descubrir comportamientos y hébitos
de los triatominos desconocidos.
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