Hallazgo de Trypanosoma cruzi en momias
de mas de 4000 anos de antiguedad
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En este trabajo se reporia una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR} que permite la deteccion de
Trypanosoma cruzi por medio det estudio directo de tejides momificados humanos. Las muestras fueron traladas
para la extraccion de ADN y luego sometidas a la prueba de PCR, basandose en la ampiificacion de ia region
variable de los minicirculos del ADN dei cinetoplasto (KADN) de T cruzi, Debido a la especificidad de los iniciadores
y a ia alta reproducibilidad de la prueba se pudo estudiar la presencia de kADN en tejidos de corazén, esofago
e intestinos asi como la concordancia de los patrones obtenidos con ADN de parasitos de cultivo de cepas
Colombianas, De untotal de 40 muestras de 26 momias, ADN exiraido de 17 fragmentos de tejido {perteneciantes
a 13 individuos} fue positivo para KADN especifico de T cruzi, mientras que para los controies negativos no se

obtuvo el producto esperado de 330bp.

introduccidn

La practica de fa momificacion de cuerpos
humanes en el nueve mundo fue una caracteristica
muy comiin en la mayoria de las sociedades prehis-
panicas pertenecientes a diferentes grupos aborigenes
gue habitaron lo que hoy corresponde a paises como
Chile, Colombia, Argentina, Ecuador, Perd, Bolivia,
algunas regiones de Meso América y el sur de Estados
Unidos.

El estudio de restos humanos antiguos, no
solo permite conocer come murieron nuestros anlepa-
sados, sino también aporta informacion sobre las enfer-
medades que sufrieron y que en muchos casos siguen
afectandonos, ayudando a desarrofiar terapias para

combatirlas. Dentro de {a biologia humana, a paieopa-
tologia estudia las enfermedades que padecio et hom-
bre en el pasado, algunas de las cuales tuvieron cardc-
ter de endemia {presencia permanente en una zonaj},
Muchas de estas dolencias como es el casc de ia
enfermedad de Chagas, la fiebre amarilia y ai colera,
que al parecer causaron estragos en el pasado, mere-
cen especial atencién porque aun siguen siendo un
problema imporiante de salud pubtica.

La incidencia de la enfermedad de Chagas
es de cerca de 1 millon de casos por ano y la mortakidad
estimada arroja valores de unas 5.000 muertes por
ano.

Esta enfermedad se caracteriza por tener
una fase inicial de infeccidn, duraste ia cual hay para-
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sitos circufando a través del #ujo sanguineo, ademas
de repiicacion del parasito en célutas del miocardio,
macrofagos, fibroblastos y células del sistema
nervioso. Despues de 8 a 10 sema-nas sigue la fase
indeterminada en la cual disminuye la parasitemia
debido a {a respuesta inmune. Este periodo puede
tener una duracién de 10 a 20 afios y generalmente
es asiniomatico. Per uitimo en fa fase cronica hay baja
parasiternia y lesiones que incluyen cardiopatia cronica
y alkeraciones cronicas digestivas y neurolégicas (2.

Distintos rasgos paleopatologicos como son
megacoion, megaeséfago y cardiopatias, encontrados
por Rothhamer et al, 1985, en momias chilenas data-
das de 470 B.C. hasta 600 A-D., fueron motivacion
suficiente para emprender el estudio de deteccion de
ADN de T cruzi en cuerpos con momificacion espon-
tanea. Hemos recuperade ADN de varios entierros de
fa cultra Chinchorra entre otras, lo que ha permitido
ef analisis basado en PCR de secuencias de ADN
mitocondriai. El material genético fue obtenido a partir
de tejido suave interno de 26 individuos. Este ensayo
podra ser aplicado en ia deteccion de otros agentes
infecciosos en tejidos momificados.

Enfermedad de Chagas en Sudamérica
precclombina

Los estudios sobre condiciones ostecpato-
ldgicas en momias han tenido un considerable desa-
rroflo en fa Antropologia Fisica (3). Sin embargo, en
los Uftimos tiempos, andiisis en lefidos blandos han
permitide conocer de alguna forma el estado de salud
de las pobiaciones precolombinas, diagnosticar causas
de muerle con cierto grado de exactitud y describir
patoiogias de enfermedades que han sido siempre un
problema importante en la salud det hombre como es
el caso de la enfermedad de Chagas, todo esto gracias
a que nuevas técnicas de investigacién y diagndstico
come la biclogia moiecular han sido desarroliadas para
que sean aplicables a materiales arqueoldgicos.

Los diferentes estudios en restos humanos
han generado un gran potencial informativo que junto
con datos histdricos, complementan la informacicn
necesana para fa interpretacion de nuestro pasado.
De esta forma se pueden establecer vinculos mas
consistentes entre los datos fisiopatoldgicos y la
naturaleza socic-culturat def grupo observade para una
reconstruccion mas acertada def poblamiento pre-
hispdnico (3}.

La regidn de origen de las momias en esludio
es e} valle de Azapa, asiento de una extensa unidad

poblacicnal con caracteristicas regionales, a la que
se e ha llamado cultura Chinchorra. Los Chinchotros
fueron unos cazadores pescadores, que se establecie-
ron en las regiones costeras de! sur del Pert y norte
de Chile, hace aproximadamenie 9.000 anos.

La movitidad de un lugar a otro jugo quizas
un papel importante, debido a la economia de subsis-
tencia. Esto sugiere la hipotesis de oleadas migracio-
nales provenientes de los rdpicos que, via trasandina,
liegaron hasta las zonas mas aridas.

Climatologicamente esta zona es un higar
muy seco y arido, frecueniemente erosionado por el
viento. Las condiciones de escasa humedad hicieron
que ef sector fuera considerado ideai para habitar, al
estar lejos de charcos y cienagas, habiadas por
insectos transmisores de paludismo y otras
enfermedades (4).

El término Chinchorro se refiere a una playa
en Arica, Chile, donde el arquediogo aleman Max Uhle,
descubrid numerosos cuerpos de momias durante sus
excavaciones en 1910, En 1919 Uhie realizd un estudio
donde describia fas momias de ios aborigenes de
Arica, dividiéndolas en tres grupos:

- Momias de tipo simple
- Momias de preparacion compiicada
~ Momias cubiertas de barro

En este trabaje se contd con momias del
primer tipo las cuales se caracterizan por no tener
ninguna evidencia de {ratamiento interno del cuerpo
{Momificacion natural}. Hoy en dia es usuai encontrar
momias de esie tipo, que fueron secadas por el calor
generade por ¢l sol con todos sus drganos intactos
debido solo a la falta de agua (5}.

Iniciadores utilizados

Los dos sistemas mas importantes reciente-
mente utilizados en fa ampiificacion de ADN son los
minicirculos de los cinetoplasios y las secuencias saté-
lites (6). Experimentos anteriores han sugerido que fa
amplificacion de ADN de los minicirculos de los ciheto-
plastos es un muy buen método ya que es capaz de
detectar {a presencia de una sola célula de parasito
en 20 ml de sangre {6).

Con et fin de contar con un método sensible
y especifico para la deteccidn del parasito en muestras
bioldgicas, se usaron 2 oligenuciedtidos (S35-536) con
base enlas regiones conservadas enconiradas en los
minicirculos de T, cruzi. Estos iniciadores tienen la
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siguiente secuencia:
535
5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3y

536
5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3 -
MATERIALES Y METODOS

Materiat de estudio

El material momiticado fue provisto por el Dr.
Arthur Aufderheide {Faleobioclogy Laboralory,
University of Minessota, School of Medicine, Duluth,
US.A)

Las muestras fueron obtenidas de restos
humanos provenientes del desierto de Atacama, Norte
de Chile y Sur del Perd. Las condiciones aridas en
esta region producen comunmente momificacién
espontanea por una rapida desecacion de los restos
humanos enterrados.

Las mornias usadas en este estudio fueron
seleccionadas al azar deniro de las muestras enviadas
por el Dr. Aufderheide. La antigliedad del material
abarca desde 7500 anos antes de nuesira era hasta
tiempos coloniales.

Arqueologicamente pertenecian a 7 grupos
culturales;

- La cuitura Chinchosro data de 7500-2000 AC.

- La cultura Alto Ramirez data de 1000-350 AC.

- La cultura Cabuza data de 350-1000 DC.

« La cultura Maitas Chiribaya data de 900-1250 DC.
- La cultura Gentilar data de 1200-1350 DC.

- Colonial

- San Lorenzo

- Camarones-9

Se escogieron 26 de 29 individuos propor-
cionados y se trabajaron preferencialmente tejidos
coma cotazon, esdfago y colon.

El numero de muestras analizadas fue 40,
correspondiente a diferentes tejidos repartidos en los
26 individuos, Elcontrol negativo {tejido de momifica-
cion espontanea de adolescente del desierto de Egipto)
incluye muestras de higado, muscuto y pulmon, mien-
tras que del control positivo {Forpaciari) se analizaron
muestras de los siguientes tejidos: recto, colon
transverso, corazon y esdfago.

Come un control posilivo adicional se uso
ADN de T cruzide cultivo, cepa Y-Sousa.,

Extraccién de ADN

El ADN se extrajo mediante el métedo
tradicional de fenol-clorefarmo o mediante un kit co-
mercial, siguiendo el protocolo indicado en el manual.

Ampiificacién de ADN de T. cruzi

En cada reaccion de ampiificacion de 20 i se
usaron: Buffer 10X, MgCI2, KC|, dNTPs, S35 y 536,
Taq Polimerasa y 2 { det ADN extraido. Para las
reacciones de PCR se usd up termociciador MJ
Research PTC-100 programado con el siguiente perfil
termico-. 35 ciclos de 34C 1 minute, 60C 1 minuto,
72C 1 minuto; una denaturacidn inicial de 5 minutos a
94C y una exiension final de 5 minulos a 72C. En todas
tas reacciones de amplificacion se incluyeron controles
positivos con ADN det parasito de cuitivo y blanco de
reaccion {rmezclas de reaccion sin ADN).

Después de {a amplificacion, los productos
de PCR obtenidos fueron visualizados por electrofore-
sis en geles de agarosa al 2% y observados bajo luz
uitravioleta, los productos de PCR una vez mezclados
con el tampon de carga fueron sembrados en los
diferentes pozos. Se conectd la cubeta a la fuente de
podery se selecciono ef voltaje {70V, constante}. Una
ve2 el ADN completo el recorrido, se tomd una foto-
grafia del misma.

Digitalizacion y anatisis de imagenes

Para cbtener un estimativo del tamafo mo-
fecular de las bandas, se sirvieron en cada gel marca-
dores de peso molecular. De esta forma el peso de un
fragmente de ADN se puede estimar comparando su
movilidad con las de los estandares corridos en el
mismo gel, La distancia de cada estandar de peso
molecular es medida desde la parte superior dei gel,
obteniéndose asi una curva de calibracion. El peso
molecular de la banda carrespondiente al producto de
PCR obtenido, se interpola después con base a su
distancia de migracion.

Una vez iomadas fas fotos de los geles, se
procedio a digitalizarias con ayuda de un scanpner. Las
imagenes digitalizadas fueron analizadas con ayuda
de un computador Macintosh Quadra 605 utilizando
et programa NiH-image.
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RESULTADOS
Exiracciones de ADN

Se Hevaron a cabo experimentos para deter-
minar el método 6ptimo para la extraccién de ADN,
ademas de prevenir cualquier problema resultado de
fa inhibicion de la amplificacién en cualquiera de las
muestras de ADN purificado. Dos métodos de extrac-
cién fueron probados y comparados: purificaciéon por
columna (Kit Pharmacia Biolech} y extraccion con el
metedo clasico de fenol-cloroformo. Segun los resulta-
dos obtenidos hay una pequena diferencia entre los
dos métodos, ya que con el kit ademas de obtenerse
amplificacion para todos los controles positivos de
momia exlraidos, presentaron también amplificacion
otras muestras problema, para las cuales las
reacciones de PCR a partir de ADN extraido con ef
metodo de fenol-cloroformo fuersn negativas. Hay que
mencionar también que se abservo un precipitado
blanco en la mayoria de las muestras extraidas con el
métode ciasico; es posible que este precipitado
corresponda a un exceso de proteinas.

Condiciones dptimas para ia PCR

Se realizaron ensayos preliminares para
establecer un protocolo en ef cual las reacciones fueran
reproducibles y ta ampiificacion de buena calidad. Las
reacciones para la estandarizacion de la técnica,
comprendian ensayos con diferentes concentracicnes
de MgCi2 iniciadores y Tag polimerasa, asi come
diferentes temperaturas de aniflaje y nimero de ciclos.

Se realizaron titulaciones del ion magnesio
para determinar cual era su concentracién optima en
la reaccién de PCR. Despueés de realizar varios
ensayos se encontré que 2 mM era la conceniracion
final, con la gue se obtenian las bandas mas nitidas.

La temperatura de anillaje es otro factor que
influye directamente sobre la especiticidad de la PCR
{7). Asi cuando la temperatura es aita, aumenta la
especificidad del anitlaje, mientras que al disminuir la
temperatura disminuye también la especificidad Se
encontré que ia temperatura de anillaje mas apropiada
era de 60C.

Para escoger el ADN de cultivo que seria el
controi positivo para todas las reacciones, se realizaron
numerosas amplificaciones condiferentesADNs de T
cruzi de cultivo proporcionados por el CIMPAT.
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Una vez determinadas las condiciones opli-
mas de amplificacién con el control de ADN de tripanoc-
soma de cullive, se procedié a hacer las reacciones
de PCR con las muestras problema {extracciones de
ADN de tejido de momia}. Catorce de las 40 muestras
analizadas, presentaron amplificacion dei fragmento
esperado 330 bp.

DISCUSION DE RESULTADOS

Los origenes de la mayoria de las enferme-
dades humanas se pierden en {a bruma de {a historia
{5). Sin embargo en la literatura sobre el hombre
antiguo se encuentra que éste conocia las infecciones
parasitarias de su medio. Tal es el caso de medicos
de Mesopotamia, gquienes diagnosticaron ia hematuria
y hasta atribuyeron su causa a una lombriz, o indigenas
de México y Peru que utifizaron antiheiminticos {8).

Sir Armand Ruffer fue el primero en mostrar
que {as momias pueden ser utilizadas para el estudio
de las enfermedades del hombre en las civilizaciones
antiguas {(9); de hecho documentd por primera vez en
1910, ia presencia de parasitos en restos momifica-
dos {8). Con maycr razén, con la tecnologia actual es
posible realizar anafisis directos de los cuerpos de
individuos que murieron hace miles de afios.

El genoma de T cruzi se caracteriza por su
abundancia en secuencias de ADN repetitivo, el cual
ha sido objeto de estudio y ha sido usado corno blanco
para la deteccién e identificacién del parasito; ainque
una gran parle de estos elemenios repetitivos se
encuentra en el ADN ribosomal podemos encontrario
tambign en los minicirculos de los cinetoplastos; este
es un punto de parida adecuado para ef analisis e
identificacion de muestras infectadas con el parasito.
Existe una gran razon para la escogencia de esta
secuencia de ADN reiterada y es que es esencial tener
un numero grande de copias de la secuencia blanco
para {a ampiificacidén por PCR, pues et ADN de copia
inica es mas dificit de ser detectado {10}.

Como se indicd anteriormente, en el caso
de Teruzi |las regiones conservadas de los minicirculos
estan presentes en cuatro repeticiones situadas a 50
grados unas de otras (11} estas mini repeticiones
proporcionan secuencias especie-especificas,
apropiadas come iniciadores en !as reacciones de
ampiificacion de ia regién adyacente de 330 bp.

Algunos autores tambien han enfocado sus
estudios en la identificacidn de T cruzi en tejidos
momificados a través de técnicas con micrascopio
electrénico e inmunoquimicas.
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Los resultados del presente estudio confir-
man {a apiicacion del PCR (12} en situaciones donde
ofros métodos aungque muy sensibles para el diagnos-
tico de ia enfermedad de Chagas no son viables como
es ef caso del estudio en momias.

La primeta parte del estudio se inicia a pariir
de ensayos con los controles positivos de ADN de T.
cruzide cultivo y ef bfanco de reaccién; se procedié a
tener un rigurose control sobre cualquier posible factor
de contaminacion; incluso se probaron reacciones de
ampiificacion con 25 y 30 ciclos, ya que la disminucion
dei numero de ciclos en la reaccion de PCR es impor-
fante cuando se tienen problernas de contaminacion
por eventos raros de amplificacion en el control
negativo {13}. De esta forma, se evitaron interpreta-
ciones erréneas de falsos positives.

Se obtuvieron resultados diferenciales en la
amplificacion segun el métode de extraccion utilizade.
Esto puede ser debido a dos factores; el primero es
tjue se deben reakizar varias extracciones de un mismo
iejido, ya que ia probabilidad de encontrar nidos de
amastigotes en los mismos no s muy alta por lo que
es probable que solamente con algunc de los dos
métodos se acerld a tomar el pedazo de tejido donde
s& encontraban tripanosamas. Es importante notar gue
los tripancsomas normalmente son abundantes sélo
en la fase aguda de la enfermedad, mientras que en
la fase cronica los protozoos circulantes son minimos.

El otro punto a resaltar es en el que conver-
gen algunos autcres acerca de como se desarrolla la
enfermedad de Chagas. Las dos grandes hipdtesis
de ia fisiopatologia de Chagas son que la enfermedad
es causada por dano directo del parasito o que es
causada indirectamente por una respuesta autoinmune
precipitada por la infeccion crdnica con T, cruz; (14).
Si el dano es producido directamente por el parasito,
altos niveles del mismo deberian estar presentes en
los tejidos en infecciones cronicas, por lo tanto habria
mayor posibilidad de que la prueba de PCR diera
positiva. Si los niveles del parasito no son tan aftos,
como en el caso de una reaccion autoinmune, se hace
necesario un mayor ndumero de reacciones de PCR
para la detsccion de T. cruzi Nuestros resultados
indirectamente apoyan la posibilidad de una etiologia
autoinmune.

La amplificacion de fragmentos especificos
de los minicirculos del KADN provee un método sensi-
ble y especitico para la deteccion de T cruzs. Por medio
de este estudio se corrobors la eficiencia de la reaccion
de arnplificacion con los iniciadores.

Presencia de un exceso de ADN humano no tiene
efecto en {a amplificacidn

La PCH puede ser usada para ampiificar
fragmentos, especificos de los minicircuios de KADN
para fa deteccion de T cruzi en presencia de un exceso
de ADN humano ya que este no interfiere con el proce-
s0 de ampiificacion del producio de 330 bp. La presen-
cia de bandas adicionales de peso moilecular bajo,
presentes en las muestras e incluso en los controfes
negativos, son probablemente debidas al aute aniliaje
de los iniciadores.

Cabe anotar que adicional a las bandas de
330 bp y de 660 bp (que es la obtenida por amplifica-
cién continua de dos regiones variables contiguas),
se observé recurreniemente una banda s#tuada entre
fos 700 y 800 bp. Esta banda podria presentarse por
inespecificidades.

Adaptacion temprana Trialoma infesfans a habitats
humanos

La transicion de una subsistencia basada en
ia caza y recoleccion a un estado de sedentarismo
pudo darse alrededor de los 4000 A.C. {21}, La agricul-
ura y la ganaderia son quiza los factores mas significa-
tivos en el asentamiento de las poblaciones humanas
tempranas. Este hecho favorece por su lado que los
parasitos puedan establecerse y adaptarse a nuevas
condiciones debido a las continuas reinfecciones scbre
el hospedero {15). Catpintero y Viana, 1980 han espe-
culade sobre {a adaplacién de los friatomineos a las
viviendas humanas y proponen que esta iuvo |lugar
muy tempranc en un foco de las sierras cenirales de
Argentina, asi como sur de Perd y Bolivia. Ademnas la
antigua costumbre de cria de cobayos, de los aborige-
nes andinos para su consumao, pudo favorecer la adap-
tacién de Triatomas a jos habitats humanos. Por otro
tado, grandes mamiferos como ios camelides america-
nos, probablemente fueron hospederos de T infestans
antes de ser domesticados por el hombre.

La presencia de la enfermedad de Chagas
en poblaciones ancestrales parece ser un evenio
netamente accidental, ya que en la medida en que el
hombre fue entrando en contacto con los focos natura-
les del ciclo parasitario, provoco un desequilibrio ecold-
gico {12} forzando a ios triatomineos a ocupar
viviendas humanas; de esta forma los insectos
accedieron a una gran oferla de recursos alimenticios
y proteccidn de predadores y fas inclemencias del
tiempo. Comienza asi un largo periodo de adaptacion
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de T. infestans al ambiente humano favorecida por las
migraciones de estos antiguos pobladores y la coloni-
zacion de nuevas tierras.

5in embargo, también es posible que las
prirneras poblaciones cen casos de Chagas hubieran
adquirido ia enfermedad antes de lograr un sedenta-
rismmo definitivo, debido a la ingestion de animales
muertos que ya estaban infectados con T, cruzi.

Otro punto que sustenta la presencia de la
enfermedad de Chagas como evento recurrente en
estas poblaciones precoiombinas del sur del conti-
nente, es el hallazgo de ceramicas y arlefactos culiura-
les que hacen pensar que se conocia elinsecto vector
de ja enfermedad. Ademas el materiat de construccién
de viviendas mas ampliamente disponible fue la tierra
(adobe} con gran cantidad de grietas en las paredes
generando un refugio ideal para los insectos.

Aungue parece un numero allo que 12 de
26 individuos diferentes (46%) resultaran con amplifi-
cacion positiva para T. cruzi, cifras actuales muestran
que la poblacion infectada por este pardsiic en Chile
es del 10% y que otro 15% esta expuesla a adquirir la
infeccion {12).

Evidencia histocpatoiégica de Chagas

Las megalias fueron las complicaciones mas
frecuentes, observadas en varios de los individuos
estudiados {16}. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para determinar fa relacién entre la cardiome-
galiay ia enfermedad, ya que ésta pudo ser fisiolégica
debido a que estos individuos habitaban e} Altiplano,
Este hecho parece bastante probable, segun los
resuliados obtenidos (9}, en su estudio sobre enfer-
medades respiratorias en habitantes precolombinos
del norte chileno.

Cabe resaltar que este trabajo confirma gue
los métodos moleculares son una gran herramienta
que permite compiementar estudios scbre el pasado,
los cuales son muy imporlantes para entender y resol-
ver fos problemas del futuro. Por medio de! preyecto
de tripanosomosis en momias se puede estudiar la
evolucion de la enfermedad a través de los afios.

Es asi como este estudio demuestra que los
residentes de la costa sudoeste de Sur América
sufrieron de tripanosomosis americana desde hace por
lo menos 4000 afnos,
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CONCLUSIONES

Ef acceso al ADN de parasitos protozoarios
en restos humanos, mediante ia amplificacion por
FCR, abre una gran puerla para una nueva area en la
busqueda e identificacion de ias enfermedades que
afectaron a poblacicnes ancestrales, como es el caso
de {a enfermedad de Chagas.

Este estudic indica que fa enfermedad de
Chagas pudo ser comun en ei norte de Chile precolom-
bino, siendo quiza ésta una importante causa de
muerte dentro de la poblacidn. La imperancia de ias
enfermedades en e} coniroi de las poblaciones,
demanda que mas atencién sea dada al estudio de
las evidencias disponibles en las infecciones del

hombre temprano.
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