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Resumen

La poblacion de Hidalgo cuenta con una diversidad genética muy extensa, la cual no
se ha identificado por medio del estudio de sus frecuencias alélicas. La predisposicion a la
adquisicion de algunas enfermedades que presenta la poblacion de Hidalgo se puede
determinar por medio de la identificacion de los alelos dominantes de sus habitantes. Tal es
el caso de la enfermedad de Chagas, infeccion que se presenta en la mayor parte del pais
incluyendo Hidalgo y los casos reportados van en aumento a nivel tanto estatal asi como
nacional e internacional. En México se ha incrementado el uso de marcadores genéticostipo
“Short Tandem Repeats” o Repeticiones Cortas en Tandem para la determinacién de
frecuencias alélicas de una poblacion, debido a que presenta un excelente poder
discriminativo. En el presente trabajo se analizaron los alelos dominantes de 44 individuos
nacidos en Hidalgo tomando este grupo como grupo control, asi como las frecuencias alélicas
de 44 pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas. Para este estudio se utilizaron los
marcadores genéticos D7S820, D8S1179, D21S11, D18S51 y D5S818. Se obtuvo el material
genético para su analisis por medio de muestras sanguineas de individuos sanos de diferentes
municipios de Hidalgo, asi como de pacientes con Chagas. Se extrajo el ADN de cada
muestra y se realizaron ensayos de PCR con marcadores de microsatélites. Los genesfueron
secuenciados y se realiz6 un analisis in silico. Finalmente, se realizé un andlisis estadistico y
con los resultados obtenidos se gener6 una base de datos. De acuerdo a los resultados que se
obtuvieron en este estudio, la predisposicion de los habitantes de Hidalgo a adquirir la
enfermedad de Chagas no sélo podria depender de la interacciéon de la poblacion con el
insecto vector, sino que existe un factor genético que los hace mas vulnerable a adquirir

dicha enfermedad.



Abstract

The population of Hidalgo has a very extensive genetic diversity, which has not been
identified through the study of its allelic frequencies. The predisposition to the acquisition of
some diseases presented by the population of Hidalgo can be determined by means of the
identification of the dominant alleles of its inhabitants. Such is the case of Chagas' disease,
an infection that occurs in most of the country, including Hidalgo, and reported cases are
increasing at the state, as well as national and international levels. In Mexico, the use of
genetic markers such as "Short Tandem Repeats” or Short Tandem Repeats has been
increased for the determination of allele frequencies of a population due to its excellent
discriminative power. In the present work, we analyzed the dominant alleles of 44 individuals
born in Hidalgo taking this group as a control group, as well as the allelic frequencies of 44
patients diagnosed with Chagas disease. The genetic markers D7S820, D8S1179, D21S11,
D18S51 and D5S818 were used for this study. The genetic material was obtained for analysis
by means of blood samples from healthy individuals from different municipalities of
Hidalgo, as well as from patients with Chagas. The DNA was extracted from each sample.
PCR assays were performed with microsatellite markers. The genes were sequenced and an
in silico analysis was performed. Finally, a statistical analysis was performed and a database
was generated with the results obtained. According to the results obtained in this study, the
predisposition of the inhabitants of Hidalgo to acquire Chagas disease could not only depend
on the interaction of the population with the vector insect, but there is a genetic factor that

makes them more vulnerable to acquire said disease.



l. Introduccion

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una enfermedad
potencialmente mortal transmitida principalmente por la picadura del insecto triatbmino,
mejor conocido como chinche besucona. El parésito causante de la enfermedad
(Trypanosoma cruzi) habita en las heces del insecto, al momento de picar a su victima, este
se rasca muy cerca de la picadura, de esta manera arrastra al parasito hacia la lesion causada

ocasionando que el parasito pueda ingresar al torrente sanguineo.

Se le considera como una enfermedad endémica de Ameérica latina aunque, debido a
los procesos migratorios de la poblacidn se reportan casos en todo el mundo convirtiéndola
en una enfermedad cosmopolita. Los principales sintomas de esta enfermedad comienzan
con la aparicién del chagoma que es una lesion que se presenta en el area donde ocurrio la
picadura, posteriormente se presenta un edema bipalpebral izquierdo que es la hinchazon del
parpado superior izquierdo, este Ultimo sintoma es muy caracteristico de la enfermedad y se
presenta aproximadamente a los 15 dias después de que ocurri6 el contagio. Afios despues,
comienza la segunda fase de la enfermedad, en la cual se desarrollan fallas cardiacas,
digestivas y en el sistema nervioso periférico. Durante esta fase el corazén es el drgano que

presenta una mayor afectacion como insuficiencias cardiacas progresivas y cardiomegalias.

De acuerdo a las ultimas cifras reportadas, los casos de pacientes diagnosticados con
enfermedad de Chagas van en aumento posicionando a México como pais endémico de la
enfermedad y a Hidalgo entre los primeros cinco estados mas afectados con la enfermedad.

Estudios previos a esta investigacion se enfocan en determinar si existe un riesgo a
adquirir laenfermedad de Chagas basandose en la interaccion entre el insecto y los habitantes
de una poblacion en particular. En el presente estudio, se determinara si existe una

predisposicion genética en la poblacidn de Hidalgo a adquirir la enfermedad de Chagas.



El uso de microsatélites tipo short tdndem repeat (STR’s) se ha expandido a nivel
mundial rapidamente, debido a que demuestra ser un método muy eficiente y confiable para

la determinacion de frecuencias alélicas de una poblacion.

Por otro lado, el uso de bases de datos que contengan las frecuencias alélicas de una
poblacién en especifico es de gran utilidad en estudios de identificacion de individuos,
pruebas de paternidad y de analisis forenses. Uno de los objetivos principales de este trabajo
es contar con una base de datos que contenga esta informacion genética de la poblacion de

Hidalgo para facilitar este tipo de investigaciones.



I1. Antecedentes

2.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un parésito intracelular perteneciente a la clase
Zoomastigophora, orden: Trypanosomatida, familia: Trypanosomatidae, género:
Trypanosoma. Se caracteriza por poseer un solo flagelo y una sola mitocondria, en la cual se

encuentra su genoma ordenado y compactado en una region denominada cinetoplasto. (Fig.
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Figura 1. Muestra sanguinea de un paciente infectado con enfermedad de Chagas donde se
observa el parasito Trypanosoma cruzi. Fuente:
accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1507 &sectionid=102897



A lo largo de su ciclo de vida presenta diferentes estadios: amastigote (Fig. 2), el cual
posee una forma esférica u ovalada y es la etapa donde el parasito se divide de manera
intracelular en los tejidos del huésped formando asi pseudoquistes; epimastigote (Fig. 3), en
donde el parésito presenta una forma alargada y posee un flagelo libre, esta forma celular se
encuentra principalmente dentro del tracto digestivo del vector y finalmente tripomastigote
(Fig. 4), los cuales presentan un flagelo y una membrana ondulante a lo largo del cuerpo, se

localizan en la sangre del huésped y es la forma infectante de la Enfermedad de Chagas.® 2

Figura 2. Muestra sanguinea de un paciente diagnosticado con enfermedad de Chagas, se
observa un parasito de Trypanosoma cruzi en su fase amastigote. Fuente:
www.pasteur.fr/recherche/unites/tcruzi/minoprio/tropical/chagas/chapter3.html


http://www.pasteur.fr/recherche/unites/tcruzi/minoprio/tropical/chagas/chapter3.html

Figura 3. Muestra sanguinea de un paciente diagnosticado con enfermedad de Chagas, en
donde se observa el parasito de Trypanosoma cruzi en fase de epimastigote.
Fuente: www.pasteur.fr/recherche/unites/tcruzi/minoprio/tropical/chaga/chapter3.html
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Figura 4. Muestra sanguinea de un paciente diagnosticado con enfermedad de Chagas donde
se observa un parasito de Trypanosoma cruzi en fase de tripomastigote. Fuente:
www.medchem.com/Para/Prob%200f%20Month/Prob%200f%20Month%2013%20January
%2002.htm

A nivel genético Trypanosoma cruzi se divide en dos grandes grupos: Trypanosoma
cruzi 'y Trypanosoma cruzi Il, el cual se divide a su vez en cinco subgrupos: Trypanosoma
cruzi lla, 1lb, llc, 11d y le. Este dltimo grupo (Trypanosoma cruzi Il) se reconoce como el

mas relacionado con casos cronicos de la enfermedad de Chagas en Sudamérica.? 3
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2.1.1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi se divide en dos principales etapas. La primera
tiene lugar en los mamiferos infectados e inicia cuando el triatdmino o chinche transmisora
pica y defeca cerca de la herida que causd. Los tripomastigotes metaciclicos son transmitidos
por medio de las heces del insecto y entran al torrente sanguineo atravesando las membranas
mucosas del hospedero al momento de que éste se rasca la herida e infecta el area circundante.
Cuando entra en las células del hospedero, se convierte en amastigote. En esta etapa el
parasito se reproduce por mitosis. Despues de reproducirse y aumentar de nimero, se forman
pseudoquistes. ElI amastigote vuelve a su forma de tripomastigote y rompe la célula para
liberarse e infectar a otras células vecinas e iniciar nuevamente con el ciclo de vida del

parésito.

La segunda etapa tiene lugar en el intestino del insecto vector. Cuando el triatdmino
pica a un hospedero infectado, los tripomastigotes pasan a través del torrente sanguineo.
Dentro del intestino del insecto se transforman en epimastigotes y constituyen una segunda
etapa reproductiva. Después de reproducirse mediante mitosis, los epimastigotes entran al
recto y se convierten en tripomastigotes metaciclicos, los cuales son evacuados mediante las
heces y asi pueden infectar a un nuevo hospedero repitiendo el ciclo. Durante esta fase los
parésitos se multiplican por medio de fisién binaria para después de unos dias romper las
células tisulares dando origen al tripomastigote. Esta forma del parasito es visible en el

torrente sanguineo” (Fig. 5).
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Figura 5. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Fuente: http://www.revistasbolivianas.org.bo/
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2.1.2 Modo de transmisién de Trypanosoma cruzi

La transmision de Trypanosoma cruzi al humano se da a través de la picadura del
insecto hemat6fago de la subfamilia Triatominae mejor conocido como “chinche

besucona.”

Se reconocen cinco modos de transmision de la enfermedad:

e Transmision vectorial. Es el modo de infeccién més coman. Se produce a través de
la picadura del triatdmino. En algunas ocasiones, el parasito puede pasar al
hospedero por medio de las mucosas si las heces del parésito se han depositado

cerca de las mismas.

e Transmision vertical. Es la segunda causa de transmisién mas frecuente y se da de
madre a hijo. Si una mujer presenta la enfermedad de Chagas durante el embarazo,
puede transmitirla al bebé. Los hijos de madres diagnosticadas con Chagas deben
realizarse pruebas de laboratorio que descarten o confirmen la presencia de la

infeccion.

e Transmisidn por transfusion sanguinea y sus derivados. Es el modo detransmision
menos probable, ya que en la actualidad se establecen mecanismos de control en
los bancos de sangre y en procesos de donacion de érganos, aun asi se llegan a
presentar casos de este modo de transmision principalmente en paises

subdesarrollados.

e Transmision por via oral. La ingesta de alimentos o bebidas contaminadas con
heces del insecto son un foco de transmision de la enfermedad de Chagas. Este
modo de transmisién es poco frecuente y se presenta principalmente en paises

considerados como endémicos del triatdbmino.
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e Transmision por contacto directo con el parasito. Se presenta en individuos que
tienen un contacto directo al manipular muestras que contengan el parasito o

trabajen directamente con el insecto.*

En México existen pocos casos publicados de transmision de T. cruzi por transfusion
sanguinea, aunque se han documentado 4 casos estimando que se presenten anualmente 1800

casos de transmision por esta via.®

2.2 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas fue descrita por primera vez en 1907 por el médico
investigador Carlos Chagas en Minas Gerais, Brasil, al observar una plaga de insectos
hematofagos en casas rurales en el Amazonas. Al analizar estos insectos, descubre en sus
intestinos a un protozoo flagelado que también observo en la sangre de los monos titi
(Callithrix penicillata) de la region.* Una vez que aisld al parésito, lo cultivd y reprodujo la
infeccion en mamiferos para observar el curso de la enfermedad en animales de laboratorio.
La enfermedad de Chagas la pudo observar y describir con el caso de Berenice, una paciente
de dos afios de edad, quien presentaba fiebres, hepato y esplenomegalia; con la sospecha de
que se tratara de malaria, Carlos Chagas examina el frotis sanguineo y encuentra el mismo
protozoo flagelado observado en los triatdminos.> © Berenice muere hasta los 82 afios siendo
portadora de la infeccion y sin presentar ninguna patologia propia de la enfermedad al
momento de su deceso.’ El caso de Berenice fue el primer caso de tripanosomiasis descrito

a nivel mundial.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis es una infeccion que causa principalmente
cardiopatias, megaesofago o megacolon. Esta enfermedad afecta principalmente a
mamiferos. En México, los primeros casos reportados de la enfermedad de Chagas fueron
los de dos pacientes procedentes de Oaxaca diagnosticados con la enfermedad y estudiados
por el Dr. Luis Mazzoti en 1940. No fue sino hasta 1980 cuando el Dr. R. S. Goldsmith

relaciond la incidencia de la enfermedad de Chagas con las viviendas rurales y el entornoen
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el que se desarrollaban los pobladores, las cuales resultan favorecedoras para la proliferacion

del insecto.®

2.2.1 Caracteristicas de la Enfermedad de Chagas

Se pueden distinguir dos fases dentro de la enfermedad de Chagas: la fase aguda, la
cual no suele presentar sintomas y pasa desapercibida en el 90% de los casos, algunos
sintomas que pueden presentarse lo hacen hasta el sexto dia después de la adquisicion de la
enfermedad. Los sintomas que presenta esta fase son inflamacion en el area en donde el
insecto pico al hospedero, aparicion de edemas o chagomas, edema bipalpebral unilateral, en
algunos casos se presenta fiebre, parasitemia, linfoadenopatias, vomitos y diarrea®. La fase
aguda se presenta en el 5% de los pacientes con Chagas y tiene una duracién aproximada de
2 a 3 semanas hasta 4 meses. Los primeros sintomas se presentan a los diez dias del

contagio.%®

En esta fase se presenta ademés el signo de Romafia-Mazza o edema bipalpebral
izquierdo, el cual es una lesién nodular subcutanea de color violeta. Los sintomas mas
frecuentes son fiebres poco elevadas, mialgias, artralgias y hepato y/o esplengomegalia.
Cerca del 1% de los casos presenta complicaciones como meningoencefalitis, miocarditis o

pericarditis, las cuales tienen desenlaces fatales en nifios y ancianos.
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Figura 6. Signo de Romafia- Mazza. Fuente: http://archive.is/D3FQY -selection-1405.52

La fase cronica dura entre 5 y 20 afios, es asintomatica con parasitemia muy baja.
Después de esta fase, se presenta la fase crénica con los primeros sintomas de la enfermedad
de Chagas, en la cual se desarrollan fallas cardiacas, digestivas y en el sistema nervioso
periférico.l® Durante esta fase el corazdn es el drgano que presenta una mayor afectacion,

como insuficiencias cardiacas progresivas y cardiomegalias (Fig. 7).1112

Con los trabajos de Carlos Chagas junto con el Dr. Eurico Villela realizados entre los
afios 1911 y 1922, se reconocieron los sintomas de la enfermedad, donde se identificaron
como una caracteristica tipica de la enfermedad cardiopatias, alteraciones del ritmo o
arritmias y bloqueos de rama y muerte stbita.*® * Alrededor del 70% de los infectados

permanecen en este estado durante toda su vida.®
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Figura 7. Cardiopatia chagasica cronica. Fuente: American Journal on Medicine (2015)

18



2.2.2 Distribucion geogréfica de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas se consideraba una enfermedad endémica de América Latina
hasta hace unos afios cuando empez0 a presentarse como un problema de salud pablica en
Estados Unidos, donde actualmente se reportan 300,000 casos y algunos paises europeos con
80,000 pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas, posiblemente por la migracion
de habitantes de zonas endémicas. Algunos paises donde también se han reportado casos de
pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas son Canada con 5,500 casos reportados,

Australia con 1,500 y Japon con 3,000 casos.?

La Organizacion mundial de la Salud (OMS) reporta que en América Latina existen
alrededor de 110,000,000 de individuos en riesgo de infeccion distribuidos en 21 paises:
Argentina, Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay, Peru, Ecuador, Bolivia, Venezuela, Colombia,
Guyana Francesa, Guyana, Suriname, Costa Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua,

Panama, Belice, Guatemala y México.®

Los movimientos migratorios han convertido en riesgo mundial la transmision de la
enfermedad de Chagas. Actualmente, se le considera emergente en paises como Estados
Unidos, Canada, Australia, Japon, Francia, Espafia, Bélgica, Portugal, Suiza, Gran Bretafia,
Irlanda, Italia, Alemania, Austria, Croacia, Dinamarca, Luxemburgo, Noruega, Rumania y
Suecia (Fig 8).1> 16
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Areas endémicas América del Norte Europa Australia
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Figura 8. Casos estimados de enfermedad de Chagas en el mundo.
Fuente: http://www.wikicardio.org.ar/wiki/Chagas:_una_enfermedad_sin_fronteras

En Meéxico se reconocen 32 especies, de las cuales 13 son de importancia
epidemioldgica por su localizacién geografica, doméstica e infeccion natural por T. cruzi.
(Fig. 9).
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Figura 9. Distribucion geogréfica de las trece especies de triatdbminos con mayor
importancia epidemioldgica en México. Fuente:
https://cdigital.uv.mx/bitstream/handle/123456789/42504/GuzmanGomezDaniel.pdf;jsessio
nid=F3B891C382CBE4A1C26E7BECCF3E1FFB?sequence=2

En México la notificacién de casos de enfermedad de Chagas presenta una tendencia
ascendente hasta el 2015, afio en el cual se presentaron aproximadamente mil 100 casos;
después, en 2016, se presentaron mil y en 2017, 900 casos. Durante 2018 se tienen registrados
150 casos hasta la semana epidemiolégica nimero 14. De los casos nuevos de la enfermedad
de Chagas por entidad federativa, para 2017 las mayores tasas del pais se registraron en
Yucatan (4.0), Oaxaca (2.4) e Hidalgo (2.1). La tasa de incidencia nacional es de 0.7 por cada
100 mil habitantes.®
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2.3 ADN

Los seres humanos se componen de billones de células teniendo en cada una de ellas
46 cromosomas; 23 heredados por la madre y 23 por el padre, a excepcién de los gametos o
células sexuales. EI ADN es una biomolécula, en la cual se encuentra la informacién genética
de cada ser vivo, su principal funcién es la de almacenar informacion genética, la cual sera
heredada y transmitida de generacion en generacion. Otra funcion principal del ADN es la
construccion de proteinas y ARN imprescindible para el buen funcionamiento del

organismo.?

El ADN es una macromolécula de doble hélice, cuya estructura fue descubierta en 1953
por Watson y Crick. Estas cadenas complementarias de desoxirribonucle6tidos son capaces
de producir copias complementarias de si mismas por medio de un proceso denominado
replicacion; de esta manera se asegura que el material genético se herede de generacion a

generacion de manera integra y fiel 22

Los acidos nucleicos fueron descritos por primera vez en 1869 por Friedrich Miescher,
quien obtuvo del nacleo celular una macromolécula no identificada a la cual llamdé nucleina,
la cual posteriormente se conoceria como acido nucleico. A principios del siglo XX el médico
aleman Albrecht Kossel demostrd la existencia de dos tipos de acidos nucleicos: el &cido
desoxirribonucleico (ADN) y el 4cido ribonucleico (ARN).Z Los &cidos nucleicos controlan
los procesos vitales de todos los seres vivos. EI ADN contiene a los genes y el ARN es el

intermediario en la actividad del gen.?*
Cada eslabdon de ADN esta conformado por cuatro nucle6tidos que difieren en sus bases

nitrogenadas (adenina, guanina, citosina y timina). La informacion genética consiste en el

orden preciso de estos cuatro diferentes nucledtidos a traves de la cadena de ADN.
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2.3.1 Cromosomas

La palabra cromosoma proviene del griego khroma “color” y soma “cuerpo” cuerpo
con color”. Este término fue acuiado por Wilhelm von Waldeyer en 1888. Los cromosomas
son corpusculos generalmente filamentosos presentes en el nucleo de las células y aparecen
al momento de la mitosis. Durante la division celular, tanto mitosis como meiosis, el
cromosoma se encuentra en forma de X debido al grado de compactacion y duplicacion.?:
Cada cromosoma es una molécula de ADN asociada a proteinas, las cuales contienen a los

genes.

2.3.2 Genes

Se define como gen a la unidad de informacion en un locus de ADN. Es la unidad de
herencia molecular mas pequefia de almacenamiento y transmisién de ADN. Un gen es un
fragmento de material genético que codifica una proteina funcional.?> En los cromosomas se
organiza la cromatina, la cual lleva toda la informacion genética de los organismos y esta
constituida por ADN asociado a proteinas especializadas llamadas histonas. Los cromosomas
presentan una forma y tamafio caracteristico. Cada cromosoma tiene una regién condensada
llamada centromero.?® La eucromatina es una forma de la cromatina ligeramente compactada
(ue posee una gran concentracion de genes y participa en la transcripcion del ADN a ARN.%
La cromatina que no participa en la transcripcion se transforma en heterocromatina, la cual

una de sus funciones es la de proteger a los genes.

La heterocromatina se divide en facultativa, la cual es cromatina que puede presentarse
como eucromatina transcripcional y la constitutiva, la cual su funcion es meramente
estructural, aunque recientes estudios han demostrado que la heterocromatina constitutiva

tiene un gran valor y riqueza génica.?’
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2.3.3 Genoma

ElI ADN es un polinucledtido constituido por dos cadenas antiparalelas de unidades de
desoxirribonucleotidos unidos covalentemente, dispuestos de una forma complementaria y
adoptando una estructura enrollada de doble hélice?® y conteniendo toda la informacion
genética del individuo. Al conjunto de toda la informacidn presente en las células se le llama
genoma. De acuerdo a su localizacion, se identifican dos tipos de genomas: el nuclear y el

mitocondrial %

El ADN nuclear proporciona gran parte de la informacion genética de un individuo. El
ADN nuclear estd conformado por dos cadenas o hebras de nucleétidos unidas entre si
mediante puentes de hidrogeno formando una doble cadena.*® Cada nucledtido se compone

de un grupo fosfato, una molécula de az(car, desoxirribosa y una base nitrogenada.*

El ADN mitocondrial, como lo dice su nombre, se encuentra en las mitocondrias y
posee una estructura circular con regiones codificantes y una regién hipervariable utilizada
frecuentemente en pruebas de identificacion humana.®* EI ADN mitocondrial es transmitido
unicamente por la via materna y posee un grado de conservacién mayor en comparacion con

el ADN nuclear en tejidos de huesos, cabello y dientes.*

2.4 Alelos

El término alelo surge de la palabra alelomorfo, que quiere decir: en formas alelas, es
decir, que se presenta de diferentes maneras dentro de una poblacion. Es cada una de las
formas alternativas que puede tener un mismo gen y se diferencian en su secuencia y puede
manifestar modificaciones concretas de la funcién de dicho gen. Produce variaciones en

caracteristicas heredadas.?’
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2.4.1 Frecuencias alélicas

Se define como frecuencia alélica a la proporcion de cada alelo en un locus dado en
una poblacion especifica. La suma de las frecuencias alélicas de una poblacion siempre es
igual a uno. Las frecuencias alélicas son de gran interés en cuanto a la transmision genética

de una poblacién.?> %

2.4.2 Alelos dominantes

Un alelo dominante es el que se manifestara siempre por encima de los demas alelos
en un fenotipo. Los alelos dominantes se presentan de manera visible en las caracteristicas

fisicas de un individuo.

2.4.3 Alelos recesivos

Por otro lado, un alelo recesivo no se manifestara en el individuo en presencia de un
alelo dominante, sin embargo, mas adelante podria heredarse y manifestarse en futuras

generaciones.?’

2.4.4 Alelos polimorficos

Los alelos polimorficos se refiere a la ocurrencia de alelos multiples en un locus, donde
al menos dos alelos aparecen con una frecuencia mayor a 1% en la poblacion. Es cuando mas

del 1% de la poblacion presenta alelos en un determinado loci.?®

2.4.5 Polimorfismo genético

El primer locus polimérfico de ADN identificado fue descubierto por Wyman y White
en 1980, este hallazgo fue una pauta fundamental para la identificacion genética de
individuos.® % Una gran cantidad de genes se caracterizan por tener un nimero de alelos
comun o constante, lo cual permite clasificar a los individuos de una poblacion dentro de
fenotipos distinguibles. Gran cantidad de genes se caracterizan por tener un numero
relativamente comun de alelos, que permiten clasificar a los miembros de una poblacion

originada naturalmente dentro de fenotipos distinguibles.
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El polimorfismo genético se define cuando un mismo gen tiene maltiples alelos y al
menos dos tienen frecuencias mayores al 1% en la poblacion y la frecuencia de heterocigotos
en la poblacion es de al menos 2%. A los alelos con una frecuencia menor a 1% se les conoce

como variantes raras.28

Los polimorfismos genéticos se utilizan como marcadores genéticos que permiten
distinguir el patron de herencia de un gen en estudios familiares. Tienen aplicacion préctica
en la localizacion y mapeo de genes en cromosomas individuales mediante estudios de
analisis de ligamento, el diagndstico presintomatico y prenatal, asi como en la deteccion de
portadores de enfermedades genéticas, evaluacion del riesgo en personas con predisposicion
a desordenes como enfermedades coronarias, cancer y diabetes, estudios de paternidad,
forense y casos de inmigracion y para establecer la compatibilidad donador- receptor en

trasplantes de tejidos y 6rganos.*

2.5 Locus

2.5.1 Definicion de locus

Se define locus (o loci en plural) a la localizacién fija de un gen o un marcador en el
cromosoma. Es utilizado en la identificacion de posiciones de interés cientifico en
determinadas secuencias.?’ En la especie humana existen aproximadamente 50 mil genes que
codifican, a través del ARN, proteinas. Estos genes codificadores de proteinas representan
aproximadamente el 10% del genoma. Como se menciond anteriormente, el resto son de
secuencias repetitivas que tienen funcion estructural.*® Por lo tanto, es la variabilidad deeste

restante, las regiones polimorficas, que se utiliza en los andlisis forenses del ADN.
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2.5.2 Técnicas para la identificacion de locus

La identificacion con muestras genéticas se basa principalmente en la presencia de
locus polimdrficas o hipervariables. EI ADN compuesto por largas cadenas formadas por
millones de pares de bases, tiene algunas zonas que se repiten de forma secuencial llamadas

Repeticiones Cortas en Tandem o Short Tandem Repeats (STR’s).%

Existen distintas técnicas para la identificacion de uno o varios locus, las cuales se
pueden utilizar para la identificacion de individuos y poderlos relacionar con otros. Para
realizarlas se debe de separar el material genético de la muestra biologica (sangre, saliva,
semen, cabello, etc.) obtenida del individuo, esto mediante la ruptura del nacleo de la célula

para la liberacion del ADN.*’

2.5.2.1 Hibridacion con sondas (Southern blot)

Inicialmente, la manera de estudiar estos locus era mediante una técnica denominada

Hibridacion con sondas o southern blot, la cual se representa en la Figura 10.

De acuerdo a la descripcion realizada por Butler en 2005, en esta técnica, después de
la separacion del material genético mediante electroforesis, los fragmentos de ADN se
desnaturalizan y son separados. Las cadenas de ADN simples son transferidas a una
membrana de nitrocelulosa y se fijan en la misma por medio de calor. Después empieza la
fase de pre hibridacién con sondas de ADN inespecifico para bloquear los lugares de unién
inespecificos que pudieran existir en la membrana. Se realiza el marcaje de la sonda por
medio de nucledtidos radioactivos, comienza la hibridacion de la sonda marcada y
desnaturalizada y su lavado para eliminar el exceso de sonda. Se revela la placa radiografica

y se interpretan los resultados.®’
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Figura 10. Hibridacion con sondas (Southern blot)
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2.5.2.2 Andlisis por la reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Otra de las técnicas mas utilizadas para la identificacion de locus, es la de andlisis por
la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) (Fig. 11), la cual permite amplificar mas de un
millon de veces el ADN obtenido a partir de una region seleccionada del genoma, siempre y
cuando se conozca una parte de la secuencia de sus nucleétidos. Para esta técnica se utilizan
dos oligonucledtidos sintéticos llamados “primers”, los cuales actlian como cebadores para

la sintesis in vitro del ADN.

En esta técnica el ADN molde se debe encontrar en forma de cadena sencilla
(desnaturalizacion), lo cual se consigue aplicando elevadas temperaturas que rompen los
puentes de hidrégeno entre ambas cadenas y se produce su separacion. Posteriormente se
reduce la temperatura para producir la unién de los primers a las secuencias del ADN quese
pretende amplificar. En la siguiente fase se incorporan nucledtidos en el extremo 3° del

primer mediante una enzima llamada taq polimerasa y se repite por varios ciclos.®’
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Figura 11. Reaccion en cadena de polimerasa.
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2.5.2.3 Biochips o microarrays

Las técnicas de analisis genético se encuentran en continua actualizacion. Uno de los
nuevos métodos de analisis es el uso de biochips o microarrays, los cuales surgen de la
combinacion de técnicas microelectronicas empleadas en la fabricacion de
microprocesadores informaticos y material biologico. Estos biochips son similares a la de
los chips informéticos. En los biochips existen unas ldminas de vidrio en las que se depositan

cadenas de ADN. Estas laminas poseen grupos reactivos a los que se unen los nucledtidos.*’

2.6 Genética de Poblaciones

Se conoce como Genética de Poblaciones a la rama de la Genética que se encarga de
estudiar la distribucion de los genes en las poblaciones, asi como la manera en que se
mantienen o cambian sus frecuencias tanto alélicas como genotipicas. Es el estudio de la
composicion genética de un individuo, asi como de la poblacién entera y los cambios de la
misma a traves de las generaciones para establecer las variaciones de distintos locus. La
genética de poblaciones trata de explicar las posibles causas de estas variantes y llegar a

establecer un modelo aplicable para todo ser vivo.%®

La diversidad genética tiene su origen en las mutaciones, estas diferencias genéticas
entre las poblaciones se produce como resultado de la seleccion de mutaciones como
respuesta a condiciones ambientales, mutaciones especificas, adaptacion para laperpetuidad
de la especie y la reproduccion aislada entre los grupos.® La especie humana se conforma
por alrededor de cinco mil millones de individuos, los cuales se dividen en tres grandes
grupos: caucasicos, afroamericanos y asiaticos. Estos tres grandes grupos poseen
caracteristicas que se distinguen claramente, las cuales se denominan razas; cada una formada
por numerosos subgrupos poblacionales con diferencias genéticas entre si. A estos grupos se

les denominan grupos étnicos.

El establecimiento de diferencias geneticas entre razas y poblaciones es el resultado de

la seleccion de mutaciones dadas en respuesta a condiciones ambientales del entorno, a la
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perpetuidad de mutaciones consideradas como neutrales y al grado de reproduccion aislada

entre los grupos.

Existen diferencias genéticas entre poblaciones en sus frecuencias alélicas, tanto para
genes causantes de enfermedades, asi como para marcadores genéticos selectivos, por
ejemplo los grupos sanguineos, los cuales son muy significativos para la determinacion de
riesgos de recurrencia de enfermedades genéticas en poblaciones, polimorfismos proteicosy

de ADN, utilizados como importantes marcadores de la evolucion humana.*°

2.6.1 Equilibrio génico

El equilibrio génico establece que la composicion genética de una poblacion
permanecera en equilibrio siempre y cuando no actue la seleccién natural u otro factor que

contribuya a alguna mutacion.®’

2.6.2 Poblaciones en equilibrio

Una poblacion se considera en equilibrio cuando tiene una tasa de crecimiento nula,
aunque existan cambios importantes en cuanto a sus indices de natalidad, mortandad,
inmigracion, asi como la distribucién de edad entre los dos siempre y cuando el nimero de
poblacién nueva sea equivalente al nimero de poblacion cesante. Una poblacién esta en
equilibrio cuando los alelos polimdrficos mantienen su frecuencia en la poblacion a través de

generaciones.

De acuerdo a lo expuesto por Hardy y Weinberg en 1908, para que una poblacién se
considere en equilibrio, ésta debe ser infinitamente grande y los apareamientos al azar; no
debe existir seleccion, es decir, que cada genotipo debe poder sobrevivir bien como cualquier
otro; no debe existir flujo génico, debe tratarse de una poblacién cerrada donde no haya

migracion, y por Gltimo, no debe haber mutaciones.®
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2.6.3 Ley de Hardy-Weinberg

La ley de Hardy-Weinberg establece que en una poblacion que cumple con lo
mencionado anteriormente, las frecuencias genicas o0 genotipicas se mantienen constantes de
una generacion a otra; una vez alcanzado este equilibrio, un loci autosémico se alcanza tras

una generacion. Mediante esta ley es posible calcular las frecuencias esperadas de los

genotipos y fenotipos de la progenie.*

2.6.4 Poder de discriminacion

Es la probabilidad de que dos individuos no relacionados puedan estar diferenciados
genéticamente mediante el analisis de uno o varios marcadores. Depende del nimero de loci
analizados, de las variables alélicas encontradas y frecuencias de cada locus en cada
poblacion.*?

PD=1-PI

Donde PI= Probabilidad de coincidencia aleatoria
2.6.5 Probabilidad de coincidencia aleatoria
Es la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar tendran un genotipo
idéntico en el locus sometido a prueba, en otras palabras, es el nimero de individuos que
podran ser examinados antes de encontrar el mismo patron de ADN en un individuo

seleccionado aleatoriamente.*?

Probabilidad de coincidencia aleatoria= Pi= X"j=1 X2
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2.6.6 Heterocigosidad
Es la proporcion de individuos heterocigotos que se espera en la poblacion. Una alta
heterocigosidad significa que existe mas diversidad alélica y por lo tanto hay una menor

probabilidad de coincidencia en muestras.*?

Heterocigosidad (H)=1 — Homocigosidad=1- X"i=1 Pi?

2.6.7 indice de contenido polimérfico

Refleja la capacidad de deducir el origen parental de cada uno de los alelos del genotipo

en la descendencia en un locus particular.*?

PIC= 1- "= Pi% (Z"iz1 Pi?)?+ ="y Pi

2.6.8 Numero efectivo de alelos

Hace referencia a los alelos con capacidad de pasar a la siguiente generacion. Esta
medida indica el nimero de alelos esperados en cada locus de una determinada poblacion, y

es la inversa de la homocigosidad esperada de un locus.*?

1 1

Numero efectivo de alelos (ne) =
Homocigosidad h
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2.7 Microsatélites

Desde la aparicion de la PCR se han desarrollado una serie de técnicas utilizadas para
medir la variabilidad genética en los individuos y poblaciones. Una de estas técnicas mas
utilizadas es el uso de marcadores genéticos, la cual se basa en la clonacion y secuenciacion
de pequeiios fragmentos de ADN, mientras que otros se basan en la deteccion de
polimorfismos al azar. Los microsatélites son secuencias de ADN, en las cuales un fragmento

se repite de manera consecutiva.*?

Se encuentran en zonas no codificantes de la cadena de ADN. Son neutros y poseen
una alta tasa de mutacion, por lo que son muy polimdrficos. Debido a que los microsatélites
se encuentran distribuidos a lo largo del genoma, su presencia se ha asociado a enfermedades.
El uso de microsatélites ha tenido un alto impacto en el estudio de la genética de animales y
plantas, involucra la deteccion de fragmentos especificos de ADN y proporciona la medida

de los alelos en cada una de las regiones.*®

Mediante el uso de microsatélites se aumentan las posibilidades de obtener resultados
positivos de ADN cuando esta degradado, esta ventaja es de gran importancia en estudios de
Criminalistica, ya que las muestras bioldgicas utilizadas han estado en contacto con diversos
factores externos, como pueden ser el calor o la humedad que favorecen el crecimiento
bacteriano. El avance tecnoldgico y cientifico en marcadores genéticos moleculares ha
permitido el desarrollo de la Genética Forense para la identificacion de personas, restos
cadavéricos, andlisis de vestigios bioldgicos de interés criminal, investigacion de paternidad

y las variabilidades genéticas de la poblacion.**
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2.7.1 STR’s: Repeticiones Cortas en Tandem (Short Tandem Repeats)

Los Short Tandem Repeats son secuencias de ADN muy cortas de 2 a 5 pares de bases,
las cuales se repiten varias veces y de manera consecutiva. El analisis de estas secuencias
cortas ha permitido esclarecer casos de identificacion humana y la realizacion de mapeos
genéticos debido a su elevado polimorfismo, su tasa de mutacion baja, su tamafio pequefio y
ubicacion cromosOmica establecida. Varios de estos marcadores pueden ampliarse mediante

PCR. La combinacion de estos marcadores se utiliza para la creacion de bases de datos.*

2.7.2 CODIS: Sistema de indice Combinado de ADN (Combined DNA Index System)

El CODIS o Sistema de indice Combinado de ADN es un programa, el cual contiene
bancos de datos locales de perfiles de ADN de personas con algun proceso juridico, muestras
de ADN localizadas en lugares donde ocurrio algun delito y perfiles de ADN de personas
reportadas como desaparecidas. En EE. UU. el FBI se considera un lider en el desarrollo de
tecnologias de tipificacion de ADN para su uso en la identificacion de culpables de delitos
violentos. Desde 1997 el FBI anunci6 la creacion del CODIS mediante la seleccion de trece

locus STR, los cuales formarian el ntcleo central de esta base de datos nacional.*®

Los trece principales locus utilizados en esta base de datos son: CSF1PO, FGA, THO1,
TPOX, SVA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, S13S317, D16S539, D18S51,
D21S11. Una gran limitante que presenta CODIS, es que se construye Unicamente de
individuos involucrados en procesos legales o que hayan estado implicados en crimenes, asi
como personas que han sido reportadas como desaparecidas dejando fuera a la demas
poblacion de EE. UU %5 46

En México se ha logrado instalar una base de datos en Genética Forense, la cual es un
archivo electrénico en el que se almacenan perfiles genéticos obtenidos a través de muestras
biolégicas de individuos que se encuentran involucrados con una investigacion judicial o
ministerial. A Octubre de 2010 se tenian registros de 9 758 perfiles genéticos, los cuales han

permitido identificar a personas o cadaveres sujetos a investigacion penal. Esta Base
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Nacional de Genética Forense esta integrada por la Procuraduria General de la Republica
(PGR) y 17 Procuradurias Estatales, entre las cuales se encuentra ausente el Estado de
Hidalgo.*’

2.8 Diversidad genética

Se define como variabilidad genética al componente mas bésico de la biodiversidad y
son las variables que se heredan de un individuo a otro dentro de una poblacion. La
biodiversidad se deriva también de los procesos evolutivos que operan sobre estas
variaciones. Su comprension es de suma importancia tanto para la conservacion, el avance
de la genética evolutiva, asi como para la salud publica y la biomedicina. Uno de los objetivos
de las investigaciones que tratan de determinar el mapa genémico de una poblacion, es el de
conocer su riqueza genética de cada poblacion estudiada, asi como realizar una evaluacion

de los riesgos de ciertas enfermedades.*®

La medicina gendmica se ha convertido en una prioridad para el Gobierno Mexicano,
desde el afio 2000 se le ha considerado como una estrategia para enfrentar enfermedades que
aquejan a la poblacién y que resultan tener un gran impacto a nivel econémico para la
sociedad. Durante el afio 2000 se inicié una planeacion estratégica de la medicina genémica
que culmind con la creacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica en el afio 2004.
En laactualidad las investigaciones gendmicas se enfocan mas en el desarrollo y construccién
de mapas de haplotipos de la poblacién mexicana, estudios que buscan asociar en genoma
completo con enfermedades comunes como la diabetes, obesidad, diferentes tipos de cancer
o enfermedades cardiovasculares, asi como investigaciones aplicadas que tratan de descubrir

los biomarcadores para varios tipos de cancer.*
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I11. Antecedentes del Problema

3.1 Enfermedad de Chagas en México

Diversas investigaciones tratan de determinar las causas aparentes del incremento de
casos reportados de enfermedad de Chagas. Esta enfermedad es considerada un problema de
salud publica actual, debido a que el contagio de dicho padecimiento se ha ido expandiendo
a lo largo de todo el territorio mexicano afectando principalmente a poblaciones vulnerables

0 de escasos recursos.*

La investigacion de la Enfermedad de Chagas en México comienza aproximadamente
en 1936 con los trabajos de Mazzotti. Los primeros casos reportados en humanos fueron en

1940 en Teojomulco, Oaxaca.

A través de los afios, la infeccion se ha reportado en diferentes estados como en
Yucatan, Sonora, Guerrero, Oaxaca, Nayarit y el Estado de México, principalmente en zonas
rurales y con gente de escasos recursos. Sosa-Jurado y colaboradores establecieron en su
estudio del afilo 2006 nuevos casos de tripanosomiasis en los Estados de Puebla y Chiapas,
donde encontraron una seroprevalencia de anticuerpos de 22% y 4%, respectivamente, y un

20% de anormalidades electrocardiograficas en los pacientes de ambos estados.>°

3.2 Distribucion geografica de la Enfermedad de Chagas en México

Se calcula que existen alrededor de dos millones de personas infectadas con la
Enfermedad de Chagas, 650 000 casos en fase cronica y 69 000 nuevos casos reportados al
afo.%! Los estados con mayor registro de casos de Enfermedad de Chagas se encuentran
colindando con el Pacifico, debido a que es en esa zona del pais donde se presenta una mayor
abundancia de géneros y especies de triatominos®? siendo los estados de Aguascalientes,

Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan y Oaxaca los méas estudiados actualmente.®
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En México dos tercios del territorio tienen las condiciones adecuadas para que el
triatdbmino sobreviva y se convierta en una importante fuente de transmision vectorial con 32

especies distintas del insecto.

Las poblaciones vectoriales por su capacidad de convivencia con el humano, se
consideran domiciliadas, peridomiciliadas y selvaticas o silvestres; en nuestro pais las
especies intradomiciliadas son Triatoma barberi, asociada a la presencia de miocardiopatias
y megas (dilataciones) de érganos del tracto digestivo en Colima, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz.
Triatoma dimidiata, distribuida desde los paises andinos y de Centroamérica hasta México,
asociada a cardiopatias en los estados de Campeche, Colima, Chiapas, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis

Potosi, Tabasco, Veracruz y Yucatan.

3.3 Diversidad Genética en México

En México existe una enorme diversidad genética, la cual se ha estudiado mediante
diversas investigaciones basadas principalmente en la secuenciacion del genoma humano.
De acuerdo a “El Proyecto del Genoma Humano (1990-2004)”, los seres humanos
compartimos aproximadamente el 99.9% de la secuencia gendémica; el 0.1% restante es el
que otorga la individualidad a cada persona, dandole caracteristicas propias. Son estas
ultimas variaciones las responsables de otorgar diferentes grados de vulnerabilidad a

enfermedades tales como diabetes, cancer, hipertension, etc.>*

Diversas investigaciones a nivel nacional han analizado alrededor de un millén de
variaciones geneticas de mas de mil personas pertenecientes a diferentes grupos étnicos del
pais. Un caso particular donde se ha observado esta enorme variabilidad genética es entre los
Seri, grupo que habita principalmente en el Estado de Sonora, y los mayas lacandones,

habitantes de la frontera de México con Guatemala. Estas dos etnias al ser analizadas
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mostraron una variacién tan marcada como si fuesen dos grupos analizados de diferentes

paises.

Esta variedad genética ha servido para identificar las implicaciones en las
enfermedades segun el lugar donde se encontraban en el territorio mexicano. Tal es el caso
de enfermedades pulmonares, en las cuales se reconoce ampliamente la importancia de la
herencia genética. En este estudio se analizaron muestras genéticas de 511 personas, las
cuales representaban los 20 grupos indigenas y otras 500 pertenecientes a etnias mixtas o
mestizos. Los resultados obtenidos arrojaron una gran diferencia en la capacidad pulmonar
entre los mexicanos considerados como mestizos y los de descendencia indigena del oeste y
este del pais; estas diferencias son clinicamente significativas y podrian tener importantes

implicaciones para la diagnosis de enfermedades pulmonares.®

“Analisis de la diversidad gendmica en las poblaciones mestizas mexicanas para
desarrollar medicina gendémica en México” fue uno de los estudios realizados en el pais, el
cual su principal objetivo fue el de determinar variaciones genéticas comunes en la poblacion
mestiza para realizar comparaciones en diferentes regiones de México. Este proyecto inicié
en Junio de 2005 y los resultados de la primera fase se entregaron en Mayo de 2009 a través
de la publicacion del articulo cientifico “Analysis of genomic diversity in Mexican Mestizo
populations to develop genomic medicine in Mexico” también conocido como el “Mapa del
Genoma de Poblaciones Mexicanas”, el cual aparece publicado en la revista Proceedings of

the National Academy of Science (PNAS).

En este estudio se colectaron 300 muestras sanguineas de individuos mestizos no
emparentados y de 30 amerindios zapotecas. Se obtuvieron muestras anénimas de siete

estados de México: Guanajuato, Guerrero, Sonora, Veracruz, Yucatan, Zacatecas y Oaxaca.
Los resultados de este trabajo indicaron que las grandes diferencias genéticas entre

mestizos de diferentes regiones de México se deben principalmente a diferencias en

contribuciones ancestrales. Este trabajo se considera como una evaluacién inicial del
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beneficio potencial de generar un mapa de haplotipos de mexicanos para optimizar el disefio

y analisis de estudios de asociacion genética en esta poblacion.>®

Diversas investigaciones realizadas en México han utilizado como base todos o alguno
de los trece STR s usados en el CODIS. Tal es el caso de “Estudio Genético Poblacional de
Frecuencias Alélicas para 15 marcadores STR presentes en la Poblacion del Estado de
Zacatecas Aplicado a la Practica Forense”, estudio realizado en el afio 2014, el cual tuvo
como objetivo general la obtencion de una base de datos realizada con una muestra
representativa de la poblacion del Estado de Zacatecas, mediante la recopilacion de muestras
de sus municipios y obtener el perfil genético de cada una de éstas. Se obtuvieron las
frecuencias alélicas y genotipicas para crear la base mencionada con la finalidad de utilizarlas

para calculos estadisticos en casos forenses.

En este estudio se utilizaron los trece locus mencionados en el CODIS, ademas de que
se afadieron tres mas (D2S1338, D19S433, y uno extra para Amelogenina) analizando asi
quince marcadores STR. El tamafio de la muestra se obtuvo mediante la aplicacion de la ley
de Hardy-Weinberg y realizando los célculos necesarios considerando el tamafio de la
poblacion total del Estado de Zacatecas. En este estudio se obtuvieron las frecuencias alélicas
de la poblacién Zacatecana encontrando alelos que no se habian reportado en estudios de
poblacion realizados anteriormente, se emplearon estos datos en casos forenses de manera

exitosa con resultados mas exactos.3®

Otro caso en donde se utilizaron STR’s como marcadores fue “Datos genéticos
poblacionales de 15 marcadores tipo «short tandem repeats» empleados en las pruebas de
paternidad e identificacion de individuos por genética forense en el area metropolitana de la
region centro de México.” En este estudio se seleccionaron 300 muestras de ADN de
individuos originarios de las seis areas geogréaficas que conforman el area metropolitana de
la region centro del pais: Ciudad de México; Pachuca, Hidalgo; Puebla; Tlaxcala;
Cuernavaca, Cuautla; Toluca, Lerma y Querétaro, San Juan del Rio. Los marcadores que
utilizaron fueron D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S17,
D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818 y FGA. De los trece
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marcadores que se describen en el CODIS, once fueron utilizados para este estudio. Como
resultado, se obtuvieron siete marcadores que no habian sido descritos para la poblacién de

la Ciudad de México.%’

Los locus maés utilizados en los estudios de diversidad genética que se han realizado en
la poblacion mexicana mestiza como amerindia han sido APO- B, VWA, TH01, CSF1PO,
HPRTB, FGA, siendo VWA y THO1 los que distinguen a la poblacion mexicana respecto a

otras poblaciones como las caucasicas o africanas.”®

En poblaciones urbanas como la Ciudad de México se incluyen los siguientes STR’s:
D3S1358, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317 y D75820.°°

Con base en los antecedentes mencionados, para la realizacion de esta investigacion se
han tomado como marcadores cinco de los locus mas utilizados en estudios previos de
diversidad genética en la poblacion mexicana y que se encuentran en el CODIS, los STR’s
seleccionados son: D7S820, D8S1179, D21S11, D18S51 y D5S818.

Para la seleccion de los marcadores antes mencionados se tomd a consideracion:

1. Que el locus se encontrara en el CODIS.

2. Que se hubiera utilizado en estudios de diversidad genética aplicados en la
poblacion mexicana.

3. Que existieran antecedentes de que el locus seleccionado se haya reportado en
poblaciones urbanas, debido a que las muestras que se utilizardn en esta
investigacion provienen principalmente de zonas urbanas de distintos municipios
del Estado de Hidalgo.

Es importante mencionar que el locus THO1 se descarta a pesar de ser uno de los
marcadores que distinguen a la poblacion mexicana, debido a que al existir diferencias en las
frecuencias alélicas respecto a otras regiones del norte del pais, estas discrepancias se

encuentran mas marcadas en el alelo mencionado, o mismo ocurre con el STR D3S1358.
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Estas diferencias pueden estar relacionadas con el tipo de mestizaje que varia en distintas

zonas del pais.>®

3.4 Diversidad genética en Hidalgo

El estado de Hidalgo cuenta con una diversidad genética en su poblacion muy extensa,
la cual no se ha identificado por medio de estudios genéticos que determinen sus frecuencias
alélicas. La predisposicion de muchas de las enfermedades que presenta la poblacion de
Hidalgo se puede identificar mediante el conocimiento de los alelos dominantes de sus

habitantes.?8 5

Tal es el caso de la Enfermedad de Chagas, la cual se puede determinar el riesgo de
adquisicion mediante la identificacién de los alelos dominantes de una muestra de la
poblacién infectada con dicha enfermedad. Actualmente no existen estudios previos que
tengan como objetivo el conocer o identificar las frecuencias alélicas de sus habitantes por
medio del andlisis genético de una muestra de su poblacion total.

A nivel estatal no se cuenta con una base de datos donde se contengan los alelos
dominantes de su poblacién. La realizacién de una base de datos genéticos a nivel estatal
sirve como inicio para la creacion de una base a nivel nacional, la cual pueda contener en ella
las frecuencias alélicas de la poblacién mexicana para ser utilizada para la identificacion de
individuos, asi como conocer cudles son las enfermedades que pueden presentarse en la

poblacion, esto con la finalidad de destinar recursos para la investigacion de las mismas.*
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IVV. Planteamiento del Problema

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica, debido a que los casos
reportados han ido en aumento en los ultimos afios. De acuerdo a la Organizacion Mundial
de la Salud, en el 2016 se han registrado alrededor de siete millones de personas infectadas
a nivel mundial. Para Diciembre de 2017 la cifra de casos reportados de pacientes con

enfermedad de Chagas a nivel mundial ha aumentado llegando casi a 8 millones.®

Dicha enfermedad se encuentra principalmente en paises latinoamericanos como
Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, EIl Salvador,
Guyana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay,

Pert, Suriname, Uruguay y Venezuela.*®

México es considerado como pais endémico de la enfermedad de Chagas, la cual se
distribuye ampliamente siendo las zonas rurales mas propensas a que sus pobladores
contraigan la enfermedad, aunque no se eximen las zonas urbanas. Actualmente, dos terceras
partes del pais se consideran en riesgo de transmision, es decir, 1 100,000 mexicanos podrian
estar infectados con Trypanosoma cruzi y 29 500,000 se encuentran en riesgo latente de

contraer dicha infeccion.5°

Del afio 2000 a 2012 la Secretaria de Salud registré 5, 559 casos de enfermedad de
Chagas en la Republica Mexicana siendo Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan, Chiapas,
Guerrero y Jalisco los estados con mayor incidencia. En el 2013 se registraron alrededor de
762 nuevos casos y 729 en el 2014, se registraron 371 defunciones, la mayoria en los estados
de Oaxaca y Guerrero. Hidalgo se ubica entre los primeros cinco estados a nivel nacional que
presentan la enfermedad de Chagas. En Hidalgo la chinche transmisora de la enfermedad se
distribuye a lo largo de la region, esto contribuye a que existan casos de la enfermedad de
Chagas presentes en la region. En el afio 2015 los casos reportados fueron 43, lo que

representa un incremento en la transmision de la infeccion.5!

De Enero a Junio de 2016 se diagnosticaron 58 casos en Hidalgo siendo Actopan,

Huichapan, Huejutla y Pachuca los municipios con mayor incidencia. Municipios como Tula,
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Tulancingo y Apan han presentado casos de pacientes infectados aunque en menor
incidencia. De acuerdo al Boletin Epidemioldgico Nacional, en la semana 39 correspondiente
a Octubre de 2017 se registraron 41 casos de pacientes diagnosticados con enfermedad de
Chagas para el Estado de Hidalgo, % lo que indica un incremento notable de casos en
comparacion con el mes de Julio del mismo afio, en el cual se reportaron 29 casos de pacientes

diagnosticados con Chagas en etapa cronica.®?

A nivel nacional Hidalgo ocupa el cuarto lugar en cuanto a casos reportados de
pacientes con enfermedad de Chagas en etapa cronica, antecedido por los estados de

Veracruz con 93 casos, Oaxaca con 83 y Jalisco con 46 casos.®?

En México se han realizado diversos estudios con la finalidad de determinar las
frecuencias alélicas de alguna poblacion en especifico, muchos de estos estudios han tenido
como resultados la identificacion de los loci méas frecuentes de cierta poblacion a estudiar,
asi como la obtencion de una base estadistica donde se almacenan todos los datos obtenidos.5?

Actualmente, no se ha identificado si existe una relacion entre la enfermedad de Chagas
y las frecuencias alélicas de una poblacion en particular, por lo que es necesario establecer si

esta relacion existe o no entre ambas variables.

45



V. Justificacion

De acuerdo a los casos de Chagas reportados en el Estado de Hidalgo, la enfermedad
se ha extendido a lo largo del territorio hidalguense, convirtiendose asi en un problema de
salud publica, lo cual representa la importancia del estudio de los factores que pueden
representar un riesgo latente para la poblacion a adquirir la enfermedad de Chagas.

Es de gran importancia estudiar todos y cada uno de los factores que representen un
mayor riesgo a adquirir la enfermedad de Chagas, debido a que como las cifras reportadas lo
demuestran, la infeccion ha logrado prevalecer no sélo en las poblaciones méas vulnerables
del Estado de Hidalgo, sino que también se estan presentando nuevos casos de Chagas en
zonas urbanas y suburbanas. Este incremento de casos de pacientes con enfermedad de
Chagas reportados indica que puede existir ademas de los factores ambientales que favorecen
la proliferacion del vector de la enfermedad, factores internos que representan una mayor

vulnerabilidad a adquirir dicha infeccion como pueden ser factores genéticos.

Existen estudios previos que tienen como objetivo determinar cuéles son las causas
principales de que una poblacién especifica presente una mayor vulnerabilidad a adquirir la
enfermedad de Chagas; sin embargo, estas investigaciones se centran principalmente en
estudiar la relacion entre el medio en el que se desarrolla la poblacion como puede ser la
interaccion con otros animales, la prevalencia del insecto transmisor de la infeccion en la
zona geografica estudiada, asi como la relacion entre las viviendas y el riesgo de contagio
que presentan los individuos. Es necesario realizar estudios genéticos para determinar si
existe una relacion entre la adquisicion de la enfermedad de Chagas Yy las frecuencias alélicas
de los individuos de una misma poblacion, ya que no existen estudios previos que

comprueben o descarten esta relacion entre ambas variables.

Debido a que México es considerado como pais endémico de la enfermedad de Chagas,
los casos de pacientes diagnosticados con Chagas van en un considerable aumento, siendo el
Estado de Hidalgo el cuarto lugar en cuanto a casos reportados de pacientes conenfermedad

de Chagas en etapa cronica, antecedido Unicamente por Veracruz, Oaxaca y Jalisco.
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La predisposicion genética a adquirir la enfermedad de Chagas no ha sido estudiada
anteriormente, lo que representa una faltante de informacion para reconocer todos los riesgos

latentes que corre la poblacién hidalguense a contraer dicha enfermedad.
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V1. Hipotesis

La identificacion de las frecuencias alélicas de los marcadores genéticos D7S820,
D8S1179, D21S11, D18S51 y D5S818 en la poblacion de Hidalgo que presenten la
enfermedad de Chagas, ayudara a valorar la predisposicién genética de adquirir dicha
enfermedad.
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VII. Objetivos

7.1 Objetivo General
Analizar la asociacion de la enfermedad de Chagas a las frecuencias alélicas de los
marcadores genéticos D75820, D8S1179, D21S11, D18S51 y D5S818 en habitantes del
Estado de Hidalgo.

7.2 Objetivos particulares

- Generar una coleccion de muestras de pacientes diagnosticados con enfermedad

de Chagas y de individuos sanos nacidos en Hidalgo.

- Obtener el material genético de cada una de las muestras.

- Realizar la secuenciacion del material genético obtenido de la extraccién de ADN
de las muestras sanguineas.

- Calcular las frecuencias alélicas.
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VIIIl. Material y Métodos

8.1 Contexto de la investigacion

Las muestras sanguineas de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas se
obtuvieron en el Area de Epidemiologia de la Clinica 32 del IMSS en Pachuca Hidalgo. Para
la obtencion de la muestra se cont6 con el material pertinente como son agujas, torundas de
algodon con alcohol y tubos vacutainer con anticoagulante, se utiliz6 material nuevo
debidamente esterilizado y desechable. Una vez que se resguardd la muestra sanguinea, se
etiqueto y se transportd al laboratorio de Microscopia Electrénica de la UAEH ICSa.

Para su transportacion correcta se contdé con gradillas especiales para evitar asi el
movimiento excesivo que pueda ocasionar la hemolisis, coagulacion o contaminacion
bacteriana de la muestra ademas de ser transportadas en hieleras para evitar la exposicion a
cambios de temperatura que pudiera alterar la composicion de las muestras sanguineas. Una
vez en el laboratorio de microscopia, se homogeneizo correctamente cada una de las muestras
para deshacer algin coagulo que haya podido formarse durante el tiempo entre la obtencion

y el transporte de la muestra evitando movimientos bruscos en todo momento.

Las muestras sanguineas se comenzaron a procesar inmediatamente en el laboratorio
de microscopia. Se usaron alicuotas para evitar el desperdicio del material biolégico. La
recoleccion de muestras comenzd el dia 15 de Enero de 2017 y culmind aproximadamente a

los 120 dias de haber comenzado.

El tamafio de la muestra fue determinado mediante la siguiente férmula:

k/\z*p*q*N

n=
A2+ (N-1))+k=*pg
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Donde:

N=tamafio de la poblacién total

k= constante que depende del nivel de confianza

e= error muestral

p= proporcion de individuos que poseen la misma condicion a estudiar
g= proporcion de individuos que no poseen la condicion que se estudiara.

n= tamano de la muestra

Las 44 muestras sanguineas requeridas para formar parte del grupo control se
obtuvieron de individuos sanos que pertenecieran al Estado de Hidalgo y no presentaran
ningln parentesco entre si. Su recoleccion, transporte y manejo dentro del laboratorio fue el
mismo descrito para las muestras sanguineas de pacientes con enfermedad de Chagas. Estas
muestras se obtuvieron a partir del dia 15 de Enero de 2017 terminando su recoleccion el 15
de Marzo de 2017.

Para la amplificacidn, secuenciaciéon y tipificacién de ADN se conté con el apoyo del
Posgrado en Ciencias Gendémicas (PCG) de la Universidad Auténoma de la Ciudad de
Meéxico (UACM) para llevarse a cabo. Este punto conté con la direccion del Dr. José de JesUs
Olivares Trejo, quien funge como Profesor Investigador de la Universidad Autonoma de la
Ciudad de México y cuyas lineas de Investigacion al momento se desarrollan en Agentes
Infecciosos de Importancia en Humanos y Gendmica Humana. Esta etapa de la investigacion

tuvo una duracién aproximada de cuatro meses.

Dicho andlisis estadistico comenz6 el dia 20 de Octubre de 2017 y termino

aproximadamente el 20 de Febrero de 2018, concluyendo asi la metodologia del estudio.
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8.2 Tipo de estudio

El tipo de estudio que se realiz es un estudio transversal, ya que las variables se
midieron una sola vez; analitico debido a que se evaluaron si existe una relacion entre las
frecuencias alélicas de la poblacion del Estado de Hidalgo y observacional puesto que se
observaron la existencia de los marcadores genéticos en las muestras genéticas de pacientes
infectados con enfermedad de Chagas. Se evalud si existen frecuencias alélicas que
predispongan a la poblacion de Hidalgo a adquirir la enfermedad de Chagas.
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8.3 Definicion de variables

Tabla 1. Definicion de variables

Variable Tipo de Variable  Definicion para el Medicion
estudio
Edad Cuantitativa discreta Tiempo Afos cumplidos de
transcurrido desde  cada participante del
el nacimiento de un  estudio.
individuo.
Sexo Cualitativa Variable bioldgica y Sexo de cada
dicotomica genética que dividea  participante: hombre
los seres humanos en 0 mujer.
dos posibilidades
Unicas: hombre o mujer.
Municipio Cuantitativa Division territorial Identificar y anotar a

politica- administrative
de una entidad

federativa.

qué municipio
pertenece cada
participante del

estudio.

Enfermedad de

Chagas

Cualitativa nominal

Enfermedad causada
por la transmision del
protozoario
Trypanosoma cruzi
debido a la picadura del
triatdbmino o chinche

besucona.

Presenta, presentd o
no presenta la
Enfermedad de

Chagas.

Frecuencias

alélicas

Cualitativa nominal

Proporcion de cada
alelo en un locus

especifico.

Identificacién de
frecuencias alélicas
mediante el uso de
marcadores

genéticos.
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8.4 Criterios de inclusién y exclusion

8.4.1 Criterios de inclusién

Las muestras debian pertenecer a pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas
en cualquiera de sus fases de la infeccion, aguda o cronica; y que hayan sido recién
diagnosticados o hayan presentado la infeccion anteriormente. Las muestras para el grupo
control se obtuvieron de individuos sanos que hayan nacido en cualquiera de los 84
municipios de Hidalgo y que no presentaran enfermedades genéticas. Se incluyeron ademas

Unicamente a las personas que hayan firmado el consentimiento informado.

8.4.2 Criterios de exclusion

Los individuos con enfermedad de Chagas deben tener un diagnéstico médico, no se
incluyeron a personas que presentaran sintomatologia, pero no contardn con una revision

médica y estudios de laboratorio para corroborar su condicion.

Para la muestra control los individuos debieron ser sanos y no presentar ningdn
padecimiento o enfermedad genética, esto se determind mediante la aplicacién de un

cuestionario. No se debe existir ningun parentesco entre los participantes.
Se descartaron los pacientes que de manera voluntaria hayan decidido abandonar el

estudio y a pacientes que durante el estudio fueran diagnosticados con algun padecimiento o

enfermedad genética.
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8.5 Métodos

8.5.1 Seleccion de pacientes

Para el grupo problema, los participantes seleccionados para este estudio fueron
pacientes de cualquiera de los municipios del Estado de Hidalgo diagnosticados con
enfermedad de Chagas en cualquiera de sus fases, aguda o crénica. Cada uno de los
participantes debid contar con pruebas de laboratorio que confirmara la presencia de la
enfermedad, de esta manera, se descartaron los pacientes que presentaran la sintomatologia,
pero gque no presentaran un diagnostico médico que corroborara su condicién clinica. Para la
obtencion de resultados no se consideraron a los participantes que por alguna razon
decidieron abandonar el estudio.

Para el grupo control, se seleccionaron individuos sanos que hayan nacido en el Estado
de Hidalgo y que no reportaran enfermedades genéticas, ademas de que ninguno de los
participantes presentara parentesco entre ellos. En caso de que alguno de los participantes
fuera diagnosticado con alguna enfermedad genética durante el desarrollo del estudio, su

muestra no fue considerada en los resultados finales.

8.5.2 Firma de consentimiento informado

De acuerdo al Articulo 14 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, toda investigacion que requiera la participacion directa o
indirecta de humanos o muestras obtenidas de los mismos, debe contar con un consentimiento
informado, el cual debera darse a conocer a la totalidad de sus participantes antes de iniciar

con el estudio, cerciorandose siempre de su entendimiento por parte de los participantes.

El estudio debera ser realizado por profesionales de la salud a que se refiere el Articulo
114 de este reglamento (Se consideran profesionales de la salud aquellas personas cuyas
actividades relacionadas con la medicina, odontologia, veterinaria, biologia, bacteriologia,
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enfermeria, trabajo social, quimica, psicologia, ingenieria sanitaria, nutricion, dietologia,
patologia y sus ramas y las demas que establezcan otras disposiciones legales aplicables,
requieren de titulo profesional o certificado de especializacion legalmente expedido y
registrado por las autoridades competentes), con conocimientos y experiencia para cuidar la
integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una institucién de atencion a la salud
que actue bajo la supervision de las autoridades sanitarias competentes y que cuente con los
recursos humanos y materiales necesarios, que garanticen el bienestar del sujeto de

investigacion.

Una vez seleccionados los participantes para el estudio, se les proporciond el
consentimiento informado. Se procedi6 a leerlo junto con el participante para su comprension
y aclarar todas las dudas que surgieran durante su interpretacion. Después de que se leyd y
comprendié el consentimiento informado, se invit6 al participante a firmar dicho documento

para proceder con la toma de muestra.

8.5.3 Obtencion de muestras sanguineas de pacientes diagnosticados con enfermedad

de Chagas e individuos sanos.

El siguiente paso fue obtener las muestras sanguineas de cada uno de los participantes
del estudio. Para cada muestra se obtuvieron 2 ml de sangre por puncién intravenosa. Las
muestras se obtuvieron con este tipo de puncidn, debido a que se buscé que la sangre tuviera
una composicion uniforme para que la extraccion y purificacion de ADN se pudiera realizar
de una forma mas eficaz. A diferencia de la sangre que se obtiene por puncion capilar o de
la piel es una mezcla de sangre procedente de arteriolas, vénulas y vasos capilares, por lo

tanto un porcentaje de esta sangre es de origen arterial y otro porcentaje de origen venosa.

La puncidn venosa se realizé utilizando jeringas de plastico nuevas Y esterilizadas para
cada participante. Se le pidid al paciente se colocara en una posicion comoda donde se
sintiera seguro para realizar la puncion, se le mostro en todo momento que el material

utilizado estaba debidamente sellado. Posteriormente, se le aplico un torniquete en el brazo
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izquierdo para asi facilitar la toma de la muestra debido a que las venas del brazo se exponen
de mejor manera garantizando asi obtener la muestra con una sola puncién. Una vez que se
obtuvo la muestra, el material sanguineo se deposit6 en tubos vacutainer estériles con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) con una concentracion de 0.5 ml de solucion al 1% para 5
ml de sangre para evitar su coagulacion. En estudios previos las muestras sanguineas
recogidas con EDTA mostraron una notable estabilidad en sus elementos celulares, sin
evidencias de hemodidlisis hasta por ocho dias de conservacion. Se utilizaron 800 ul de cada
muestra con alicuotas de 100 pl, las cuales tienen de 3.5 a 9.8 x 103 leucocitos/pul en ocho

tubos de 1.5 ml.

8.5.3.1 Transporte de muestras sanguineas

Una vez obtenidas las muestras, se etiquetd cada tubo para identificar cada muestra
depositada en los mismos. Se trasladaron al laboratorio en hieleras de pléstico con hielos para
mantener una temperatura adecuada. Durante su traslado se evitaron movimientos bruscos o
agitarlos, ya que la sangre puede hemolizarse. Se entiende por hemolisis a la rotura de las
células rojas o eritrocitos, lo cual libera hemoglobina junto con otras moléculas alterando las

concentraciones de los componentes sanguineos.

8.5.3.2 Almacenamiento de muestras sanguineas

Las muestras se conservaron en refrigeracion a 4 °C durante un periodo maximo de 24
horas hasta el momento de su procesamiento para evitar asi el envejecimiento celular y la
hemolisis. Antes de comenzar con el procesamiento de cada muestra, se homogenizo el
material sanguineo con movimientos oscilatorios suaves para deshacer algin coagulo que se
hubiera formado debido al almacenamiento de la muestra y para impregnar la sangre con el

anticoagulante.
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8.5.4 Extraccion y purificacion de ADN

Una vez que se obtuvieron las muestras sanguineas con EDTA de pacientes
diagnosticados con enfermedad de Chagas y de individuos sanos, se refrigeraron durante 25

min.

Se tomaron tres alicuotas de 100 ul de las muestras previamente refrigeradas. Se
agregaron 600 ul de solucion de lisis de eritrocitos, el cual contiene Tris Hydrocloridae 10
mM pH 8, Triton X- 100 al 1% y sacarosa al 11%.

La eliminacion de los restos de eritrocitos (lavados) se realizé 3 veces. Para ello, se

centrifugaron las alicuotas a 12 000 rpm, a 4 °C durante 3 min. descartando el sobrenadante.
Posteriormente, se agregd solucion de lisis de leucocitos, el cual contiene Tris- HCI 10
mM pH 8, NaCl 400 mM y EDTA 2 mM vy solucion de proteinasa K 1 mg/ml; SDS 1% y

EDTA 2 mM. Se incub0 a 65 °C durante una hora con agitacion vortex cada 10 min.

Posterior a la incubacion, se procedié a eliminar las proteinas de la muestra, esto se
realizd mediante la precipitacion salina agregando 200 pl de acetato de potasio 3 M y se

centrifugd a 12 000 rpm, 4 °C durante 5 min.

Una vez que se obtuvo el sobrenadante, se centrifugd a 12 000 rpm, 4 °C durante 5

minutos y se repitio este punto.

La precipitacion del ADN se realizd obteniendo el sobrenadante del paso anterior, a

éste, se agrego un volumen de etanol absoluto frio y de refrigerd a -20 °C durante 25 min.

Después de la refrigeracion, la muestra se centrifugd a 12 000 rpm, 4 °C por 5 min.

Una vez obtenida la pastilla, se lavé con etanol al 70% y se congeld por 20 min.
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Después del tiempo transcurrido, se realizé una centrifugacion méas a 12 000 rpm, 4 °C

por 5 min. y se decant6 el etanol, la muestra se mantuvo por 24 horas a -20 °C.

Posteriormente, se centrifugo la muestra a 12 000 rpm, 4 °C por 5 min. y se extrajo el

etanol sobrante.

Se realizd un ultimo lavado con etanol al 70%.

Finalmente el ADN genomico fue resuspendido con 50 ul de agua desionizada.

8.5.4.1 Integridad del ADN

Para corroborar que se obtuvo el ADN gendmico se realizo electroforesis en gel. La
electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de ADN u otras
macromoléculas como proteinas. Esta técnica consiste en aplicar una corriente eléctrica a
través de una matriz de gel por donde pasan las moléculas que se analizaran. De acuerdo al
tamafo y la carga de las moléculas, éstas se desplazaran por la placa de gel en diferentes
direcciones y velocidades separdndose unas de las otras. Las moléculas con menor tamafio
viajaran a mayor distancia a través de la matriz de gel, mientras que las moléculas de mayor
tamafio y con mayor densidad se desplazaran a una corta distancia en el gel. Para obtener la
placa de gel se debe calentar agarosa o poliacrilamida en una solucién amortiguadora (agua
con algunas sales) y se deja gelificar. El gel contiene unas pequefias ranuras denominadas
pozos que son donde se colocaran las muestras de ADN.

Antes de agregar las muestras de ADN, el gel debe colocarse en una cdmara. Uno de
los extremos de la cdmara se conecta a un electrodo positivo y el otro extremo se conecta a
un electrodo negativo. El cuerpo principal de la cAmara donde se coloca el gel se llena con

solucion amortiguadora con sales que puede conducir la corriente.”
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A continuacion, se aplica energia eléctrica a la cdmara y empieza a fluir corriente a
través del gel. Los grupos fosfato de su esqueleto de azucares-fosfato le otorgan una carga

negativa a las moléculas de ADN, por lo que comienzan a moverse a través de la matriz de

gel hacia el polo positivo.”™

En este estudio, la integridad del ADN extraido se verificO mediante electroforesis a
100 volts en un gel de agarosa al 1 %. Los geles tefiidos con bromuro de etidio. Para ello se
realizé la electroforesis en gel de agarosa, un polisacarido, el cual es més utilizado para correr
muestras de ADN debido al tamafio de sus moléculas. Se utiliz6 como solucion
amortiguadora Tris Acido acético EDTA (TAE). Esta solucion es més recomendable para el
analisis de fragmentos grandes de ADN, ya que corren mas rapido y tienen mayor capacidad
de discriminacion en un gel de agarosa a 0.8 %. Los geles utilizados en este trabajo fueron

geles al 1 %.

Después de que se obtuvo la placa de gel de agarosa, se colocd en cada pozo una
muestra del ADN gendmico extraido de las muestras de cada paciente. Se coloco el gel en
una cdmara utilizando TAE como solucion amortiguadora. Como marcador de tamafio de
pares de bases, se utilizé el ADN del bacteriéfago lambda de Gibco-BRL digerido con Pst I,
lo cual da un marcador tipo escalera. Ya cargados los pozos con las muestras, éstas fueron
resueltas a 100 volts durante 40 min. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio al 0.3
ug/ ml y fueron revelados en un transiluminador de luz ultravioleta. Ademas se observaron y
analizaron en un equipo de fotodocumentacion Gel Doc 1000 y el programa Molecular

Analyst de Bio Rad (Hercules, CA, EUA).
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8.5.5 Cuantificacion de ADN

El ADN se cuantifico mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm.
La concentracion de impurezas se cuantificd a una longitud de onda 280 nm para proteinas.
Como criterio de pureza se considero el cociente DO260/ DO280 mayor o igual a 1.6 y
menor de 2.0. La concentracion de ADN en pg/ ul se obtuvo multiplicando el valor de DO260

por 0.05 y por dilucion empleada (1:2000).

8.5.6 Sistema de amplificacion

El sistema PowerPlex®21 se utiliza para la identificaciobn humana. Este sistema
permite amplificar y detectar cuatro marcadores fluorescentes de 21 loci (20 loci STR y la
amelogenina) incluidos: D1S1656, D2S1338, D3S1358, D5S818, D6S1043, D7S820,
D8S1179, D12S391, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, Amelogenina,
CSF1PO, FGA, Penta D, Penta E, THO1, TPOX 'y VWA.
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Tabla 2. Localizacion cromosomica y secuencia repetida de locus. Resaltados en negritas
los locus analizados en este estudio.

Locus Localizacion cromosémica Secuencia repetida
D3S1358 3p21.31(45.557MB) TCTA
D1S1656 1g42(228.972Mb) TAGA
D6S1043 6015(92.449Mb) AGAT
D13S317 13031.1(81.62Mb) TATC
Penta E 15026.2(95.175Mb) AAAGA
D16S539 16024.1(84.94Mb) GATA
D18S51 18021.33(59.1Mb) AGAA
D2S1338 2035(218.705Mb) TGCC/TTCC
CSF1PO 5033.1(149.436Mb) AGAT
Penta D 21q22.3(43.88Mb) AAAGA
THO1 11p15.5(2.149Mb) AATG
VWA 12p12(5.963Mb) TCTA
D21S11 21921.1(19.476Mb) TCTA
D7S820 7021.11(83.433Mb) GATA
D5S818 5023.2(123.139Mb) AGAT
TPOX 2p25.3(1.472Mb) AATG
D8S1179 8024.13(125.976Mb) TCTA
D12S391 12q(12.431Mb) AGAT/AGAC
D19S433 19912(35.109Mb) AAGG
FGA 4428(155.866Mb) TTTC

62




8.5.6.1 Amplificacion y secuenciacion de ADN

El ADN de cada muestra se utilizo como molde para la amplificacion del material
genético. La amplificacion se realizd mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

utilizando oligonucleotidos.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para obtener copias
de unaregion particular de ADN que sea de interes para su estudio. Al igual que lareplicacion
de ADN, la PCR requiere de una enzima para producir nuevas cadenas de ADN mediante el
uso de una cadena existente como molde. La ADN polimerasa que se utiliza para la
replicacion en la PCR es la Taq polimerasa, la cual se aislo y se obtuvo de la bacteria Thermus
aquaticus. Esta polimerasa es muy termoestable presentando una mayor actividad en
temperaturas que oscilan entre los 70 °C, temperatura a la que la ADN polimerasa funciona

en condiciones normales.

La tag polimerasa sélo puede comenzar a replicar los fragmentos de ADN de la cadena
molde si hay un primer o cebador, el cual es una secuencia de nucleétidos que proporciona
un punto de partida para la sintesis de la nueva cadena de ADN. Estos cebadores se unen a
la cadena molde por complementariedad de bases.

Para la amplificacion por PCR primeramente se realiz6 la optimacion de los
pardmetros de PCR como son: concentracion de DNA, temperaturas y tiempos éptimos,

concentracion de MgCly, concentracion de iniciadores, etc.

Para establecer las condiciones de amplificacion se realizaron diferentes experimentos
manteniendo constantes las concentraciones de buffer de la enzima, dNTP's, DNA
polimerasa Taq y oligonucléotidos, asi como las temperaturas y tiempos de la amplificacion

y variando concentracion de DNA y/o MgClo.
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Se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de MgCly, de un minimo de
1.0 mM hasta un maximo de 2.5 mM, utilizando 1 ng de ADN y condiciones estandares de

amplificacion.

Posteriormente, se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de ADN
desde 0.2 ng hasta 100 por reaccién en condiciones estandares de amplificacion y con 1.5
mM de MgCl..

Las muestras se amplificaron con las condiciones Optimas encontradas

experimentalmente y se describen en la siguiente tabla:

Tabla 3. Estandarizacién para la amplificacion de ADN.

Reactivo Concentracion final
Buffer ADN pol Taq 10X  1X

Primer sentido 10 uM 1uM

Primer antisentido uM 1uM

MgCI2 25 mM 1.5 pM

dNTP’s 10 mM 0.2 uM

ADN pol Tag 5 U/ul 1 U/ul

ADN 50 ng/ul 10 ng/pul

Esta reaccion se homogeneiz6 suavemente por agitacion y posteriormente se colocé en

un termociclador.
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

94°C S minutos i :
72°C 1 minuto
94°C 1 minuto 72°C 5 minutos

58°C 1 mmnuto

Figura 12. Condiciones optimas para la amplificacién de ADN.

Para la verificacion de la amplificacion en gel de agarosa, las muestras amplificadas se
corrieron en un gel de agarosa al 2 % en TAE con un corrimiento a 100 volts durante 45 min.

Se tifi6 con bromuro de etidio al 0.3 ug/ ml y se observé en un equipo de fotodocumentacion.

8.6 Analisis Estadistico

El andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas permite verificar el grado de
polimorfismo de los microsatélites, caracterizando la variabilidad genética de las
poblaciones. Asimismo, la distribucidn de las frecuencias alélicas y los polimorfismos de
ADN poseen caracteristicas especificas en diferentes poblaciones. En genética forense es
indispensable conocer esas diferencias, pues los datos de las frecuencias de perfiles genéticos
son los que sustentan los calculos de probabilidades en los estudios de vinculo genético yen

las pericias forenses.

En este sentido, existe la necesidad de estudiar estas frecuencias para que los calculos
estadisticos del analisis de las muestras de un individuo perteneciente a determinada

poblacion, sean utilizados permitiendo un mayor indice de confiabilidad de los resultados.
De este modo, para determinar las frecuencias alélicas fueron analizados los siguientes

parametros estadisticos forenses: el poder de discriminacion (PD), el contenido de
informacion polimorfica (PIC), la heterocigosidad observada (Hobs) y esperada (Hesp), yel
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equilibrio de Hardy-Weinberg (P-value). Todos estos parametros nos ayudan a determinar la

productividad de dichos marcadores en la resolucion de casos forenses.

8.6.1 Calculo de frecuencias alélicas

La frecuencia alélica es la medida de la proporcion relativa de alelos de una poblacion
especifica. Estas frecuencias se expresan en tantos por ciento o en tantos por uno, y se
calculan mediante el recuento de cada alelo y dividiendo este nimero por el nimero total de
alelos analizados. De esta manera, la suma de las frecuencias alélicas de una poblacion es
siempre 1 (0 100 %). Para determinar las frecuencias alélicas los datos genotipicos de cada
individuo fueron insertados en el programa informéatico Power Stats V12.XIs® (Promega
Corporation®, Madison, WI. USA).

8.6.2 Poder de discriminacion (PD)

El poder de discriminacion se caracteriza por la probabilidad de que dos individuos
no relacionados y seleccionados al azar puedan diferenciarse genéticamente mediante el
analisis de un marcador o un conjunto de marcadores. EI PD depende del nimero de locus
analizados y del polimorfismo de cada uno. En el presente trabajo el poder de discriminacion
fue calculado utilizando el programa Power Stats V12.XIs® (Promega Corporation®,
Madison, WI. USA).

8.6.3 Contenido de Informacion Polimdrfica (PIC)

El valor del contenido de informacion polimorfica es un indice que evalla la

informatividad de un marcador en la poblacion de acuerdo con las frecuencias de los alelos.
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Segun la clasificacion de Botstein, marcadores con valores de PIC superiores a 0,5 son
considerados muy informativos, con valores entre 0,25 y 0,50 medianamente informativos y
con valores inferiores a 0,25 poco informativos. Para Foissac et al. un microsatélite es
considerado como un buen marcador molecular cuando presenta un numero de alelos
superior a5 y el PIC con indices por encima de 0,75. En el presente trabajo el contenido de
informacion polimérfica fue calculado utilizando el programa Power Stats V12.XIs®
(Promega Corporation®, Madison, WI. USA)."®

8.6.4 Heterocigosidad

La heterocigosidad observada (Hobs) refleja la frecuencia de individuos heterocigotos
encontrados en la poblacion de estudio, mientras que la heterocigosidad esperada (Hesp), es
una estimacion més precisa de la heterocigosidad en la poblacién. La heterocigosidad es la
probabilidad de que dos alelos del mismo locus tomado al azar de la poblacion sean
diferentes. Ademas, la Hesp también es conocida como diversidad génica. En este estudiola
heterocigosidad observada fue calculada utilizando el programa Power Stats V12.XIs®
(Promega Corporation®, Madison, WI. USA), mientras que para la heterocigosidad esperada
fue calculada con el programa Arlequin®55.

8.6.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La Ley de Hardy-Weiberg fue postulada en 1908 por George Hardy y Wilhelm
Weinberg. Segun ella “en toda poblacidn suficientemente grande, en la que los apareamientos
se producen al azar y que no esté sujeta a ninguna fuerza evolutiva como mutacion, seleccion
y migracion, las frecuencia génicas y genotipicas se mantienen constantes de una generacion
en generacion”. De esta manera, una poblacion que cumpla dichas caracteristicas se dice que
estd en equilibrio de Hardy-Weinberg. En este contexto, las frecuencias génicas y genotipicas
de una determinada poblacion permanecen constantes, generacion tras generacion, en una

poblacién grande y con apareamiento al azar.
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Asimismo, el equilibrio de Hardy-Weinberg predice que la frecuencia de los alelos en
una poblacién permanecerian iguales (en equilibrio) a través de las generaciones, siempre y
cuando se cumpla con las siguientes condiciones: que la poblacion tenga un tamafio bastante
grande (poblacion infinita), que el apareamiento ocurra al azar, no ocurre seleccion natural

ni deriva genética y no hay mutaciones.

De este modo, cuando los loci no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg en algunas
poblaciones, podria deberse al hecho de una seleccion sobre la poblacion en cuestion o bien
a la existencia de alelos nulos. Son denominados alelos nulos cuando no pueden ser
amplificados por la PCR, es decir, uno de los dos alelos no amplifica y por lo tanto, el
individuo es catalogado como homocigoto para el otro alelo. En cambio, si la poblacion
estudiada esta en equilibro de Hardy-Weinberg, esta poblacion se quedaria genéticamente
inalterada, es decir, presentaria una inercia evolutiva. Sin embargo, las poblaciones estan
sujetas a factores evolutivos y presentan cantidades variables de loci polimorficos, que
caracterizan la variabilidad individual o poblacional de la especie 155. En el presente trabajo
el equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado utilizando el programa Arlequin®55.
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cada participante se le explico el proceso y desechable. Las muestras sanguineas se
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Una vez obtenidas las muestras sanguineas, se transportaron en hieleras evitando
movimientos bruscos que ocasionaran la hemdlisis. Las muestras se recibieron en el
laboratorio de microscopia electrénica de ICSa, UAEH. Las muestras se han conservado en
refrigeracion procurando no exceder el tiempo para comenzar con su procesamiento.
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Figura 13. Diagrama de disefio experimental
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IX. Resultados

9.1 Tamafio de la muestra y muestreo

El grupo problema estudiado fue conformado por pacientes del Estado de Hidalgo,
diagnosticados con la enfermedad de Chagas durante los afios 2016 y 2017. Los pacientes
que decidieron participar en el estudio firmaron un consentimiento informado y se les explicd

el proceso de la investigacion.

Los participantes que donaron la muestra sanguinea para este trabajo tuvieron un
promedio de edad de 38.8 afios al momento de la toma de la muestra. 62.22% fueron hombres
y 37.78% mujeres.

El total de muestras obtenidas para este estudio fue de 88, 44 para el grupo control y

44 para el grupo problema. El tamafio de la muestra fue determinado mediante la siguiente

férmula:

k/\z*p*q*N

n=
A2+ (N-1)) K= pg

Donde:

N= tamafio de la poblacién total

k= constante que depende del nivel de confianza

e= error muestral

p= proporcion de individuos que poseen la misma condicion a estudiar
g= proporcion de individuos que no posee la condicion que se estudiara.

n= tamaro de la muestra

Para calcular el tamafio de la muestra en este estudio se tomé como constante el valor

proporcional a un nivel de confianza de 95.5%, que en este caso es 2. Se considerd un error
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muestral de 15%. De acuerdo a la Gltima encuesta intercensal realizada en el 2015 por el
INEGI en Hidalgo, el estado cuenta con 2 858 359 habitantes.

N=2 858 359

K= 2, nivel de confianza: 95.5%
e=15%

p=0.5

g=0.5

n= 44 tamano de la muestra

9.2 Integridad de ADN

Una vez que las muestras fueron colectadas, se realizo la extraccion del ADN. EI ADN

fue cuantificado y resuelto en geles de agarosa al 1% para observar la integridad. En la Figura

14 se puede observar el ADN extraido de diferentes muestras.

phy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 14. Integridad de algunas de las muestras de ADN de individuos con enfermedad
de Chagas del Estado de Hidalgo. Se utiliz6 como marcador de tamafio de pares de bases
(pb) el ADN del bacteriofago lamda de Gibco-BRL digerido con Pst I.
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Posteriormente, se realizo la PCR y la electroforesis capilar para obtener los

electroferogramas de las muestras.
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Figura 15. Electroferograma de la muestra 46 analizada con el panel PowerPlex 21 de Promega.
Ejemplo representativo para las 88 muestras analizadas. Los alelos analizados en este trabajo se
destacan en color rojo.
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Una vez obtenido el perfil genético de cada individuo mediante el software
GeneMapper, se determinaron las frecuencias alélicas del grupo control y del grupo

problema.

9.3 Locus D18S51

El marcador D18S51 esta localizado en el brazo largo del cromosoma 18 (18921.33),
presenta repeticiones de bases tetranucleotidicas (AGAA)n 37. Este marcador genético es
utilizado en pruebas de paternidad, ya que se ha comprobado que tanto el marcador como las

mutaciones de los microsatélites en el locus D18S51 se heredan de generacion en generacion.

Para el marcador D18S51 se encontrd que en el grupo problema los alelos de mayor

frecuencia son el 17 y 14, contrario a los alelos 11, 24 y 25 gque son los de menor frecuencia.
En el grupo control los alelos mas frecuentes fueron el 14, 15 y 17 y los menos
frecuentes el 11, el 24 y el 25. Si se comparan los resultados obtenidos entre ambos grupos,

se puede observar que el alelo 15 tiene mayor frecuencia Unicamente en el grupo control.

Los resultados obtenidos de las frecuencias alélicas comparadas para el locus D18S51

se muestran en la Tabla 4 y en la Figura 16.
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Tabla 4. Comparacién entre las frecuencias alélicas del marcador
D18S51 del grupo conformado por individuos sanos (control) y el grupo

de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas (problema).

D18S51
PROBLEMA CONTROL
ALELO FRECUENCIA FRECUENCIA
ALELICA ALELICA
11 0.0025 0.0018
12 0.13 0.15
13 0.105 0.105
14 0.172 (0.175)
15 0.1675 0.181
\ J
16 0.105 0.104
17 0.1825 0.17
18 0.05 0.15
19 0.0275 0.03
20 0.015 0.01
21 0.02 0.01
22 0.0125 0.01
23 0.005 0.005

24 ( 0.0025] ( 0.002]

25 Lo.oosz L o.oosJ
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Figura 16. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador D18S51 en el grupo

control y el de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas.
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9.4 Locus D21S11

El marcador D21S11 esta localizado en el brazo largo del cromosoma 21 (21921.1),

presenta repeticiones de bases tetranucleotidicas (TCTA)ny (TCTG)n 37.

Para el marcador D21S11 se encontrd que en el grupo problema el alelo de mayor
frecuencia es el 30 y el 32.2, contrario a los alelos 33.1, 29.2 y 34.2 que son los de menor
frecuencia. En el grupo control se observaron frecuencias similares. Sin embargo, al
comparar las frecuencias alélicas obtenidas entre ambos grupos, el alelo 30 es ain mas

frecuente que en el grupo problema con respecto al control.

Los resultados obtenidos de las frecuencias alélicas comparadas para el locus D21S11

se muestran en la Tabla 5y en la Figura 17.
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Tabla 5. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador D21S11
del grupo conformado por individuos sanos (control) y el grupo de

pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas (problema).

D21S11
PROBLEMA CONTROL
ALELO FRECUENCIA FRECUENCIA

ALELICA ALELICA
27 0.0075 0.007
28 0.09 0.08
29 0.172 0.16
29.2 0.005 0.001
30 [0.2975 0.198
30.2 0.01 0.02
31 0.065 0.06
31.2 0.12 0.15
32 0.025 0.03

32.2 0.13 (0.001)
33.1 0.0025 0.003

33.2 0.08 005~
34.2 0.005 0.001
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Figura 17. Comparacién entre las frecuencias alélicas del marcador D21S11 en el grupo

control y el de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas.
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9.5 Locus D7S820

El marcador D7S820 esté localizado en el brazo largo del cromosoma 7 (7g21.11),

presenta repeticiones de bases tetranucleotidicas (GATA)n 37.

Para el marcador D7S820 se encontrd que en el grupo problema los alelos de mayor
frecuencia son 10, 11, 12 y 13 contrastando con los alelos 14 y 7 que son los de menor
frecuencia. En el grupo control los alelos méas frecuentes son los mismos que en el grupo
problema. Sin embargo, 10, 12 y 13 son ain mas frecuentes en el grupo problema respecto

al control a diferencia del alelo 11 que es mas frecuente en el grupo control.

Los resultados obtenidos de las frecuencias alélicas comparadas para el locus D7S820

se muestran en la Tabla 6 y en la Figura 18.
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Tabla 6. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador D7S820
del grupo conformado por individuos sanos (control) y el grupo de

pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas (problema).

D7S820
PROBLEMA CONTROL
FRECUENCIA FRECUENCIA
ALELO ALELICA ALELICA
7 0.005 0.007
8 0.1025 0.12
9 0.035 0.05
10 (" 0.2675 (018 )
11 0.315 0.35
12 0.225 0.198
13 0475 ) L 0.45 )
14 0.0025 0.066
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Figura 18. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador D7S820 en el

grupo control y el de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas.
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9.6 Locus D5S818

El marcador D5S818 esta localizado en el brazo largo del cromosoma 8 (5923.2),
presenta repeticiones de bases tetranucleotidicas (AGAT)n 37.

Para el marcador D5S818 se encontrd que en el grupo problema los alelos de mayor
frecuencia son 11 y 12, a diferencia del alelo 14 que es el de menor frecuencia. En el grupo
control los alelos mas frecuentes son los mismos que en el grupo problema, los alelos menos
frecuentes son el 7 y el 14. Pese a que el alelo 7 tiene menor frecuencia en ambos grupos, en
el grupo control es menos frecuente. Por el contrario, el alelo 11 es més frecuente en el grupo

control que en el problema.

Los resultados obtenidos de las frecuencias alélicas comparadas para el locus D55S818

se muestran en la Tabla 7 y en la Figura 19.
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Tabla 7. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador D5S818 del
grupo conformado por individuos sanos (control) y el grupo de pacientes

diagnosticados con enfermedad de Chagas (problema).

D5S818
CHAGAS CONTROL
ALELO FRECUENCIA FRECUENCIA
ALELICA ALELICA
7 0.065 0.001
9 0.055 0.05
10 0.035 0.05
11 [ 0.50 ] 0.67
12 k 0.26 J 0.25
13 0.08 0.09
14 0.0025 0.0031
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Figura 19. Comparacién entre las frecuencias alélicas del marcador D5S818 en el

grupo control y el grupo problema.
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9.7 Locus D8S1179

Para el marcador D8S1179 se encontr6 que en el grupo problema el alelo de mayor
frecuencia es el 13 y los alelos 9 y 17 tienen menor frecuencia. En contraste con el grupo
control, en el cual el alelo mas frecuente es el 14. Respecto al alelo 13, la frecuencia es menor

en el grupo control comparado con el problema.

Los resultados obtenidos de las frecuencias alélicas comparadas para el locus D8S1179

se muestran en la Tabla 8 y en la Figura 20.
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Tabla 8. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador
D8S1179 del grupo conformado por individuos sanos (control) y el

grupo de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas

(problema).
D8S1179
CHAGAS CONTROL
ALELO FRECUENCIA FRECUENCIA

ALELICA ALELICA
8 0.012 0.015
9 0.005 0.005
10 0.135 0.15
11 0.047 0.06
12 0.115 0.11
13 0.29 0.18
14 0.225 0.226
15 0.1375 0.141
16 0.0275 0.025

17 0.005 0.003
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Figura 20. Comparacion entre las frecuencias alélicas del marcador D8S1179 en el

grupo control y el de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas.
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En la Tabla 9 se observan las frecuencias de todos los alelos de cada uno de los loci

analizados en este trabajo y que son parte del panel PowerPlex 21 de Promega,
Se puede observar la presencia de alelos con una frecuencia de 0.0025, que es la menor

para todo el panel; algunos de ellos son para el locus D18S51: 11, 24 y 25. Esto quiere decir

que ese alelo se present6 una vez en la muestra de la poblacién analizada.
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Tabla 9. Frecuencias de los alelos de cada loci analizado.

D7S820 D8S1179 D21S11 D18S51 D5S818
ALELO P C P C P C P C P C

2.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0.005 0.007 0 0 0 0 0 0 0.065 0.001
8 0.1025 0.12 0.012 0.015 0 0 0 0 0 0
8.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0.035 0.05 0.005 0.005 0 0 0 0 0.055 0.05
9.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0.2675 0.18 0.135 0.15) 0 0 0 0 0.035 0.05
11 0.315 0.35 0.047 0.06} 0 0 0.0025 0.0018 0.5 0.67
11.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0.225 0.198 0.115 0.11 0 0 0.13] 0.15) 0.26 0.25
12.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0.475 0.45 0.29 0.18 0 0 0.105 0.105 0.08 0.09
13.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0.0025 0.066 0.225 0.226 0 0 0.172 0.175 0.0025 0.0031]
14.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0.1375 0.141] 0 0 0.1675 0.181] 0] 0]
15.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0.275 0.025 0 0 0.105 0.104 0 0
17 0 0 0.005 0.003 0 0 0.1825 0.17 0] 0]
17.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0.05] 0.15) 0 0
18.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0.0275 0.03 0) 0]
19.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0.015 0.01 0] 0]
20.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0.02 0.01] 0 0
21.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 0.0125 0.01 0] 0]
22.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0 0.005 0.005 0 0
23.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0.0025 0.002 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0.0025 0.003 0 0
25.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0.0075 0.007] 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0.09 0.08] 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0.172 0.16} 0 0 0 0
29.2 0 0 0 0 0.005 0.001 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0.2975 0.198 0 0 0) 0]
30.2 0 0 0 0 0.01 0.02 0 0 0) 0]
31 0 0 0 0 0.065 0.06} 0 0 0 0
31.2 0 0 0 0 0.12 0.15) 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0.025 0.03 0 0 0 0
32.2 0 0 0 0 0.13 0.001] 0 0 0 0
33.1 0 0 0 0 0.0025 0.003 0 0 0 0
33.2 0 0 0 0 0.08] 0.05] 0 0 0 0
34.2 0 0 0 0 0.005 0.001 0 0 0 0
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9.8 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Con las frecuencias alélicas se aplico la prueba de chi cuadrada para observar si los loci
se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para ello, se utilizo6 la frecuencia del alelo al cuadrado si se trataba de homocigotos, o

bien dos veces el producto de las frecuencias del alelo “p” por la del alelo “q” si se trataba

de heterocigotos.

Se realizo el andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg. En la Tabla 10 se observa que
los cinco marcadores utilizados en este estudio se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg, lo que nos indica que las frecuencias alélicas obtenidas en estos marcadores se

pueden utilizar para el célculo de diversos parametros del area forense.

91



Tabla 10. Equilibrio de Hardy-Weinberg de los cinco marcadores analizados. Prueba
X2 para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada marcador. (a)Valor de X?: el
valor obtenido de X? para cada loci. (b) Valor de tablas (0=0.5): el valor de referencia, con
un valor critico de alfade 0.5. RESULTADO FINAL,; interpretacion del resultado del analisis
de chi cuadrada.

LOCUS VALOR DE Valor de tablas® RESULTADO
X2 @) (0=0.5) FINAL
D7S820 8.89 18.31 EQUILIBRIO
D8S1179 10.94 18.31 EQUILIBRIO
D21S11 2.91. 12.59 EQUILIBRIO
D18S51 21.19 41.34 EQUILIBRIO
D5S818 5.27 12.59 EQUILIBRIO
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9.9 Resultados de los parametros estadisticos.

Se realizd el analisis de pardmetros estadisticos del grupo problema, los cuales se

encuentran reportados en la siguiente tabla.

Tabla 11. Resultados de los parametros estadisticos para el grupo problema. PD: Poder

de Discriminacion, PIC: indice de contenido polimérfico, HOBS: Heterocigosidad

observada, HESP: Heterocigosidad esperada, PC: Probabilidad de coincidencia, NEA:

Numero efectivo de alelos.

D7S82 D8S1179 D21S11 D18S51 D5S818
0
PD 0.907 0.9343 0.9508 0.9643 0.8393
PIC 0.7284 0.788 0.8175 0.85 0.6186
HOBS 0.775 0.83 0.865 0.87 0.715
HESP 0.7678 0.815 0.8382 0.867 0.6631
NEA 42.721 53.451 61.027 74.002 29.539

Se muestran los valores obtenidos de la Heterocigosidad, se observa que el marcador

D18S51 es el que presenta la mayor Heterocigosidad, aportando un mayor poder de

discriminacion al panel. Al contrario, el marcador D5S818 que presenta el valor méas bajo.

Todos los marcadores presentaron un valor alto de discriminacion, los cuales al

combinarse dan como resultado un enorme poder de discriminacion, de tal manera que dos

personas puedan ser facilmente diferenciadas genéticamente al disminuir al minimo la

posibilidad de que existan asociaciones fortuitas.
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Los valores obtenidos de indice de contenido polimérfico expresan el grado de

diversidad bioldgica que posee cada marcador. El locus D18S51 es el que posee un mayor

polimorfismo.

En cuanto al nimero efectivo de alelos, muestra a los alelos con capacidad de pasar a

la siguiente generacion y los cuales son necesarios para que exista una diversidad bioldgica.

Se observa que el marcador D18S51 es el que presenta el valor mas alto.

Se realizo el analisis de parametros estadisticos también para el grupo control, los

cuales se encuentran reportados en la siguiente tabla.

Tabla 12. Resultados de los parametros estadisticos para el grupo control. Resultados

de los parametros estadisticos PD: Poder de Discriminacion, PIC: indice de contenido

polimérfico, HOBS: Heterocigosidad observada, HESP: Heterocigosidad esperada, PC:

Probabilidad de Coincidencia, NEA: NUmero efectivo de alelos.

D7S820 D8S1179 D21S11 D18S51 D5S818
PD 0.912 0.9598 0.9254 0.9726 0.8235
PIC 0.7436 0.764 0.8269 0.8489 0.6152
HOBS 0.766 0.89 0.8955 0.8725 0.719
HESP 0.7876 0.85 0.8531 0.8462 0.6642
NEA 42.367 52.786 61.015 74.015 29.614
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Como se puede observar en la Figura 21, los parametros estadisticos entre el grupo

control y el grupo problema son muy similares.
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Figura 21. Comparacion de los parametros estadisticos del grupo problema y del grupo control.
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X. Discusién

De acuerdo a las investigaciones del cddigo genético humano, Agrawal et al. " describe
que dos individuos cuando son seleccionados aleatoriamente, son idénticos genéticamente en
un 99,9% (aproximadamente), mientras que el 0,1% otorga la individualidad de una persona.
Con este alto porcentaje de similitud genética entre individuos, se sustenta que la poblacién
utilizada como muestra para este estudio que fue de 44 participantes, es representativa para
el 100% de la poblacion del Estado de Hidalgo.

Para determinar el tamafio de la muestra del grupo control de este estudio, el cual fue
de 44 muestras de pacientes con enfermedad de Chagas y 44 individuos sanos nacidos en
Hidalgo, se utilizé una férmula estandarizada usada cuando se conoce el tamafio de la
poblacion total. EI tltimo registro que se tiene documentado con el nimero total de habitantes
del Estado de Hidalgo lo reporta el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) y
hace constar que hasta el afio 2015 (Gltima encuesta intercensal realizada por este organismo)
se reportaba un total de 2 858 359 habitantes en Hidalgo.®° De acuerdo a esta cifra y utilizando
los parametros ya especificados por la férmula, con un nivel de confianza de 95.5%
considerando un error muestral de 5%, siendo la proporcién de individuos con la misma
condicion a estudiar, el grupo de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas al igual
que a la proporcion de individuos sanos nacidos en Hidalgo, se consider6 un resultado de 44
personas para ambos grupos. En el caso del grupo problema (pacientes con enfermedad de
Chagas), de acuerdo al Boletin Epidemioldgico Nacional de la Secretaria de Salud, 8 en la
semana 13 publicada el 9 de Abril de 2018, existen 13 pacientes diagnosticados con
enfermedad de Chagas en etapa cronica en 2018, sumandose a los reportados en el 2017 con
53 casos, dando un total de 66 casos de pacientes con enfermedad de Chagas en Hidalgo.
Para este estudio se utilizaron 44 muestras de pacientes diagnosticados para formar el grupo
problema, lo que corresponde a que en este estudio se esta evaluando aproximadamente al

66% de la poblacion total de pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas.
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Para asegurar que se obtuvo el ADN del 100% de las muestras, se cuantificd el material
en geles de agarosa al 1% para observar su integridad. Debido al tamarfio de las moléculas de
ADN, se recomienda utilizar agarosa para correr la electroforesis. De este modo, se

comprob6 que se extrajo el ADN de todas las muestras utilizadas en ambos grupos.

Actualmente, los estudios para conocer la vulnerabilidad de una poblacion a adquirir
la enfermedad de Chagas se centran principalmente en la relacion que tienen sus pobladores
con el insecto vector o chinche. Un ejemplo de este tipo de estudios realizados en Hidalgo es
el de Gémez-Gdmez et al. (2007), en el cual el objetivo fue determinar la prevalencia de
infeccion chagasica y relacionar la misma con las caracteristicas de las viviendas de la
poblacion estudiada, dando como conclusion que las condiciones consideradas como no
favorables mostraban ser un notable factor de riesgo para la distribucion del insecto
transmisor de la enfermedad de Chagas. Otro estudio realizado en la poblacion hidalguense
que relaciona el riesgo de transmisién de la enfermedad de Chagas con el medio en el que se
desarrollan los habitantes, es el trabajo que realiz6 Becerril et al. (2010), en dicho trabajo se
dieron a conocer los riesgos de transmision determinando los indices entomologicos y las
caracteristicas de las viviendas en localidades de Metztitlan, Hidalgo. Actualmente, no
existen estudios previos en Hidalgo que relacionen la adquisicion de la enfermedad de
Chagas con factores genéticos de la poblacion.

La identificacion de frecuencias alélicas de una poblacion es de gran importancia para
la identificacion de individuos. Una vez que se ha determinado un alelo, el cual la mayoria
de la poblacion es portadora, sirve para la diferenciacion entre individuos de una poblacion
respecto a los habitantes de otra. Los microsatélites son utilizados como marcadores
moleculares, debido a su alto indice polimdrfico, siendo aplicados no s6lo en estudios de
genética de poblaciones, en analisis de genéticos y en genética médica sino que ademas se
utilizan en estudios de evolucion y en la genética forense. Una ventaja de la utilizacion de
microsatélites es que son faciles de amplificar, lo que los caracteriza como una herramienta

muy util para la identificacion de personas.
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En este estudio los analisis de las frecuencias alélicas de pacientes con enfermedad de
Chagas del Estado de Hidalgo fueron calculados con el propoésito de determinar si existia o

no una predisposicion genética a adquirir la enfermedad de Chagas.

A su vez, con las frecuencias alélicas analizadas en el grupo control, el cual esta
conformado por habitantes sanos nacidos en el Estado de Hidalgo, se obtuvo una base de

datos con la finalidad de ser utilizada para la identificacion de individuos y andlisis forense.

Los resultados de las frecuencias alélicas obtenidos en este estudio muestran ciertas
discrepancias entre el grupo control y el grupo problema, lo que supondria que existe una
predisposicion genética a adquirir la enfermedad de Chagas. Las diferencias entre el grupo

control y el grupo problema que se encontraron en este estudio se discuten a continuacion:

10.1 Locus D18S51, alelo 18 del grupo control con mayor frecuencia alélica en
comparacion con la observada en el grupo problema (pacientes con enfermedad de
Chagas).

Para el marcador genético D18S51, en el grupo problema se encontré una mayor
frecuenciaen los alelos 14 y 17 con una frecuencia alélica de 0.172 y 0.1825 respectivamente.
Contrastando con los alelos donde se observo una menor frecuencia los cuales fueron el alelo
11 con 0.0025 y los alelos 24 y 25 con una frecuencia de 0.0025 en ambos casos. En el grupo
control se observd una mayor frecuencia alélica en los alelos 11 con una frecuencia de
0.0018, el alelo 24 con 0.002 y alelo 25 con una frecuencia de 0.003. Como se puede
observar, para el caso particular del locus D18S51, las frecuencias alélicas tienen una baja
variabilidad en cuanto a las frecuencias alélicas observadas para ambos grupos, siendo los
alelos 14 y 17 con mayor frecuencia y los alelos 11, 24 y 25 con una menor frecuencia alélica
observada. Esto indica que, para el caso particular de este marcador genético analizado, no
existen diferencias estadisticas significativas que puedan sustentar que existe una

predisposicion a adquirir la enfermedad de Chagas.
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10.2 Las diferencias entre las frecuencias alélicas observadas en el grupo control
y el grupo problema para el marcador D21S11 sugieren una predisposicion genética a

adquirir la enfermedad de Chagas.

En este marcador se observa una diferencia estadistica significativa, ya que lamayoria
de los alelos observados tienen una frecuencia alélica mayor en el grupo problema
comparéndolo con el grupo control. Este resultado sugiere que puede existir una
predisposicion genética en la poblacion de Hidalgo a adquirir la enfermedad de Chagas
cuando en su genoma existe la presencia del locus, ya que en el grupo problema conformado
por pacientes con enfermedad de Chagas se observan frecuencias alélicas que no se reportan
en el grupo control, el cual representa al resto de la poblacion de Hidalgo. Para este marcador
los alelos con una mayor frecuencia en el grupo problema fueron el 30 con una frecuencia
alélica igual a 0.2975, y el alelo 32.2 con 0.13. Los alelos con menor frecuencia fueron: 29.2
con 0.005, 33.1 con 0.0025 y 34.2 con 0.005. En el grupo control los alelos 30 y 31.2 tuvieron
una mayor frecuencia alélica con 0.198 y 0.15 respectivamente, contrario a los alelos 29.2,
32.2 y 34.2 con una frecuencia de 0.001 en cada caso y 33.1 con 0.003. Comparado el grupo
problema con el grupo control, destacan las frecuencias alélicas observadas en los alelos 27,
28, 29, 29.2, 30, 31, 32.2, 33.2 y 34.2, las cuales tienen una mayor frecuencia alélica

comparandolo con las frecuencias alélicas observadas en el grupo control.

10.3 EI Locus D7S820 presenta diferencias estadisticamente significativas en el

grupo conformado por pacientes con enfermedad de Chagas y el grupo control.

Para el marcador D7S820, los alelos con una mayor frecuencia alélica coincidieron
tanto en el grupo problema como en el grupo control. Los alelos con mayor frecuencia alélica
para ambos grupos fueron el alelo 10 con una frecuencia de 0.2675 para el grupo problema
y 0.18 para el grupo control, el alelo 11 con una frecuencia de 0.315 en el caso del grupo
problema y el grupo control con 0.35, el alelo 12 con una frecuencia de 0.225 y 0.198 para
el grupo problema y el grupo control respectivamente, el alelo 13 con un valor de frecuencia

alélica de 0.475 en el grupo problema y 0.45 para el grupo control. Los alelos que tuvieron
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una frecuencia alélica menor para el grupo problema fueron el 7 con 0.005 y el 14 con 0.0025
contrastando con el valor maximo reportado para el alelo 13, el cual present6 una frecuencia
alélica de 0.475 siendo asi en el que se observo un mayor nimero. Al analizar las diferencias
numericas entre ambos grupos, se observa una mayor frecuencia alélica en el alelo 14
respecto al grupo control en comparacion al grupo problema. Los valores del alelo 10, al
igual que el mencionado anteriormente, son mas elevados en el grupo problema en
comparacion con los que se obtuvieron en el grupo control, lo que sugiere que existe una
frecuencia alélica mayor en los pacientes con enfermedad de Chagas para el caso de este

marcador y alelo en especifico.

En el caso del grupo control, el alelo 7 tuvo una frecuencia alélica de 0.007, siendo el
de menor valor y contrastando con el alelo 13, el cual tiene una frecuencia de 0.45. Estos
contrastes entre alelos del mismo grupo coinciden de igual manera con los valores observados

en el grupo problema.

10.4 Locus D55818

Para el caso del marcador D5S818, en cuanto al grupo problema, los alelos con mayor
frecuencia alélica son el 11 y el 12 con 0.50 y 0.26, respectivamente. Los alelos con menor
frecuencia se reportan con un valor de 0.065 para el alelo 7 y 0.0025 correspondiente al alelo
14. En el grupo control el alelo 11 es el que presenta una mayor frecuencia alélica con un
valor de 0.67 y el de menor frecuencia es el alelo 7 con 0.001 de frecuencia alélica. Para
ambos grupos el alelo 11 es el que presenté una mayor frecuencia alélica. Coincide también

el alelo 7 con un menor valor en ambos grupos.
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10.5 Locus D8S1179

En el caso del marcador D8S1179, el alelo con mayor frecuencia es el 13 con un valor
de 0.29. Los alelos con menor frecuencia alélica para este mismo grupo sonel 9y el 17 con
0.005 para ambos casos. En cuanto al grupo control, el alelo con més frecuencia es el 14 con

un valor de 0.226 y el de menor frecuencia alélica es el 13 con 0.18.

Es importante resaltar el caso del alelo 13, el cual en el grupo problema es el que
presenta una mayor frecuencia alélica comparandolo con los alelos analizados en su mismo
grupo y que contrasta con el valor obtenido en el grupo control, en el cual el mismo alelo

obtuvo el menor valor de frecuencia alélica siendo su valor de 0.18.

Esta ultima discrepancia observada entre los valores observados en el alelo 13 para
ambos grupos hace suponer que existe una predisposicion genética presente en la poblacion

que la hace més vulnerable a adquirir la enfermedad de Chagas.

Comparando los resultados que se obtuvieron en el grupo problema contra el grupo
control en cuanto a frecuencias alélicas, existen discrepancias que hacen suponer gque existe
una predisposicion genética de la poblacion del Estado de Hidalgo a adquirir la enfermedad
de Chagas. En marcadores como el D18S51 en el alelo 18, se observd una gran diferencia
entre la frecuencia alélica del grupo problema (0.05), la cual era relativamente baja
comparandola con la frecuencia del grupo control, la cual present6 un valor elevado para el
mismo alelo (0.15). Representado en porcentajes, el grupo problema present6 una frecuencia
alélica de 5% contra una frecuencia de 15% observada en el grupo control. Lo mismo sucede
para el marcador D7S820 en el alelo 14, el cual tiene un valor de 0.0025 de frecuencia alélica
para el grupo problema contra un valor de 0.66 observado en el grupo control. Esto hace
suponer que la ausencia de estos alelos en los pobladores de Hidalgo los hace mas vulnerables
a adquirir la enfermedad de Chagas. Caso contrario a lo que ocurre en el marcador D21S11,
en el cual se observo que en el alelo 32.2 se obtuvo una frecuencia alélica igual a 0.13 en el
grupo problema contra un valor de 0.001, lo que indica que la presencia de este alelo en

pobladores de Hidalgo puede estar relacionada con la predisposicion a adquirir la enfermedad
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de Chagas. Lo mismo ocurre en el locus D5S818 en el alelo 7, el cual presenta un valor de
0.065 en el grupo problema comparado con una frecuencia alélica de 0.001 observada en el
grupo control. Para el marcador D8S1179, el alelo 13 presenta una frecuencia alélica igual a
0.29 contra un valor de 0.18 observado en el grupo control para el mismo alelo.

La presencia o ausencia de las frecuencias alélicas citadas anteriormente hacen suponer
que existe una predisposicion genética de la poblacion del Estado de Hidalgo a adquirir la

enfermedad de Chagas.

10.6. Parametros estadisticos forenses en pacientes con enfermedad de Chagas.

Respecto a los parametros estadisticos forenses como el Poder de Discriminacién (PD),
indice de Contenido de Informacion Polimérfica (PIC), la Heterocigosidad observada
(HOBS), la Heterocigosidad esperada (HESP), la Probabilidad de Coincidencia (PC) y el
Numero Efectivo de Alelos (NEA), es importante mencionar que para el empleo de los
marcadores STRs en identificacion humana, éstos deben presentar un poder de
discriminacion superior al 90% vy heterocigosidad observada superior al 70%.%¢ De esta
manera, el poder de discriminacion (PD) fue calculado para verificar la probabilidad de
diferenciacion de una muestra con las demas.*® Por lo tanto, el marcador que presento el
indice mas alto de PD fue el D18S51 (0.9643), seguido del D21S11 (0.9508) y del D8S1179
(0.9343). De esta forma, queda comprobada la capacidad de identificacion forense de los

marcadores D18S51, D21S11 y D8S1179 y su empleo en analisis de vinculo genético.

El marcador con indice méas bajo de poder de discriminacion (PD) en este estudio fue
el D5S818 (0.8393), sequido del D7S820 (0.907). En este sentido, los marcadores D5S818 y
el D7S820 no presentan un indice de poder de discriminacion deseable (mayor que el 90%)3.
Por otra parte, el contenido de informacion polimorfica (PIC) calculado para verificar la
capacidad informativa de los marcadores en los estudios genéticos, se ha demostrado bastante
informativo en este estudio, presentando valores significativos (mayores que 0,5) para todos

los marcadores. De forma individual, se obtuvo una variacion de entre 0.85 (D18S51) y
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0.6186 (D5S818). El poder de exclusion (PE) se define como la probabilidad de que un
sistema genético especifico muestre evidencias que conduzcan a la exclusion de un
sospechoso. El PE esta relacionado directamente al grado de polimorfismo del marcador y,

consecuentemente, también con la distribucion de las frecuencias alélicas.

Segun Brenner et al.?2, los indices de contenido de informacién polimorfica (PIC) vy el
poder de discriminacién (PD) son utilizados para conferir mayor clareza en los analisis de
vinculo genético y estudios poblacionales. Por lo tanto, en este estudio, los marcadores con
los indices mas altos de poder de discriminacion y los indices de contenido polimérfico
fueron el D18S51 y el D21S11. Los indices de PIC y PD demuestran la superioridad de los
marcadores microsatélites para el mapeo genético, asi como su eficacia en analisis de

identificacion genética.

Por otro lado, la heterocigosidad observada (Hobs) refleja la frecuencia de individuos
heterocigotos encontrados en la poblacién, mientras la heterocigosidad esperada (Hesp), o
también conocida como diversidad génica, representa una estimacion mas precisa de la
heterocigosidad en la poblacion.*® La Hesp es un buen estimador de la variabilidad. Ademas,
indices por debajo del 0,5 para la Hesp se considera insuficiente.** En este estudio, el
marcador que obtuvo el indice més alto de Heterocigosidad esperada fue el D18S51(0.867),
seguido del D21S11 (0.8382). Los indices mas bajos fueron observados en el marcador
D5S818 (0.6631), seguido del D7S820 (0.7678). EI marcador que obtuvo el indice mas alto
de Heterocigosidad observada fue el D18S51 (0.867), seguido del D21S11 (0.865). Los
indices mas bajos fueron observados en el marcador D5S818 (0.715), seguido del D7S820
(0.775). De este modo, estos marcadores podrian ser incorporados para la creacion de una
base de datos genéticos para la poblacién del Estado de Hidalgo. EI marcador D18S51 fue el
que obtuvo los mejores indices forenses. Sin embargo, deben realizarse mas analisis
poblacionales para su aplicacion en estudios forenses y de parentesco. Las bases de datos
genéticos que contienen las frecuencias alélicas de una poblacion especifica han demostrado
ser muy utiles en varios paises. En paises como Estados Unidos y Reino Unido estas bases
se han implementado principalmente en la identificacion de personas desaparecidas, con

fines forenses, pruebas de paternidad, incriminacion de delitos, entre otros.
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En términos forenses, el marcador genético D18S51 podria ser utilizado como
indicador de que un individuo pertenece a la poblacion de Hidalgo al presentar dicho
marcador en estudios genéticos basandose en los resultados que se obtuvieron en los
parametros estadisticos, ya que éste fue el que presenté mas valores significativos y cumplio

con los indices necesarios para que se le pueda considerar como tal.
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XI. Conclusiones

De acuerdo a las cifras de casos reportados de pacientes diagnosticados con enfermedad
de Chagas en Hidalgo, existe un notable incremento en el estado, posicionandolo en los

primeros lugares a nivel nacional.

La predisposicion de los habitantes de Hidalgo a adquirir la enfermedad de Chagas
podria no s6lo depender de la interaccion que presente la poblacion con el vector sino que

también podria existir un factor genético que haga mas vulnerable a los habitantes.

Se observaron importantes discrepancias entre las frecuencias alélicas analizadas enel
grupo problema en comparacion con las observadas en el grupo control, lo que sugiere que

podria existir una predisposicion genética a adquirir la enfermedad de Chagas.

Se observo que de los 5 marcadores tipo STRs analizados para la poblacion de Hidalgo,
el D18S51 es el més informativo y que mas aporta para las pruebas de identificacion, debido
su alto indice de poder de discriminacion (PD), contenido de informacion polimorfica (PI1C),

Heterocigosidad observada (HOBS) y Heterocigosidad esperada (HESP).

Con el desarrollo de este estudio, hemos podido confirmar que los marcadores
genéticos tipo STRs son elementos muy Utiles en el andlisis forense, la identificacién humana

y en el mapeo genético.
Las frecuencias alélicas observadas en el grupo control sirven para crear una base de

datos que pueda ser utilizada en analisis de identificacién de personas, con fines forenses o
para establecer parentescos.
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XII. Perspectivas

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de frecuencias
alélicas de una muestra representativa de la poblacion de pacientes con enfermedad de
Chagas del Estado de Hidalgo. Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion,

las perspectivas a futuro se orientan hacia dos vertientes.

Como primer instancia, es necesario ampliar este tipo de estudios a nivel nacional para
que de esta manera se puedan comparar las frecuencias alélicas obtenidas en pacientes con
enfermedad de Chagas de diferentes estados. Lo anterior, con la finalidad de poder
comprobar que ademas de los factores ambientales y la interaccion que se presenta entre el
insecto transmisor de la enfermedad y los pobladores de una region, existe una predisposicion
genética a adquirir la enfermedad de Chagas no so6lo en pacientes nacidos en Hidalgo, sino

que esta predisposicion se puede presentar en la poblacién a nivel nacional.

En segunda instancia, es necesario contar con herramientas, las cuales sirvan para
facilitar la identificacion de individuos. La obtencidn de una base de datos que contengan las
frecuencias alélicas de la poblacion de Hidalgo es de gran relevancia en el analisis forense,
ya que facilita reconocer si un individuo pertenece o no a una poblacion en especifico. Al
crear una base de datos de cada estado, se puede obtener una a nivel nacional que identifique
a la poblacion mexicana a nivel mundial. De esta manera, se facilita la identificacion de

individuos para términos forenses en pruebas de paternidad o en pruebas periciales.
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XIV. ANEXOS

14.1 Consentimiento informado
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
INSTITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de proyecto: DETERMINACION DE FRECUENCIAS ALELICAS EN
INDIVIDUOS CON ENFERMEDAD DE CHAGAS DEL ESTADO DE HIDALGO

Estimado(a) Sefior/Sefora:

Introduccién/Objetivo:

El Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo en
colaboracion con el Posgrado en Ciencias Genomicas de la Universidad Autonoma de la
Ciudad de México y la Clinica 32 del Instituto Mexicano del Seguro Social realizar4 un
estudio determinando las frecuencias alélicas en pacientes diagnosticados con enfermedad
de Chagas e individuos sanos nacidos en el Estado de Hidalgo. El objetivo del estudio es
determinar las frecuencias alélicas en pacientes con enfermedad de Chagas e individuos
sanos nacidos en Hidalgo. El estudio se esta realizando en la Ciudad de Pachuca, Hidalgo
obteniendo las muestras sanguineas en la Clinica 32 del IMSS, procesando las mismas en
el Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa UAEH) y en el Posgrado de Ciencias Gendmicas
de la Universidad Autbnoma de la Ciudad de México.

Procedimientos:
Si Usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente:

Le haremos algunas preguntas acerca de su lugar de nacimiento, tanto de usted como de
sus padres y abuelos. Se le realizara una toma de muestra sanguinea via intravenosa.
Dicha muestra sera tomada por especialistas y utilizando siempre material nuevo,
esterilizado y desechable. Esta muestra se realizar4 en el area de Epidemiologia de la
Clinica 32 del IMSS.

Beneficios: Usted no recibird un beneficio directo por su participacion en el estudio, sin
embargo, si usted acepta participar, estara colaborando con la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo.

Confidencialidad: Toda la informacion que Usted nos proporcione para el estudio serade
cardcter estrictamente confidencial, sera utilizada tnicamente por el equipo de investigacion
del proyecto y no estara disponible para ningdn otro propésito. Usted quedara
identificado(a) con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este estudio seran
publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).

Riesgos Potenciales/Compensacion: Los riesgos potenciales que implican su
participacion en este estudio son minimos. Si alguna de las preguntas le hicieran sentirun
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poco incomodo(a), tiene el derecho de no responder. Al obtener la muestra sanguinea
usted corre el riesgo de presentar un pequefio moretdn o dolor en el momento de la puncién.
Es importante recalcar que el material utilizado en la toma de muestra es nuevo, se
encuentra debidamente esterilizado y es desechable, por lo cual se utilizara Gnicamente
una vez. Usted no recibir4 ningln pago por participar en el estudio y tampoco implicara
algun costo para usted

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participacion
del mismo en cualquier momento. Su decisién de participar o de no participar no afectara
de ninguna manera la forma en cémo le tratan en la Clinica 32 del IMSS.

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario 0 preocupacion con
respecto al proyecto, por favor comuniquese con la investigadora responsable del proyecto:
Felisa Mariel Antelis Barrera al siguiente numero de teléfono 771 178 0321.

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que
le pedimos sea tan amable de firmar.
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Consentimiento para su participacion en el estudio

Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.

Nombre del participante:

Fecha:

Firma:

Nombre Completo del Testigo 1.:

Dia / Mes / Afio

Fecha:

Direccion

Firma:
Relacién con el participante

Nombre Completo del Testigo 2:

Dia / Mes / Afio

Fecha:

Direccion

Firma:
Relacion con el participante

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento

Dia / Mes / Afio

Fecha:

Dia / Mes / Afio
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