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Pero yo digo:

solo por breve tiempo,

solo camo la flor de elote,

asi hemos venido a abrirnos,
asi hemos venido a conocernos

sobre la tlerra,

Solo nos venimos a marchlitar,

toh amigosl|

que ahora desaparezca el desamparo
que salga la amargvura.

que haya alegria......

En paz y placer pasamos la vida

venld y gozemos,

1Que no o hagan los que viven alrados,
la tlerra es muy ancha.........t

Ms. cantares mexlcanos, fol, 13v.y 26 r.
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Resumen.

|.a caraclerizacion de antigenos durante la infeccion con Trypanosoma cruzi, es
un aspecto relevante para el entendimiento de la relacion huesped-parasito. Sin
embargo la presencia de mas de un estadio de desarrollo tanto en el huésped
vertebrado como invertebrado, asl como las diversas formas del pardsito
delectadas en cullivas in vitlo vy la metaciclogenesis demuestran la gran
plasticidad que a nivel estructural posee T. cruzi. En este trabajo se planted
identificar los antigenos involucrados en el diagnéstico de la enfermedad de
Chagas, para lo cual se ulilizé el modelo murine de infeccion. Mediante la
inoculacion a ratones de la cepa BALB/c con tripomasligotes de la cepa
Querétaro, se midieron los tltulos de anticuerpos generados durante la infeccion.
Con el cuitivo in vitro de las tres formas de T. cruzi (amasligotés, tripomastigotes
y epimasligotes), se realizaron diversos ensayos encaminados a identificar los
principales antigenas con los cuales reaccionaban los anticuerpos provenientes
de ratones infectados. Los patrones de  reactividad por
inmunoelectrotransferencia, fueron helerogéneas entre los tres esladios,
mostrando una correlacion directa entre el grado reconocimiento con el aumenta
en los titulos de anticuerpo en el curso de la infeccion. Estos aumentaron de
manera rapida (dla 10), cinco dias antes que se observara una disminucion en el
nimero de parasitos circulantes. De igual manera se obtuvieron anticuerpos
monaclonales especificos contra componentes del parasito en dos protacolos
diferentes para su obtencion. Estos mostraron reactividad con'componentes de
los diferentes estadios de T. cruzi igualmenle reconocidos por los sueros de
ratones infectados, siendo ef monoclonal 2B10.1 el que reconace especificamente

a antigenos de tripomastigotes.



Aspaoctos generales,

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas,
también Htamada ftripanosomiosis americana, padecimiento que en los dltimos
anos ha incrementado su importancia en salud plblica debido a que més de 20
millones de personas en latinoamérica, pueden eslar infecltadas por este
ofganismo y al menos 90 millones se encuenttan en riesgo de contraer la
infeccion (Moncayo, 1992). Las regiones {ropicales y subtropicales favorecen las
condiciones ecoldgicas del establecimiento de la enfermedad, sin embargo su
presencia se extiende desde fos 42° Latitud Norte en 2.U. a los 43° Laltitud Sur en
Argentina (Teixeira, 1987). La enfermedad de Chagas es considerada un
problema prioritario de salud en el sur de Latinoameérica y el cenlra y sur-sureste
de México, debido a la alta morbilidad y mortalidad asociada a las diferentes fases
de la enfermedad. En estudios de distribucion de transmisores en la Republica
Mexicana Salazar y colaboradores (1988), reportan la presencia de 23 especies
de Triatominos, mientras en otros estudios se han encontrado 25 especies,
distribuidas en todo el territorio (Rojas y col, 1989 y Velasco, 1989). L.a morbilidad
asociada a la tripanosomiosts americana muestra diferencias geograficas, por lo
que son diversos fos factores socioecondmicos que facilitan la infeccion humana
determinada por la existencia de lransmisores eficaces.

La infeccion puede adquirirse con mayor frecuencia a través de las heces de un
artropodo, de la famitia Reduvidae, denominado "chinche hocicona” o "besucona”
en México, “cuchipa” en Bolivia, "vinchuca" en Argentina y "barbeiro” en Brasil.
Otros modos de transmision son; por conducto de ta leche matema (Mites, 1972),
por el transplante de drganos (Figuereido y col, 1990; Aulet y col, 1991; De Faria y
Alves, 1993), la transmisidn transplacentaria (Bittencourt y Barbosa, 1972; Freilij y
Altchen, 1995) y por falta de cuidado en el trabajo de laboratorio (Israelski y col,
1988). Aclualmente fa transfusidén sanguinea ha incrementado su importancia
como otro mecanismo de dispersion de la enfermedad (Kerndt y col, 1991),



Ciclo de vida del parasito.

Cuando la “chinche” ingiere sangre, tiende a defecar y al encontrarse infectada
libera en las heces los tripomastigoles melaciclicos (transmision posterior o
estercoraria), que penetran a través de la piel del individuo, principalmente cuando
ésta pierde su continuidad por el rascado. Una vez en la sangre los parasitos
infectan células del huésped, sobre todo macréfagos, dentro de los cuales, sa
transforman en amastigotes, que se dividen por fision binaria lisando la célula y
liberando una gran cantidad de parasitos (tripomastigotes sanguineos), quienes
son capaces de infectar nuevas células o hien permanecer en la sangie. Los
parasitos circulantes son absorbidos por Triatomines, tranformandose en
epimastigotes a nivel del intestino anterior y en tripomastigotes metaciclicos
(considerada como la forma infectante), en el intestino posterior que al salir por las
heces del insecto tiene la capacidad de infectar un nuevo huésped vertebrado
(Figura 1).

Sintomatologia.
Los aspectos cllnicos de la enfermedad aguda pueden estar ausentes o bien ser
muy variados, por lo que se pueden confundir con los presentados en pacientes

con otras parasitosis como paludismo y kala-azar (Chiller y col, 1990).

La enfermedad puede manifestarse en tres etapas; una fase aguda, una
indeterminada y una cronica. La sintomatologla ligada a la palogenicidad de la
infeccidn por T. cruzi es variable y en general la enfermedad se presenta de una
manera asintomética. En efapas superagudas es posible distinguir algunos
caracteristicas como son, la fiebre elevada intermitente, con frecuencia se
presenta miocarditis y una reaccién de tipo inflamatorio dependiendo de la zona
de penetracidn denominada signo de Chagas-Romaiia en la region periorbital o
chagoma de inoculacidn en cualquier otra parte del cuerpo, o bien
hepatoesplenomegalia y el crecimiento de ganglios linfaticos. En la fase

indeterminada que sueje durar de 10 a 20 afos, la enfermedad de Chagas parece



haber desaparecido espontaneamente, para manifestarse posteriormente en el
30-40% de los casos (Macedo, 1980). La fase cionica se caracteriza por
miocarditis, insuficiencia cardiaca progresiva, megas digestivos (en colon y
esofago), y muerte, considerandose que todos aquellos individuos infectados con

T. cruzi son portadaores de por vida de este parasito.

Flgura 1. Ciclo de vida de T. cruzi en la naturaleza.
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T. cruzi es un protozoarlo pardsito que infecta tapto a animales slivestres como domésticos
fa flgura nos muestra los diferentes ostadios de desarrollo def pardsito y los hudspedes
portadores de cada uno de ollos.

Diagnostico: pruebas de campo y lahoratorio.
La demostracion de parasitos en sangre de individuos infectados con T. cruzi,
mediante la observacién directa al microscopio s un método muy usado en el

diagnodstico de la fase aguda de esta enfermedad. La necesidad de analizar varias



muestras de sangre diariamente hace que esta prueba requiera de personal
especializado y con experiencia, siendo practicamente imposible detectarlos
cuando se presenta la fase cronica de la enfermedad. En este caso se recurre
entonces al xenodiagnostico, que consiste en hacer que los triatomas absorban
los tripomastigotes de la sangte de individuos infectados. Sin embargo, los
inconvenientes de este mélodo es que a veces es necesario usar hasla diez
insectos para hacer confiable el diagnostico por este ensayo (Hoft y col, 1979), y
ademas solo en el 40% de los casos posilivos as certero (Coura y col, 1991;
Schenone 1991).

Actualmente se ha podido evaluar mas ampliamente el problema de salud que
representa esta enfermedad, principalmente por el surgimiento y ta utilizacion de
nuevos métodos seroldgicos y electrocardiograficos, que hacen relativamente
sencillo el diagnéstico, en los casos cronicos. Esto ha permitido realizar un mayor

numero de estudios seroepidemiologicos en diversas regiones de América Latina.

Las pruebas serologicas mas utilizadas en el diagnostico de la tripanosomiosis
americana cronica son: hemaglutinacion indirecta (HAI), reaccion de fijacion de
complemento (RFC), inmunofluorescencia indirecta (IF1), aglutinacion directa (AD)
y ELISA.

El principal antigeno utilizado en HAL, RFC y algunas variantes de ELISA es el
lisado de epiimastigotes de T. cruzi provenientes de cultivo (Garcia y col, 1995).
mientras la IFl, AD y ELISA usan tripomastigotes de cullivo libres de sangre. Con
el uso de estas técnicas se han llevado a cabo diversas encuestas
seroepidemioldgicas en areas endémicas de Mexico, como los estudios realizados
por Goldsmith y colaboradores en 1983 en todo el Estado de Chiapas, y aguellos
de Salazar y colaboradores en 1984, en cuatro municipios del E>stado de Oaxaca,
en los cuales se utilizo HAI

[#2]



El establecimiento de la fase cronica en individuos con este padecimiento sugiere
una inmunidad estéril. Sin embargo, la respuesta inmune-especifica contra
diferentes antigenos del pardasito indican que los eventos tanto celulares como
humorales juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Por ello,
durante esta etapa se consideran buenas alternativas el uso de pruebas
seroldgicas asociadas al electrocardiograma (Tay y col, 1987), el ecocardiograma
(Aparicio y Antezana, 1983), etc. Desde luego en el diagnostico es importante la
correlacion de los aspectos clinicos y epidemioldgicos junto con pruebas de
laboratorio. Por otro lado, Ia sensibilidad y la especificidad de técnicas serologicas
se ven limitadas al uso de sueros convencionales, por lo que hace necesario un
mejor control de antigenos y reactivos, ademas del establecimiento de controles

de sueros negativos y positivos que sirvan de referencia.

Respuesta inmune celular.
El aspecto inmunologico de la enfermedad suele ser muy complejo, como lo
demuestran los estudios llevados a cabo en los modelos animales de la

enfermedad de Chagas.

Se sabe que durante la patogénesis de este padecimiento estan involucrados
varios tipos celulares como eosintfilos y neutrdfilos, localizados en la zona de
infiltracion de! tejido invadido por el parasito. Sin embargo, se sugiere que estas
células pueden contribuir a las lesiones, ya que son observadas en grandes
cantidades, en aquellos casos en que se presenta necrosis o degeneracién del
tejido (Molina y Kierszenbaum, 1987). Por olro lado, los mecanismos efectores de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Kierszenbaum y Ghar,
1983), fagocitosis de formas sanguineas o de amastigotes por eosindfilos,
monacitos y neutrdfilos (Sanderson y Souza, 1979), estdn involucrados en la

defensa del huésped.
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Respuesta inmune humoral.

Durante la elapa aguda, el hospedero puede presentar niveles altos en
anticuerpos del tipo lgM, posleriormente se incrementan en forma significativa los
de la clase IgG e IgA, considerandose mas importantes (Tarleton y Kuhn, 1983).
Después de varias semanas o meses que dura la fase aguda, le sigue una de tipo
indeterminada, denominada asl debido a la ausencia de signos especificos de
infeccion  (Macedo, 1980). LI individuo puede permanecer en este lapso
indeterminado por afios, para finalmente encontrarse en el estado cronico de la
enfeimedad, donde los problemas de tipo cardiaco y megavisceral son
comunmente encontrados. La predominancia de anticuerpos de la clase 1gG2a en
ralones durante este periodo, han sido asociados a su paiicipacion en Ila

proteccion contra la infeccion (Araujo y col, 1984; Rowland y col, 1992).

La enfennedad de Chagas se acompaia de eventos de imunosupresion tanto
celular como humoral durante la fase aguda de la enfermedad. Observandose un
fenomeno de supresion durante la etapa aguda, sefialando aigunos estudios que
esto ocurre a nivel de la expresion del receptor de alta afinidad para interleucina-2
(Cerrone y col, 1991). Al parecer debido a una determinada subpoblacion de
macrofagos, que son menos activos, pero capaces de suprimir la respuesta de
céluilas activadas o sensibilizadas mediante fa inhibicion del mecanismo de

produccion de 1L-2.

Otro aspecto interesanle y un ‘problema para el diagnostico de la enfermedad es
la similitud que guardan algunos antigenos del parasito con proteinas del huésped
(Van Voorhis y col, 1991), induciendo procesos de autoinmunidad, asi como de

tolerancia (Engman y col, 1990).

Algunos antigenos especificos del parasito en las fases aguda y cronica son
reconocidos por sueros de ratones infectados y por los de pacientes chagasicos.

Por otro lado, en observaciones realizadas por Mikhail y Rowland en 1990, se



Respuesta inmune humoral.

Durante la etapa aguda, el hospedero puede presentar niveles allos en
anticuerpos del tipo IgM, posteriormente se incrementan en forma significativa los
de la clase IgG e IgA, considerandose mas importantes (Tatleton y Kuhin, 1983).
Después de varias semanas o meses que dura la fase aguda, le sigue una de tipo
indeterminada, denominada asi debido a la ausencia de signos especiiicos de
infeccion (Macedo, 1980). El individuo puede pemmanecer en este lapso
indeterminado por aios, para finaimente encontrarse en el estado cronico de ta
enfermedad, donde los problemas de tipo caidiaco y megavisceral son
comunmente encontrados. La predominancia de anticuerpos de la clase lgG2a en
ratones durante este periodo, han sido asociados a su participacion en la

proteecion contra la infeccion (Araujo y col, 1984; Rowtand y cal, 1992).

La enfermedad de Chagas se acompafia de eventos de imunosupresion tanto
celutar como humoral durante la fase aguda de la enfermedad. Observandose un
fenomeno de supresion durante la etapa aguda, seiialando algunos estudios que
esto ocurre a nivel de la expresion del receptor de alta afinidad para interleucina-2
(Cerrone y col, 1991). Al parecer debido a una determinada subpoblacion de
macrafagos, que son menos activos, pero capaces de suprimir la respuesta de
células activadas o sensibilizadas mediante la inhibicion del mecanismo de

produccion de IL-2.

Otro aspecto interesante y un problema para el diagnéstico de la enfermedad es
la simililud que guardan algunos antigenos del parasilo con proteinas del huésped
(Van Voorhis y col, 1991), induciendo procesos de autoinmunidad, asi como de

tolerancia (Engman y col, 1990).

Algunos anligenos especificos del parasito en las fases aguda y cronica son
reconocidos por sueros de ralones infectados y por los de pacientes chaaasicos.

Por otro lado, en observaciones realizadas por Mikhail y Rowland en 1980, se



eporta que ¢l patton de reconocitmiento por suetos de tatones infectados,

inmunizados o inmunizados-infectados varia con el cuiso de a infeccion

Diagnostico: actualidad.

La accion de la raspuesta hutmoral especifica durante la infeccion con T, eruzi, ha
sido caraclerizada parciahmente in vitro y dirigida contra diferentes componentes
del pardsito. De esta manera se ha podido evaluar el papel de estas proteinas en
algunos de los eventos llevados a cabo por éste y por ef huésped durante la

enfermedad.

Por otro lado, ya que el ciclo de vida de T. cruzi consta de tres fases de desarrollo
del parasito, cabe suponer que puedan existir antigenos compattidos entre ellos,
aslt como esladio-especificos. También es conocida la diversidad antigénica que
existe en este parasito (Miles y col, 1978), por lo que la caracterizacion de
antigenos conservados favoreceria un mejor entendimiento de (a historia natural

de esta enfermiedad.

La posibilidad de un diagnostico certero se hace factible mediante la
caraclerizacion de antigenos reconocidos durante la infeccidn. En este sentido fa
identificacion de componentes de T. cruzi se ha llevado a cabo mediante el uso
de técnicas inmunoelectroforélicas, usando sueros de pacientes y anticuerpos

maonoclonales.

En relacion a {a utilizacion de antligenos para diagnostico, De Hubsch y
colaboradores en 1988 comparo dos tipos de antigenaos de T. cruzi por el ensayo
de la ELISA de punto (DOT-ELISA). La reaclividad de estas proleinas con sueros
de pacientes con la enfermedad de Chagas y con otras enfernmedades
relacionadas (como leishmaniosis) sugieren que el uso del antigeno total fijado

con formalina en esle ensayo es una huena alternativa para el diagnastico.

Primavera y colaboradores en 1988, utilizando extractos de farmas digestivas del

parasito y comparandalos con los de epimastigotes de cullivo, lograron detectar



anticuerpos de la clase IgA en un 90% de pacientes, demostrando, que en su
estudio el antigeno de amasligotes, es el mas adecuado debido a los altos indices

de especificidad, sensibilidad y eficiencia.

Por su parte Corral y colaboradores (1989) en ensayos de tiipanosomiosis
experimental en perros han identiticado y purificado por métodos cromatograficos
un antigeno que se encuentra en la orina de los animales infectados. Dicho
antlgeno se ha localizado en diferentes cepas de T. cruzi y es reconocido por una
gran variedad de sueros de pacientes con la enfermedad de Chagas en fase

aguda.

El desarrolio de técnicas avanzadas er inmunologia y biologia molecular como
son la produccion de hibridomas y el avance en ingenierla genética, han sido de
gran uliidad en la caraclerizacion y purilicacion de proteinas de organismos
parasilos. En refacion a esto, la mayoria de los anligenos de T, cruzi aislados se

han caracterizado usando anticuerpos monoclonales.

En 1991 Ouaissi y colaboradores, obtuvieron un anticuerpo monoclonal de la
clase IgM contra una porcion glicosilada, presente en antigenos de excrecion y
secrecion de tripomastigotes de T. cruzi. Dicha porcion antigénica puede ser
expresada por diferentes estadios de desarrollo del parasito y la mayor reactividad
con anticuerpos de la clase IgM proveniente de sueros de pacientes, sugiere que
el epitope puede ser considerado como un marcador durante fa infeccion activa.
Estos resultados son congruentes con fo reportado por Avila y colabnradores en
1988 en sus ensayos de inhibicidn por azlcares a los anticuerpos dirigidos contra
galactosil-aifa (1-3) galactosa, lo cual no ocurre con aquellos que llevan la
conformacion beta-galactosit. Del mismo modo .azin y colaboradores en 1991,
mostraron que en ratones con la enfermedad, existen antigenos de mediano (45-
55 kDa) y alto peso molecular (160-170 kDa), secretados durante las diferentes
fases de la infeccion y ademas son reconocidos por sueros de pacientes en fase

aguda y cronica respectivamente.



Por ofro lado en estudios de compelencia usando anticuerpos monoclonales
especilicos dirigidos contra el componente 6 de 7. cruzi cuya inmunogenicidad y
antigenicidad se ha observado durante infecciones naturales y experimentales,
demuestran la sensibilidad y especificidad de este ensayo (Cuna y col, 1989). En
un estudio similar realizado por Yachibana y colaboradores en 1988, donde los
resullados obtenidos en los ensayos de competencia y la inhibicion positiva
mostrada por los sueros de pacientes chagasicos contra el anticuerpo monoclonal
TCF87, asl como el registo negativo de los sueros de pacientes con
leislimaniosis, sugieren que ef antigeno de 25 kDa es un buen candidato a buscar

en este tipo de experimentos para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.

En un estudio llevado a cabo por Reyes y colaboradores en 1990, se determin la
especificidad de anticuerpos de la clase IgG en recién nacidos mediante el uso de
una serie de antigenos recombinantes de 7. cruzi. La especiﬁdidad mostrada en
los nifios con respecto a la madre, con enfermedad cronica, fue diferente debido
principalmente a un antigeno ya caraclerizado y presente en la fase aguda
(SAPA), lo que corrobora que fos anticuerpos dirigidos contra éste se generan en

fos primeros dfas de la infeccion (fase aguda).

Para el diagnostico de esta enfermedad, ademas del uso de anticuerpos
monoclonales contra antigenos del parasito (Tachibana y col, 1991) se han
utilizado la PCR para la amplificacion de secuencias de DNA del parasito y su
identificacion mediante sondas de cDNA (Avifa y col, 1991), esto ha derivado en ef
desarrollo de mélodos mas sensibles. En este sentido, fos estudios llevados a
cabo por Engman y colaboradores (1990), utilizando genotecas de cDNA, indican
que la autotolerancia a la proteina de choque térmico de 70 kDa (hsp70) se
mantiene durante la fase cronica de la infeccion por T. cruzi. Por lo que los
anticuerpos contra este componente del parasilo no reaccionan contra su similar

de humanos.
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EEn ofros estudios, la purificacion de un componente de alto peso molecular por
columna de afinidad a partir de extractos de T. cruzi, fue expresado en una clona
genomica de Escherichia coli. E:ste antigeno es expresado por todos los
estadios, asi como por varias cepas de T. cruzi y se encuentra asociado al
citoesqueleto a nivel de la union del flagelo con el cuerpo celular de este
organismo y es reconocido por sueros de humanos chagasicos sin tener reaccion
cruzada con sueros de pacientes con infecciones por Leishmania, T. rangeli y

otras parasitosis (Cotrim y col, 1990).

En afos recientes se ha increnientado el uso de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la amplificacion de DNAs de cineloplastos de T. cruzi
(kDNA). Aislados de lisados de sangre conteniendo guanidina-EDTA (método gue
permite su incubacion a 37°C sin ser degradado), pueden ser deteclados usando

sondas especificas para minichiculos de kDNA (Avila y col.,, 1991).

En una revision realizada por Frasch y colaboradores en 1991, se muestra una
relacion de antigenos relevantes de T. cruzi, en la que se encuentia resumido el
papel de dichos componentes en la enfermedad y cuales de ellos han sido

obtenidos por clonacién gendmica.

De acuerdo a lo anterior, la caracterizacion de antigenos involucrados en el
desarrollo de los padecimientos producidos por parasitos tiene como objetivos
fundamentales en inmunologia: 1) establecer la funcion que desempefan en la
relacion huésped-parasito, 2) medir su reactividad con sueros de pacientes

(inmunodiagnostico) y 3) determinar su importancia en ensayos de profilaxis.

Hipotesis:

Aquellos antigenos que son expresados en el transcurso de la infeccion por T,
cruzi, y que sean compartidos entre los estadios del parasito, podrian ser usados
en pruehas de diagndstico de la enfermedad con mayores ventajas que los
extractos totales de este organismo.

1



Objetivo general.

Caraclerizar la respuesta inmune de tipo humoral en ratones infectados con

Trypanosoma cruzi,
Objetivos particulares.

1. Realizar cultivos de T. cruzi conducentes a la obtencion y mantenimiento de las

tres diferentes formas del parasito.

2. Obtener extraclos totales de proteinas de T. cruzi de cada una de las formas

de cultiva.

3. Comparar los patrones electroforéticos de los diferentes extractos proleicos de

T. cruzi,

4. Caracterizar por inmunoelectrotransferencia las proteinas de los diterentes
estadios del pardsito que son reconocidas por sueros de ratones infectados con 7.

cruzi.

5. Obtener anticuerpos monoclonales contra componentes del pardsito, y
determinar su reactividad con antigenos de los tres estadios del ciclo de vida de T.

cruzi, mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia.

12



METODOLOGIA.

Cultivos celulares.

T. cruzi se cultivo en células Vero, las cuales fueron mantenidas en medio DMEM
(GIBCO) pH 7.2, suplementado con 10% de suero fetal bovino (HYCLONE),
piruvato de sodio (GIBCO), aminodcidos no esenciales (GIBCO) y anlibidtico-
antimicotico (GIBCQ). Los frascos de cullivo conteniendo estas células se
incubaron a 37° C en una atmosiera de 5.2% CQ,, y 85% de humedad (FORMA
SCIENTIFIC).

Las células de mieloma SP2/0 para la abtencidn de anticuerpos monoclonales se
mantuvieron en medio DMEM suplementado en las mismas condiciones de cultivo
ya mencionadas. Después de la fusion celular se adicioné al medio completo;
hipoxantina (SIGMA), aminopterina (SIGMA) y timidina (SIGMA), como
suplementos para el medio HAT; el medio HT consistié de todos los componentes
excepto aminopterina, las células se incubaron bajo las mismas condiciones que

las células Vero.

Para ambas lineas celulares se establecieron subcultivos cuando estos

alcanzaron la fase de confluencia.

Parasitos y antigenos.

Se utilizé un aislado T. cruzi de Triatoma sp en el estado de Querétaro donado
por et Dr. Jorge Tay del Departamento de Parasitologia y Microbiologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México. Tres de
sus diferentes formas se cultivaron in vifro, tanto en ausencia como en presencia
de células, los epimastigotes se cultivaron en medio LIT como lo reporta Camargo
(1964) y se subcultivaron semanalmente en botellas de 25 cm?, ulilizando cultivos
con concentraciones de 10° pardsilos/ml. A partir de estos se tomo 1 ml y se
colocd en una botella con 4 ml de medio fresco, los parasitos producidos
semanalmente fueron recuperados por decantacion y lavados mediante
centrifugaciones en amortiguador fosfato salino con pH 7.2 (AFS). El boton final
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se resuspendio en un amortiguador de glicina-HCH pH 2 (GH-2) y se alimacend a -

20° C para usarlo en la electioforesis de protelnas.

En olros protocolos de abtencidn de extractos totales, la pastilla final s¢ disolvio
en AFS, Tris-HCI 10 mM con pii de 8.3, con y sin inhibidores de proteasas como;
floruro de fenil-metil sulfonito (PMSF); p-hidroximercuribenzoato de sodio (PHMB);
leupepling, o bien choque acido y posterior neutralizacion con incubacion a 37° C.
Todos los extractos se shmacenaron a -70° C hasta ulilizarlo en el analisis

eleciroforético de proteinas,

Por otro fado, tanio los tripomastigotes como los amastigotes se abtuvieron o
pariir de células Vero irradiadas e infectadas. Primeramente las células Vero se
colocaron en concentraciones de 3 x 10° células en placas de cullivo de 24 pozos,
de 1 cm de didmetro. Una vez que las células Vero llegaron a la confluencia, se
iradiaron con una lampara de luz ultravioleta de 30 walls a una distancia de 60
cm, durante 15 minutos. A continuacion se infectaron en una relacion
parasitosfcétula de 2:1. Los fripomastigotes se colectaron directamente del
sohrenadante de estos cultivos y se separaron mediante un gradiente discontinuo
de Percolf (30:60%). Se coleclaron de fa interfase y se lavaron tres veces con AFS
por centrifugacion, el sedimento final se resuspendio en GH-2. Por su parte los
amastigotes se recobraron de células fripsinizadas y homogeneizadas
(homogenizador de vidrio con émbolo de tefién), despuds de 20 golpes se
separaron en un gradiente discontinuo de metrizamida 10:15 % y la interfase se
lavd fres veces con AFS y se hizo pasar por un gradiente de Percoll 30:60 %
(Abrahamshon y col, 1883). Los amastigotes contenidos en {a interfase se lavaron
tres veces con AFS mediante centrifugaciones y al final se resuspendio en una

solucién de GH-2, Ambos antigenos se almacenaron a -70° C hasta ser utilizados.

La concentracion de proleinas se detetmind por el método de Lowry y

colaboradores (1951).
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Modelo de infeccion en raton.

El mantenimiento in viva del parasito se realizo mediante la infeccion de ratones
de la cepa BALB/c de 4-G semanas, por la inoculacion intraperitoneal de 1 x 10!
tripomastigotes provenientes de ratones previamente infectados. La coleccian de
parasitos sangulneos se realizd a los 156-18 dias postinfeccion, mediante la
extraccion de 100 pl de sangre del plexo retroorbital del raton que se colectaron

en tubos Eppendorff que contenian solucion de Alsever.

Determinacion de la parasitemia.

El grado de parasitemia de los animales inoculados con T, cruzi se determing a lo
largo de la infeccion, mediante enumeracion directa al micioscopio, en una
camara hemacitométrica. El promedio de parasitos encontrados en 5 ratones se

grafico con respecto al tiempo, para establecer curvas de parasitemia.

Determinacion de anticuerpos.

Se realizd en el suero de los ratones en experimentacion por un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) (Voller y col, 1978). Para ello se usaron pozos de
microtitulacion (immunolon-2 DYNATECH), los cuales se sensibilizaron con 10 g
de antigeno de epimastigotes, tripomastigotes o amastigotes. Después de 20
horas de incubaciéon se bloguearon con una solucion de leche descremada
(SVELTES) al 5% en AFS durante 1.5 h a temperatura ambiente. A continuacién
se lavaron tres veces durante 3 min cada una con una solucion de Tween 20
(SIGMA) al 0.05% y leche descremada al 0.5 % en AFS. La incubacion de sueros
diluidos 1:100 en AFS se realizo durante 1 h a 37° C. Después de lavar tres veces
se adiciond a los pozos un anticuerpo anti-lgG, anti-lgM, o anti-lg totales de raton
acoplado a la enzima peroxidasa (ZYMED), diluido 1:1000 en AFS y se incubo a
37° C durante 1 hora. Finalmente se adiciond el sustrato de o-fenilendiamina
diluido en amortiguador citrato-fosfato de pH 5 y la reaccion se detuvo con una
solucion de 4cido sulftirico 2.5 N.



Este mismo procedimiento se usoé cuando fue necesario probar la produccion de
anticuetpos anti-T. cruzi por los hibridos obtenidos en las diferentes fusiones
celulares para la obtencion de anticuerpos monoclonales. Los ensayos de
especificidad de los anticuerpos, se realizaron utilizando la misma cantidad de
antigeno de extractos de E. histolytica, Taenia crassiceps, Leishmania

mexicana, Plasmaodium falciparum y Giardia lamblia.

Obtencion de anticuerpos monoclonales,

Ratones de 4-6 semanas de cdad fueron inoculados semanalinente por via
intraperitoneal con 100 mg de extracto de epimastigotes. A la cuarta semana se
inocularon por via intravenosa y 3 dias después se sacrificaron y se abtuvieron las
células de bazo, que se usaron para la fusion con células de mieloma SP2/0, de
acuerdo al método de FFazekas de St Groth y Scheidegger (1979). Brevemente,
para la fusion celular se utilizd una relacion células de bazo:células de mieloma de
10:1, las células se centrifugaron juntas en un tubo de 16 ml y se les adiciond gota
a gota una solucion de polietilenglicol al 60 %. Las células se lavaron en medio
DMEM libre de suero y la pastilla final se coloco en medio de HAT. Después de
12 dias el medio se cambio a HT y 5 dias después a medio completo. Cuando las
células alcanzaron la fase de confluencia se tomd el sobrenadante del pozo y se
comprobd la presencia de anticuerpos anti-T. cruzl por la técnica de ELISA (Voller
y col, 1979). Los hibridos positivos fueron entonces clonados en agar suave como
lo reporta Coffino y colaboradores (1972) y en las clonas obtenidas se determing
nuevamenle la produccion de anticuerpos anti-T. cruzi, pero utilizando
anticuerpos anti-isotipo.

En otro experimento aparte se realiz6 una fusion con células de bazo de un raton
infectado. E!l drgano se extrajo al dla 15 post-infeccion y las céfulas linfoides se
fusionaron con células de mieloma como se menciond anteriormente. La

deteccion de anticuerpos se realizd por el ensayo de ELISA.



Las clonas productoras de anticuerpos monoclonales anti-T. cruzi se inocularon
en ratones previamente pristeinizados, para la obtencion de anticuerpo por la
produccion de ascitis en el peritoneo de estos animales. Una vez colectado el
fiquido ascitico se procedio a la purificacion parcial de los anlicuerpos mediante la

precipitacion con sulfato de amonio.

Ensayos de inmunofiuorescencia,

Tanto los anticuerpos monoclonales como los sueros inmunes anti-7. cruzi se
utilizaron en ensayos de inmunolluorescencia usando parasitos en los tres
estadios, siguiendo las indicaciones de Johnson y Araujo (1981). A los parasitos
recuperados del cullivo y lavados como se menciond anteriormente, se les
adiciono una solucion fijadora de formaldehido al 2.5% y glutaraldehido al 0.25%
en AFS. Se lavaron mediante centrifugaciones a 3000 g y se incubaron con los
anticuerpos diluidos en AFS durante 1 hora a 37° C. En seguida se lavaron
nuevamente y se adiciond una dilucion del anticuerpo de cabra anti-lg-FITC de
raton diluido 1:100 en AFS y se incubaron por una hora mas a 37° C. Finalmente,
se lavaron, se colocaron en un portaobjetos y se cubrieron para ser observadas al

microscopio de epifluorescencia (ZEISS).

Andlisis inmunoelectroforético.

Los extractos de las diferentes formas de cultivo de T. cruzi-se analizaron en
geles de poliacrilamida ai 10%, en presencia de 2% de dodecil sulfato de sodio
(EGPA-DSS), de acuerdo al método de Laemli (1970). La muestra se diluyo 1:2 en
amortiguador de tris (1.512 g de Trizma-base (SIGMA), 25 ml de glicerol (BAKERY);
2 g de DSS (BIO-RAD), 0.002 g de pironina Y (BIO-RAD) y 5% de B-
mercaptoetanol (SIGMA) con pH de 6.8) y se hirvié durante 3 min. Una vez
preparada la muestra se colocé en un minigel preparativo y se aplicd una corriente
de 150 volts durante 1 hora aproximadamente en una minicamara de
electroforésis (BIO-RAD), después de lo cual se transfirid a papel de nitrocelulosa
(BIO-RAD) en una camara para electrotransferencia (IDEA SCIENTIFIC), durante
una hora con una fuente de poder (IDEA SCIENTIFIC) a 24 volts, hasandose en el
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método de Towbin y colaboradores (1979). Después de bloquear el papel de
nitrocelulosa con una solucion de Tween 20 al 0.3% y albamina sérica de bovino
al 1% en AFS, se corto en tiras delgadas de 3 mm aproximadamente. Las tiras de
papel fueron incubadas en suero de ratones infectados a una dilucion de 1:100 en
AFS durante toda la noche a 4° C, se lavaron tres veces durante 10 min cada una
en AFS-Tween 20 al 0.3%, se incubaron 4 tr a temperalura ambiente en una
dilucion de anticuerpo anti-ig totales de raton obtenido de cabra y acoplado a la
enzima peroxidasa (ZYMED), las tiras se lavaron 3 veces coma se menciond
anteriormente y se les adiciond el sustrato de o-cloro-naftol (SIGMA) (3 mg/ml en
metanol), diluido en 5 ml de AFS y 2 pl de peroxido de hidrogeno al 30%
(MERCK).

Por este mismo ensayo se delermind la reactividad de los anticuerpos

monoclonales obtenidos en este estudio, con las diferentes formas del parasito.

Determinacion de antigeno en suero de ratones BALB/c.

El monoclonal 4B10H10, se uséd en un ensayo de ELISA para la determinacion de
anligeno de epimastigoles diluido en suero de ratones normales, asl como en la
delerminacion de antigeno en suero de ratones infectados con este parasito, Los
pozos para ELISA fueron sensibilizados con gammaglobulina de conejo anti-T7.
cruzi en las mismas condiciones que se mencionaron anteriormente. Después de
los lavados con AFS-Tween 20, se adiciond, con periodos de incubacion de una
hora, el suero de ratones infectados con T. cruzi o normales no infectados, a los
que se les afiadid antlgeno de epimastigotes a diferentes concentraciones. En
seguida se lavaron y se agrego el anticuerpo monaclonal, acoplado a biofina.
Después de la incubacion se lavaron los pozos y se coloco la streptoavidina-
peroxidasa; se adicioné el sustrato de o-fenilendiamina después de los lavados
correspondientes con AFS-T, La reaccion coloreada se detuvo con &cido sulfrico
2.5 N como antes y se leyo en un lector de ELISA (DYNATECH) a 430 nm.
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RESULTADOS.

Los cultivos para la obtencion de las diferentes formas de T. cruzi, permitieron
producir suficientes cantidades de parasitos, para realizar los distintos ensayos
llevados a cabo en este estudio. De los epimastigotes colectados semanalmente,
se obtuvieron aproximadamente 2 x 10’ delerminandose una concentracion
aproximada de proteina de 300 pg. En el caso de tripomastigotes por cada 3 x
107, se obtuvo un rendimiento cercano a 250 pg. Por su parte de amastigotes por

un ndmero aproximado de 2 x 10° organisiios se extrajeron 160 pg de proteina.

La irradiacion de células Vero para apoyar el crecimiento de T. cruzi, represento
un hecho relevante, ya que la liberacion de tripomastigotes a partir de estas fue
constantes en comparacion con células Vero no irradiadas (Tabla 1, Fig. 2). La
presencia de tripomastigotes en el medio, libre de células, pemmitio que la
eficiencia de recuperacion alcanzara niveles cercanos al 95%, ya que los
parasitos pudieron ser colectados por decantacion del medio de cultivo con un
minimo de contaminantes. Por el contrario, la infeccion en células Vero no
tratadas, se caracterizd por un aumento en las células presentes en el
sobrenadante de cultivo, efecto causado por el desprendimiento de éstas desde el
fondo de la botella. Ademas el nimero de parasitos intracelulares en las células

irradiadas fue mayor que en las no irradiadas (Fig. 3A 'y 3B).

El uso de gradientes para la obtencion de tripomastigotes y amastigotes a partir
de los cultivos de células Vero irradiadas fue eficiente, en cuanto al nimero de
estos, en todos los casos la pureza se establecid en un 95%. Variando la
eficiencia de obtencion entre 75 y 95%, debido a fa gran cantidad de
centrifugaciones que se fievan a cabo durante este método, para cada una de las

diferentes formas de cultivo.
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tlempo No. de No. de células No. de No. de células no
(H) tripomastigotes de irradiadas tripomastigotes de irradiadas
células Irradiadas (X 105) células no irradiadas (X 105)
5 (X 108

Tabla 1. Liberacion de tripomastigotes por célitas Vero. Monocapas de células Vero
se infectaron con tripomastigotes sanguineos provenientes de un ratén BALB/c
previamente Infectado con T. cruzi. Los pardsitos se extrajeron alos 15 dias pos-
infeccién y se colocaron en una proporcién tripomastigotes:cétulas de 2:1.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de células Vero Irradiadas («04 y no Irradiadas (¢,
Infectadas con tripomastlgotos sanguineos do T. cruzl de la cepa Querétaro. La

produccton de tripomastigotes en las céiulas Irradladas ¢4A-), fue mayor que en las
no Irradladas (X ).
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Figura 3. Microfotografia efectronica do células Vero infectadas con los
tripamastigotes de 7. cruzl copa Querétaro, Las cultives se mantuvieron
como se menclona en materfal y métodos. A) células Vero trradiadas; 8)
cétulas Vero control, no irradiadas.
Con los pardsitos provenientes de los diferentes cultivos se realizé la extraccion
de antigeno total de las diferentes formas, los cuales al someterse a EGPA-DSS,
mostraron la eficacia del “choque acido", Al comparar el uso de GH-2 con otros
protocolos para la preparacidn de extractos totales, se observo que éste y el
tratamiento con inhibidores de proteasas, son los mejores métodos para la
obtencion de antigenos estables. Esto se comprobé por la evidente
desnaturalizacion principatmente de los componentes de alto peso molecular en et
patron electroforético de los otros tratamientos (figura 4). En consecuencia, en

este reporte se usaron extractos preparados por tratamiento con choque acido.

Por otro fado, el analisis por EGPA-DSS de protetnas {otales de los tres estadios
de T. cruzi mostro uha gran complejidad en su contenido (Fig. 5). Al comparar el
perfil electroforético de los tres extractos se ohservaron diferencias, tanto
cuantitativas .como cualitativas. No obstante, un componente con un peso
molecular de aproximadamente 56 kDa tefido de manera mayoritaria por azul de
Coomassie, fue detectado en las tres formas. Se detenminaron aproximadamente

59 protetnas en amastigotes (Qa) y 49 en tripomastigoles provenientes de células
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Figura 4. Métodos de extraccidn de antigenos totales de
epimastigotes de T. cruzi mantenidos en cuitivo. Para su obtencion
se utilizaron diferentes protocolos. 1) Solo AFS; 2) Solo Tris-HCI 0.1
M pH 8.3; 3) Igual que 2 pero con leupeptina como inhibidor de
proteasas; 4) lgual que 3 pero ademds de leupeptina, PMSF y PHMB
como inhibldores de proteasas; 5) Choque &cido con GH-2,
neutralizaclén a 37° y adicion de inhibidores de proteasas; 6) igual
que el anterlor, pero sin inhibidores de proteasas; 7) Choque acldo y
neutralizacion solo inmediatamente antes de procesar la muestra,
para colocaria en el gel de poliacrilamida al 10%. En los carriles del
1 al 7 colocé 10 pg de proteina en cada uno; PM) marcadores de
peso molecular (los pesos moleculares aparecen en 1a parte derechia
de la figura).

Vero infectadas (Qt), mientras en epimastigotes mantenidos en medio de cultivo
LIT se contaron 59 componentes aproximadamente (Qe'). Los antigenos de las
tres formas se encontraron comprendidos en un rango de peso molecular de 15 a
260 kDa, siendo mas evidente fa tincidn de proteinas de mediano peso molecular
(35-80 kDa).

En el mismo gel se analizaron extractos de epimastigotes del misimo aislado,
ademas de un extracto de la cepa Ninoa, ambos ohtenidos por sonicacion y
mediante el uso de Triton X100. Las diferencias mostradas entre eslos extractos y
los obtenidos por GH-2 son notorias, principalmente en las proteinas de alto y
mediano peso molecular (Fig. §). Entre las mas evidentes se encuentran la

ausencia del componente mayoritario en los sonicados de los extractos y la



presencia de dobletes y tripletes en el patron electrofor¢tico de fa extraccion con

GH-2.

Flgura 5. Comparacion de los patrones electroforéticos de extractos
de diferentes formas y cepas de T, cruzl. La migracion en geles de
poliacrilamida al 10 % do extractos de: Qa) amastigotes; Qt)
tripomastigotes y Qe') eplmastigotes de 7. cruzi dei aislado
Quorétaro obtenidos por ciclos de congelacion-descongelacion. Qe)
epimastigotes de! alsiado Querétaro y Ne) opimastigotes de la cepa
Ninoa obtenidos por sonicactdn, La cantidad de proteina por carrl!
fue de 10 pg. Los controles de peso molecular aparecen a fa derecha
de la figura (PM).

Los tripomastigotes de T. cruzi, recuperados a partir de la sangre de ratones
infectados como se menciond anteriormente, alcanzaron cantidades de
aproximadamente 2 x 10° /m! de sangre. Con estos tripomastigotes, se infectaron
ratones de la cepa BALB/c y se midieron los tilulos de inmunoglobulinas (lotales,
IgM e IgG), usando el extracto de epimastigotes de cultivo como antlgeno en el

ensayo de ELISA, los resultados se resumen en la Tabla 2.

Durante la infeccidn, los titulos de anticuerpos anti-T. eruzi, siguen una tendencia

similar, donde se mantienen estacionados los niveles hasta los primeros 10 dias



post-infeccion. Después de este tiempo, se presenta una elevacion ligera en el
caso de la IgM y rdpida en la IgG. A paiir de este momento el aumento de
anticuerpos en el suero de ratones infectados continua hasta la muerte de los

mismos, lo cual ocurre entie los dias 34 a 37 (Fig. 6).

§ 500000 G274 | 0025 | 0.058
10 1260000 0.2620 | 0.018 | 0.064
14 2420000 0313 | 0031 | 0316
20 1708601 | 06842 | 0118 | 0609
74 576462 0.8238 | 0.147 | 0.838
27 391421 | 0.8014 | 0:136 | 0.966
34 321878 1.2628 | 0212 | 1.399

Tabla 2. Infecclén por tipomastigotes de T. cruzi, alstado Querétaro,
5 ratones de la cepa BALBic fueron Inoculados con 10*

tripomastigotes sanguineos. Los animales se sangraron a

diferentes tiempos y cada suero fue analizado para conocer ios

titulos de anticuerpos por el ensayo de ELISA. Los datos

resumen el promedio de los 5§ sucros ensayados.

Al relacionar la respuesta humoral con el grado de parasitemia en los ratones
infectados, se observo que los primeros dias de la infeccién, se caracterizaron por
un aumento rapido en el numero de formas circulantes en la sangre de estos
animales. Después de aproximadamente 15 dlas se presenta una disminucion en
el nimero de parasitos, lo cual coincide con un aumento de anticuerpos anti-7.
cruzi, esta disminucion en la cantidad de pardsitos en la sangre de ratones
infectados se mantiene hasta el final de la infeccion sin llegar a desaparecer del
todo (Fig. 6).

A diferencia de lo anterior, cuando se utilizan tripomastigotes provenientes de
células Vero irradiadas, se presenta un aumento manifestado en el nimero de

formas circulantes, por lo que el grado de parasitemia provoca la muerte del raton
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entre los dias 18 a 25 (Tabla 3 y Fig. 7). Asimismo no se obseiva una
disminucion en el namero de parasitos mientras, los ratones se mantienen vivos.

Aunque los titulos de anticuerpos no se midieron durante este experimento.

14 A 25

o }(\\\ L
9 FEERN /2

~ . —
=~ . E
g 7 / % A // G
§ / o 158 ©
g 08} \ e < o3
o % + 5 =
£ oo / # o g
a Ut / 11 ¢
L] o
v / / o 0
¢ 044 > $
o / 3
2 Ll e P e 055
& 02] y] . N o s

/ '4' _,,.O"""O""O"_' 3 o Q
. .-
0 TN A G 1 N — 0
T Y L] L) T L)
0 5 10 15 20 25 a0 a5

Tlempo (dias)

Figura 6. Curvas de titulos de Inmunoglobulinas totales (ﬁ); IgM (09 ¢ tgG (A), medidas por

ELISA a diferentes tiempos de fa infecclén con T, cruzl. Curva de parasitemia establocida, a

partir de los vaiores promedio de tripomastigotes en sangre de 5 ratones infectados (X:),
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Tabla 3. Infeccldn de ratones BALB/c con
tripomastigotes de T. cruzl proveniontes de
céiuias Vero.

La reactividad de los sueros de 5 ratones infectados con los antigenos de T, cruzi
ensayados por inmunoelectrotransferencia fue similar a lo largo de la infeccidn,
por loque en las figuras 8A-C, se observa la cinética de reconocimiento del

mismo ratén durante todo el experimento. Los patrones de reactividad,
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Figura 7. § ratones de ta cepa BALB/c se infectaron con 10°
tripomastigotes, provenfentes de célutas Vero irradiadas ¢
infectadas. Cada punto representa el promedio dei nimero de
parasitos observados en la sangre, los ratones empozaron a morir a
partir del dia 12.

patron de reconocimiento de componentes entre los diferentes estadios del
parasito es heterogéneo. No obstante, el aumento en el nimero de constituyentes
reconocidos en los tres extraclos ocurrié al dia 18, ocho dias después del
incremento en los filulos de anticuerpos. Un hecho relevante es que el
reconocimiento de protelnas en el extracto de epimastigotes es sumamente
complejo desde los primeros dias de la infeccion (Fig. 8A). También se observan
que en los dltimos dias los anticuerpos en el suero tienen una gran reactividad
con componentes presentes en la region de alto peso molecular tanto en el

extracto de tripomastigotes (Fig. 88), como en el de amastigotes (Fig. 8C).

De acuerdo a los patrones de reconocimiento obtenidos a lo largo de ia infeccidn,
los antigenos detectados por anticuerpos de ratones infectados se agruparon en
nueve clases (Tabla 4).



Figura 8. Reactividad de sucros de ratones infectados con la cepa Querétaro de T. cruzi. Las
proteinas de tres estadios de T. cruzi fueron transferidas a papel de nitrocelulosa después
de su electroforésis. Cada tira de papel de nitrocelulosa se Incubd con ei suero del mismo
ratén obtenido a diferentes tiempos diluldo 1:100. La reactividad del suero con antlgenos de
amastigofes (A), tripomastigotes (B) y eplinastigotes (C), se acentud con la adicidén de un
anfl-lg total de ratén producido en cabra y marcado con la enzlma poroxidasa. La reaccion
enzimética se revelo con O-cloro-naftol como se menclona en material y métodos. Los
nimeros muestran la reaccién de 3 diferontes anficuerpos monoclonaies contra los
extractos de 7. cruzl (1) 2B10; (2) 4B10HT7 y (3) 4B10H10. T es el extracto total transferido a
papel de nitrocelulosa. A la izqulorda de la figura se muestran los marcadores de peso
molecular (PM).

De esta manera podemos observar que el antigeno de 226.2 kDa fue el (nico
reconocido en los tres esladios de T. cruzi durante toda la infeccion, exceptuando

al dia 18 en el extracto de epimastigotes, donde no aparece (Grupo ).

En este estudio los sueros de ratones infectados con T. cruzi, reconocieron a lo
largo de la infeccidn catorce proteinas estadio-especlficas (Grupo ll), cuatro de
cllas de 233.6, 191.3, 182.5 y 63.3 kDa aproximadamente se detectaron en el
extracto de amastigotes. En el de tripomastigotes se observaron cinco antigenos
de 173.6, 162.3, 81.1, 68.4 y 30.1 kDa de peso molecular aproximadamente. En
el extracto de epimastigotes se encontraron cinco de 131, 122.7, 37.4, 30.6 y 23.9

kDa aproximadamente.

De las 109, treinta y ocho protelnas fueron reconacidas un solo dia, de las cuales

trece correspondieron al extracto de amastigotes, ocho al de tripomastigotes y



diecisiete al de epimasligotes con pesos moleculares y dias variables (Grupo Il).
de igual modo se encontraron 9 antigenos compartidos, reconocidos un solo dia
en dos o tres extractos (Grupo VII). Ademas otras protelnas fueron reconocidas
al dia 6, cuatro de epimastigotes con pesos de 165.2, 152, 124.7 y 38.6 kDa; una

de amastigotes de 19.3 kDa y una de tripomastigotes de 133.3 kDa (Grupo V).

Otras diez solo fueron detectadas al dia 34 post-infeccion: cinco de epimastigotes
con pesos de 176.4, 144.7, 36.7, 35 y 26.9 kDa y seis de amastigotes 59.4, 51.1,
42, 39.2y 28.2 kDa (Grupo VI,

El Grupo IV, se caracterizd por proteinas de diferentes pesos moleculares
reconocidas intermitentemente, es decir, aparecieron en el patron de
reconocimiento para luego desaparecer y en dias posieriores reaparecer
nuevamente. Tal es el caso de las de 204.6, 48.8 y 18.6 kDa en el extracto de
amastigotes; 147.3 y 107.5 en el de tripomastigotes y las de 188.4, 159.7, 140,
111.1, 52, 40.6, y 32.7 kDa en el caso del extracto de epimastigotes. También con
intermitencia en cuanto al reconocimiento se encontraron diez y ocho
componentes, que se compartieron entre dos o los tres extractos; de estos, seis
se compartieron entre los tres estadios con pesos de 97.3, 91.2, 88.1, 85.2, 41.3
y 22.1 kDa; tres entre amastigotes y epimastigotes con pesos de 94.2, 70 y 28.6
kDa; cuatro entre amastigotes y tripomastigotes de 92.6, 50.2, 47.1y 17.56 kDa y
cuatro enfre tripomastigotes y epimastigotes de 194.7, 126.7, 1188 y 73.6 kDa
(Grupo VIII).

Finalmente 14 antigenos, se reconocieron de uno a mas dias, sin intermitencia y
se compartieron entre estadios del parasito; cuatro de estos de peso molecular
intermedio (77.4, 57.3, 46.3 y 40 kDa), fueron reconocidos en los tres extractos;,
tres entre amastigotes y epimastigotes de 114.8, 426 y 33.9 kDa, una sola
entre

amastigotes y tripomastigotes de 24.3 kDa y seis entre tripomastigotes y
epimastigotes con pesos de 135.6, 100.6, 72.3, 67.8, 563.7 y 23.5 kDa (Grupo IX).
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Tabla 4. Reconocimiento de antigenos de 7. cruzi por sueros de ratones Infectados.
G. Grupo

I.  Compartido por los tres estadios a lo largo de la infeccion,

Il. Proteinas estadio especificas.

ili. Protelnas reconocldas un solo dia en el curso de la infeccion,

IV. Protelnas recenocidas de manera Intermitente en el curso de la infeccién.

V. Proteinas reconocldas solamente al iniclo de fa Infeccién (priimer dla).

Vi. Proteinas reconecldas al finai del curso de la infeceion (ultimo dia).

VIl. Proteinas compartidas entre estadios pero reconocidas en un solo dia.

Vili. Proteinas compartidas entre estadios pero de reconocimlento intermlitente,

IX. Protelnas compartidas entre esladios pero de reconocimionto de 1 a mas dias sin Intermitencia,

A. Amastigotes  E. Eplinastigotes  T. Tripomastigotes
*. Dias a los cuales se reconocen
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Soiprendentemente se observo reactividad en un nimero importante de antigenos
en el extracto de epimastligoles, desde el dia 6 y aumento a lo largo de la

infeccion.

Por otra parte, para la obtencion de anticuerpos monoclonales se realizaron una
serie de fusiones celulares, en las cuales se usaron diferentes protocolos. En una
de ellas, se usaron células linfoides de ralones inmunizades con el extracto de
epimastigotes del aislado Querétaro, obteniéndose 8 hibridos (Tabla §). En otra,
se usaron células de bazo de ratones infectados duante 15 dias. Los hibtidos
productores de anticuerpo anti-T. cruzi, reconocieron de manera diferencial a
antigenos de las 3 formas de cultivo del parasito por el ensayo de ELISA (Tabla
6). De la misma manera que en el ensayo de inmunoelectrotransferencia, algunos
hibridos reaccionaron con el extracto de epimastigotes con lecturas altas. En
ambos prolocolos la especificidad de los anticuerpos fue determinada mediante el
uso de extractos de diferentes organismos (material y métodos), dando lecturas
maximas de 0.1 de densidad optica (D.O.).

“AGN
4F10
4G6
5F11
8810
6E6
- BE9
6F3
TUGF9 .

TABLA &. Hibridos productores de
anticuerpos contra eplmastigotes de
T. cruzl. Los pozos para el ensayo de
ELISA se recubrieron con 10 yy de
antigeno totai de epimastigotes.

El resto de las células se ulilizaron en la t&cnica de clonacion, para obtener lineas
celulares puras. Los resultados de la clonacion de hibridos se resumen en la
Tabla 7, donde se observa la obtencion de 5 anticuerpos monoclonales, los

cuales reaccionaron con el extracto total de epimastigotes por los ensayos de

30



ELISA y solo algunos por inmunofluorescencia con epimastigotes de T. cruzi
provenientes de medio de cullivo LIT. Cuando se determiné el tipo de anticuerpo
producido 2 resultaron ser IgM, 2 1gG1 y un IgG2a (TABLA 7).

"RAI- - .0876 ¢ : 1.560° i 0.638
RAI-2 0.628 0.890 0621
RA[-3 0.65¢4 0,965 .0.678
RAI4 0.543 0.134 0.548
RAIS ~ 0.879; i 0102 . 0.789
RAI-6 0.846 0.980 0.765
‘RAI-7 '0.245 0.546 0.467
RAI-8 0407 0.376 0.867

TABI.A 6, Hibrldos productores de anticuerpos antl-T. cruzi. La Fuslén
celular se reallzé utilizando un hazo de un ratén de la cepa BALB/c
Infectado durante 16 dias.

FLISA FLUORESCENCIA

0.750
igG2a 1.381
igG1 0.650 - -
IgM 2.1 44
igM 2.5 4

TABLA 7. Oblenclén de anlicuerpos monoclonales contra T, cruzi.

(1) Clonas obtenidas con células de bazo obtenldas de ratén BALB/c 15
dlas después de sor [nfectado con tripomastigotes sangulneos de TI'. cruzl,
(2) Clonas obtenldas con células de bazo de ratén Inmunlzado con
antigeno do eplmastigotes de T. cruzi durante 4 semanas.

Los resultados del ensayo de inmunofluorescencia usando formas tanto
sanguineas como de cultivo muestran que el anticuerpo monoclonal 4810H7
reacciond con tripomastigotes sanguineos y epimastigotes de cultivo, pero no con
tripomastigotes liberados por células Vero. La clona 4B10H10 por su parte
reconocid componentes de las tres formas utilizadas. Por su parte el monoclonal
2B10.1, reacciond Gnicamente con tripomastigotes, tanto sangulneos como de
cultivo (figura 9 b-d). Mientras tanto el anticuerpo 35 y el 4B2.4 no teaccionan

con los parasitos usados en este ensayo.
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Figura 9. Ensayo de inmunofluorescencia usando suero inmune de raton
(SIR) y anticuerpos monoclonales anti-T. cruzi obtenidos en este estudio. La
reactividad mostrada en 1) tripomastigotes sanguineos; 1) epimastigotes
cultivados en medio LIT y HI) tripomastigotes liberados por células Vero
irradiadas e infectadas. nd significa que no se detectd reaccion por parte de
los anticuerpos con las formas mencionadas.

Los anticuerpos de la serie 4B10 y 2B10.1 fueron producidos m vivo y los
anticuerpos precipitados con sulfato de amonio. que se utilizaron en los diferentes
ensayos. Estos tres anticuerpos también reaccionaron con antigenos del pardsito
por el ensayo de inmunoelectrotransferencia. El anticuerpo 2B10.1 reacciond
débilmente con componentes de amasligotes y epimastigotes, mientras que en el
de tripomastigotes lo hizo con mayor intensidad con un doblele de 176.4-191.3
kDa. El anticuerpo 4B10H7 reacciond con una proteina de 25 kDa y ligeramenie
con otra de 60 KDa aproximadamenie. Mienlras el anticuerpo monoclonal

4B10H10 reacciond con un posible doblete de aproximadamente 50 KDa, que se
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encuentra presente en los tres extractos (Tabla 8; Figura 8). Los anticuerpos 3F5

y 4B2.4 fueron utilizados en este ensayo, pero no se detectaron algun

componentes en los estadlos utilizados en esta técnica.

281044 IuG1 196.8, 135.6, 1267, 1813, 1764 208.3,204.6, 135.6
104.1, 9.4
4BAOHT |- IgM, - ~v19’1.:s,;135;e“,_‘1z'4~.'72 1268, 113";‘ S 136,124
4B10H10 | IgM 135.6, 104.1 126.6,118.7,104.1 | 1651, 160.7, 135.6,
104.1, 100.6, 97.3,
94.2

Tabla 8. Reconoclmlento do antlgonos de 7. cruzi por antlcuerpos monoclonales. Los
anticuerpos monoclonales so hicieron reacclonar con antigenos de los dlferentos extractos
transferidos a papel de nitrocelulosa. Como segundo antlcuerpo se usé un antl-isotlpo de
ratén producldo en cabra y acoplado a la enzlina Peroxldasa. La reacclén se reveld con
orto-cloro-naftol.

El anticuerpo 4B10H10 fue utilizado en un experimento de deteccion de antigeno
en suero de raton tanto normal como infectado, en una prueba de ELISA de doble
anticuerpo. En este se obtuvo una sensibilidad de hasta 0.1 yg de antigeno
disuelto en suerc normal como de antigeno circulante en el suero de ratdn
infectado (tabla 9).

pg de antigeno  Lectura (D.0.)*
50

>25

10 24

i 1.9
TTTTTOA 0.85
I 0 0.4

Tabla 9. Determinaclon de antigeno de
Trypanosoma cruzl en suero de ratén
do la cepa BALBIc.

* Promedio de 4 ensayos leldo a 490
nm.
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DISCUSION.

La caracterizacion de antigenos que juegan un papel impordante en el
establecimiento, el curso y la resolucion de las enfermedades infecciosas, trae
como consecuencia un gran avance en el conocimiento de la relacion huésped-
pardsito y un mejor entendimiento de los padecimientos producidos pot los
diversos organismos. Un primer paso para lograr esto, es contar con ¢l agente
patdgeno en canlidades adecuadas, para lo cual I3 mayoria de las veces es

necesario acceder a su cultivo en el tabotatorio.

El mantenimiento de las diferentes formas de T. cruzi, ya sea libre de células
(Camargo, 1964; Pan, 1978} o en ellas (Sanderson y col, 1980; Hudson y coi,
1984), ha sido de gran uliidad en la oblencion de mayores cantidades de
anligeno. Los cullivos de células Vero infectadas por 7. cruzi, han sido ulilizados
en numerosos reportes, sin embargo, son diversos los problemas paa la
conservacioh de las caracteristicas iniciales de los cultivos (Ashraf y Kuhn, 1992).
En este estudio se logré establecer el mantenimiento de una infeccion ciclica de
celulas Vero por T. cruzi, obteniéndose tanlo tripomastigotes infectivos come
amastigotes intracelulares. Ademas de poder mantener las células infectadas
durante largos petriodos, cuando los cultivos alcanzaron una fase de confluencia
fue posible criopreservarlos, permaneciendo infeclados después de su
recuperacion al medio de cultivo. No obstante, que la obtencién de formas
intracelulares de T. cruzi, a partir de células, sometidas a radiacién gamma ha
sido reportada (Schmalz y Murray en 1982), estos autores no hacen mencidn a la
posibilidad de criopreservacidn, o bien, que los tripomastigotes mantuviesen su
capacidad de infeccion después de ser recobrados detl nitrogeno liquido. Tampoco
se hablaba dé la liberacion continua de tripomastigoles y e cultivo continuo que
se logra al someter a las células huésped a radiacion por fuz ultravioleta, Por ofra
parte al igual que los tripomastigotes oblenidas por estos autares, también los
producidos en este estudio, fueron capaces de mantener su infectividad in vivo,
ast como la multiplicacion de amastligotes dentro de las células huésped.
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Contrariamenie a lo observado por Piras y colaboradores en 1982 y Urdaneta-
Morales en 1983, donde el co-cultivo de tripomastigotes con células Vero mengua
Ja virulencia en el desafio a ratones, nuestros datos muestran que los parasitos
liberados por células Vero no disminuyen su capacidad infectiva. Sin embargo en
este tipo de estudios, todavia queda por determinar en detalle las caracteristicas
fisioldgicas de estas formas parasitarias. En este senlido Contreras y
colaboradores en 1994, sefalan gue el mejor mélodo para el mantenimiento de

cepas de T, cruzi es el pase a través del insecto vector (Triatoma-Triatoma).

La relativa facilidad para la obtencion de parasitos a paitir de cullivos de células
de mamlfero in vilro, se ha visto favorecida por los diferentes métodos de
separacion. La utilizacién de gradientes de Peicoll para el aislamiento de los
diferentes estadlos de desarrollo de T. cruzi (Caviedes y col, 1994), es hasta el
momento un método sencillo y seguro de obtener formas del parasito a diferencia
de la columna de DEAE celulosa, donde no queda claro como decrece la
infectividad de los tripomastigotes separados por este medio (Sanderson y col,
1980).

Una vez que se cuenta con los parasitos aislados, olro aspecto importante en la
caracterizacion de antigenos, es la obtencion de patrones electroforéticos
reproducibles de los extractos antigénicos, por lo que es necesario cuidar la
degradacion proteica que ocurre al romper al organismo, para la posterior
extraccion d2 los antigenos. En un estudio de antigenos de Trypanosoma cruzi
realizado por Shechter y Nogueira en 1988, se menciona que los mélodos
utilizados en la extraccion de proteinas, influye de manera directa en Ja migracion
electroforética. Esto fue abservado también por nosolros cuando se compararon
los patrones electroforéticos obtenldos por ciclos de congelacion-descongelacion

contra aquellos que fueron sonicados.

Resultados obtenidos con anterioridad, por nuestro grupo (Portnoy y col, 1990),

proponen que el uso de lo que hemos denominado choque &cido, evita la
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degradacion temprana del antigeno de Entamoeba histolytica. Estos extraclos
pueden ser mantenidos hasta 6 meses a -70° sin que existan efectos drasticos
sobre las proteinas, sin embargo este mélodo pierde su eficiencia conforme pasa
el tiempo al neutralizar el antigeno de epimastigotes de T. cruzi. £l presente
trabajo demuestra, que manteniendo el antigeno con el choque acido
almacenado aun a -20° C y neutralizandolo solo al momento de realizar la
electroforésis, se puede evitar la degradacion proteica durante mas de 6 meses.
Comparando este procedimiento con otros para la extraccion de antigenos
totales, se ohservo que las proteinas mantienen un patrén de migracion constante

a través dcl tiempo.

Contando con la produccion de parasitos y la metodologia para la extraccion de
antigenos se hace necesario inducir la infeccion en el modelo murino con la
finalidad de caracterizar la respuesta del huésped al padecimiento. Durante la
infeccion de ratones se observd que el numero maximo de pardsitos en sangre
ocurre al dia 15, para después disminuir hasta que ocurre la mueite de los
animales, correlacionandose con el aumento en los titulos de inmunoglobulinas.
Este patron de aumento en el nimero de parasitos varia de acuerdo a la cepa de
T. cruzi usada, ya que en olros resullados hemos evaluado la infeccion con la
cepa Ninoa, y la mortalidad en los es muy baja (datos no mostrados). Estos
hallazgos concuerdan con los obtenidos por Hoft y colaboradores en 1993,
quienes usando la misma cepa de ratdn, demuestran que el grado y la evolucion
de la infeccion dependen de la cepa usada de T. cruzi. l.a tendencia de la curva
de parasitemia esta en concordancia con lo observado por Grogl y Kuhn en 1985,
para ratones resistentes, variando unicamente en el tiempo de duracion de la
infeccion y Ia] mortalidad. Estos autores muestran resultados de la correlacion
directa de fa produccion de anticuerpos, que aumentan conforme aumenta el
numero de parasitos en sangre, para posteriormente disminuir ambos factores en
forma paralela. A diferencia de lo anterior en nuestro estudio, los anticuerpos se

mantienen en cantidades basales y los parasitos pueden nwltiplicarse hasta que
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ocurre un aumento en los niveles de anticuatpo lo que parece inducir a un camhio
en la localizacion del parasito, mas bien que su eliminacion, reflejado en una
mortalidad del 100%, por lo que es un punto interesante en la infeccion con T.
cruzi. Esto sugiere, que después de pasar por una etapa aguda, la infeccion
parece evolucionar hacia la cronicidad, pero la muerte de los ratones sobreviene
como consecuencia de la parasitemia establecida en los primeros dias. No
ohstante, es necesario tener en cuenta que otros factores podrian afectar el curso
de la infeccion, como puede ser ¢l momento al cual los tripomastigotes
sangulneos son colectados y utilizados para la infeccidn, que puede estar
relacionado con la deteccidn en etapas avanzadas de formas gruesas ("stumpy"),
las cuales se pueden encontrar en mayor numero que las formas alargadas o
“slender” (Bertelli y Brener, 1980).

En éste estudio, se utilizaron tripomastigotes provenientes de ratones de 10-14
dias post-infeccién para mantener la infeccién in vivo del aislado Querétaro, es
decir antes que aparezca el maximo en el niimero de tripomastigotes circulantes,
aln cuando no determinamos la proporcion de formas stumpy/slender. Ademéas
algunos resultados obtenidos en otros experimentos, Hevados a cabo
recientemente en nuestro laboratorio, comprueban que la inoculacién de
tripomastigotes provenientes de ratones después de 20 dias de ser infectados,
puede generar una infeccidn de tipo cronico (datos no mostrados). En contraste
con lo anterior cuando se utilizaron pardsitos de cultivo provenientes de células
Vero irradiadas e infectadas para la inoculacion de ratones, se establecia una
etapa aguda. Esto sugiere que ias condiciones de infeccion in vitro son diferentes
a las que existen in vivo, lo que podria estar relacionado a la capacidad infectiva
de los tripopmastigotes, por lo que es necesario tener en mente que las presiones
selectivas a las cuales se encuentran sujetos los parasitos también varian, lo que
podria promover la variacion en las formas encontradas in vitro (Mc Daniel y
Dvorak, 1993). Esto (iltimo, sin embargo, no es compartido por otros autores ya

que sus datos, demuestran que la disminucidn de la virulencia de los
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tripomastigotes cultivados durante largos periodos, se deba posiblemente a la
produccion de formas gruesas, como se observan en cullivos de tres semanas sin
adicionar o retirar las formas delgadas (Ashraf y Kuhn, 1992). Aunque de este
modo se podria explicar {a virulencia de los tripomasligotes, esto necesita ser
definido en cada experimento para tener un mejor confrof de fa infeccion in vivo y

la determinacion de las condiciones in vifro.

Si bien es cierfo que el establecimiento de la enfermedad de Chagas esta
influenciada por fa virulencia del parasito, a raspuesta inmune del huésped
tarmbién desempeiia un papel deteriminante en el curso que sigue la infeccion con
T. cruzi. En este sentido Tarleton y Kuhn (1983), en su estudio con el modelo
murino de cepa susceptible, observaron que los niveles en los titulos de los
anticuerpos producidos durante la infeccion se mantienen en aumento hasta que
los ratones mueren. Discrepando con la observacion acerca de los titulos tanto de
IgM e lgG, que conservan valores similares, nuestros datos muestian que los
niveles de 1gG superan a los de IgM hasta 6 veces, lo que podria ser debido tanto
a la cepa de raton, como a la de T. cruzi usados. De la misma rnanera, el nimero
de pardsitos inoculados podria influir en el grado de desequilibrio generado, lo
que podria ocasionar una tendencia similar en los anticuerpos totales pero
diferente en cuanto a fos titulos de cada isotipo. Sin embargo este Ultimo punto

asta siendo evaluando actualmente por nuestro grupo.

Existe controversia acerca del papel que cumplen fos anticuerpos generados
durante fa infeccion con T. cruzi, mientras para algunos autores son importantes
en la proteccion contra su establecimiento {(Zweerink y col, 1984), para otros el
tipo de anticuerpos y su reactividad con componentes especificos es lo que
determina su importancia (Rowland y col, 1990). Sin embargo, resulta
fundamental el hecho de caracterizar aquellos antigenos que pudieran tener
relevancia, ya sea en la transformacion estadio-estadio o bien en la regulacion de
la respuesta inmune, patticipando en 1a direccién de la fase de infeccion (Minoprio
y col, 1989).
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La identificacion de los antigenos reconocidos por los anticuerpos generados
durante el padecimiento de una enfermedad infecciosa, se ha logrado mediante
ensayos de reactividad de estos anticuerpos con antigenos del agente patégeno.
Estos ensayos son conducentes al desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico

para la enfermedad aumentando su especificidad y sensibilidad.

Nogueira y col en 1981, reportaron que el principal antigeno de tripomastigotes
sangulneos, reconocido por sueros de humanos y ratones infectados, es un
componente de 90 kDa. Estos datos coinciden en parte con los obtenidos en este
estudio, ya que en esta zona, se cncontraron antigenos (91.2 y 92.6 kDa)
compartidos por los tres estadios, principalinente entre epimastigotes y
tripomastigotes como lo reporta Snary en 1985. Al igual que Grogl y Kuhn en
1985, Mikhail y Rowland en 1980, muestran que el antigeno de 90 kDa es
reconocido intermitentemente a lo largo de la infeccion, por lo que seria
interesante, su estudio a nivel de regulacion de la respuesta inmune. Estos
estudios, sin embargo no demuestran la posibilidad de la presencia de esta
proteina en el interior de otras formas del pardsito, ya que se sugiere que la
proteccién inducida usando extraclo de epimastigotes puede ser debido a
antlgenos comunes (Araujo y Morein, 1981).

En cuanto a la ausencia de reaccion en un dia y la aparicién de ésta en contra de
antigenos en los diferentes extractos, hace dificil el diagndstico debido a que este
fendmeno podria estar asociado con el curso que ha tomado la infeccion. tal es el
caso de los antigenos del grupo Il1. Sin embargo, este criterio debe de sertomado
en cuenta con sumo cuidado, ya que Ia variacién entre cepas de T. cruzi, el
inoculo de pardsitos infectivos y los estudios en modelos experimentales, pueden
ser un obstaculo para emitir alguna hipdtesis. Esta intermitencia en el
reconocimiento de algunos antigenos (grupo Il y 1V) por los anticuerpos
generados en una infeccién ha sido reportada por Rowland y Mikhail en 1992,

quienes sugieren la desaparicion y aparicion de nuevos anticuerpos contra estos

39



componentes, sin embargo, su papel en la regulacion de la respuesta inmune
debe ser evaluada. En este sentido, es necesario determinar el factor que puede
eslar asociado a esta conducta de intenmnitencia, ya que podiian ser antigenos
que tengan secuencias repetitivas (Hoft y col, 1989) y que las diversas variantes
aparezcan duranle la infeccion con T. cruzi y por lo tanto no pueden set
reconocidos por los anticuerpos presentes en el suero, por lo que cualquier

conclusion seria inoportuna.

Mientras que los mismos sueros usados por Nogueira y colaboradores (1981),
para analizar la respuesta contra tripomastigotes provenientes de cultivos libres de
células mostraron reactividad con un componente de 70 kDa, se sugiere que este
Gltimo puede ser un producto de la proleolisis de uno de mayor peso molecular,
" en contraste con lo reportado por Snary (1985), quien resume en un reporte sus
hallazgos acerca de la caracterizacion de glicoproteinas de varios estadios de T.
cruzi, que el componente de 72 kDa es especifico de los estadios presentes en el
insecto vector. De la misma manera, con los datos presentados en este estudio no
se descarta la presencia de formas parecidas a estos estadios en la diferenciacion
de amastigotes a tripomastigotes sanguineos durante la infeccion in vivo (Teixeira,
1987), ya que los sueros de ratones infectados en este estudio reconocen

componentes dentro de ese peso molecular en los ires estadios.

Por ofro lado el reconocimiento de constituyentes del parasito en un solo dia
(grupos 111, V, VI, VIl y algunas de! grupo IX), sugiere la aparicion de antigenos
nuevos durante la infeccidn, lo que es un aspecto importante en la determinacion
de la parasitemia y de la fase en |a cual se encuentra la enfermedad, Asimismo,
esto demuestra la gran plasticidad que a nivel antigénico presenta T. eruzi, o que
podrla desempefiar un papel fundamental en la evasion del parésito al generar

anticuerpos contra estos antigenos.

En otro estudio realizado por Rosfjord y colaboradores (1990), mostraron que los

sueros de ratones reaccionan con una proteina de 69-71 kDa de epimastigoles y
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que esto correlaciona con la enfermedad de tipo cronico. Estos resultados
coinciden con el tiempo en que este antigeno (72.3 kDa), que es reconocido al dia
22 y 25 post-infeccion, cuando la parasitemia ha disminuido grandemente,

indicando una tendencia hacia {a cronicidad.

Comparando los resultados de este estudio con los obtenidos por Mikhail y
Rowland (1990), donde los sueros de ratones inmunizados e infectados con fa
cepa Brasil, reaccionan con antigenos entre 25 y 160 kDa en extraclos de
epimastigotes de T. cruzi, se pueden encontrar algunas diferencias. l.a deteccion
del dobiete 75-77 en cepa susceptible (C3H), al dia 21 y en 1a resistente C57BL/G
al dia 42, contrasta con lo observado por nosotros, ya que la reactividad con
componentes cercanos a ese peso moltecular ocurrid desde el dia 6, ademas, ain
cuando existe reactividad con estos antigenos supuestamente protectores, los
animales mueren. Por lo tanto es posihle que este tipo de antigenos tengan una
regulacion diferencial de acuerdo a la cepa infectiva de T. cruzi y/o una regulacion
en la respuesta inmune diferente dependiendo de la cepa de ratones, pues la
reactividad de los anticuerpos con estos antigenos fue intermitente. Otra
posibilidad es que las proteinas reconocidas en este estudio correspondan a otras
diferentes, debido al método de extraccidn de antigenos, como se discutio
anteriormente.

Por su parte Rangel-Aldao y colaboradores, en 1987, utilizando antigenos de
epimastigotes traducidos in vifro observaron, que la reactividad con sueros de
pacientes chagasicos estuvo localizada principalmente en componentes de 110,
84, 51, 47, 30, 20 y 16 kDa. Estos mismos antigenos fueron reconocidos por
sueros de pacientes tanto en tripomastigotes como epimastigotes en un estudio
anterior (Rangel-Aldao y col, 1986). Coincidentemente algunos antigenos con
pesos moleculares similares a los anteriores, fueron reconocidos en este estudio
en los mismos estadios, excepto que el antigeno de 47 también se reconoce en

amasligotes. Un hecho interesante es que estos antigenos son de reconocimiento
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intermitente por lo que seria interesante analizar su papel en la respuesta inmune

del huésped.

Ya que el diagnostico seroldgico de la enfermedad de Chagas tiene como hase la
generacion de anticuerpos durante la infeccion del individuo, los antigenos
utilizados {que son extractos de epimastigotes), hacen que las pruebas pierdan
especificidad, debido a la respuesta policlonal de anticuerpos que provocan estos.
En adicién solo aquellos anticuerpos antigeno-especificos podrian ser utilizados
en la fase cronica de la enfermedad, puesto que los titulos de estos disminuyen
un afio después de la infeccion en humanos (Israelski y col, 1988), de ahi que Ia
identificacion de los antigenos que fueran reconocidos a lo largo de la infeccion,

podrian ser de utilidad en el diagnéstico de la enfermedad de Chagas.

En este sentido el antigeno de 226 kDa, que es reconocido por el suero de
ratones infectados durante toda fa infeccion, parece ser un buen candidato pata el
diagnodstico de este padecimiento, sin embargo es necesario su utilizacion con
sueros de pacientes chagasicos. tn antigeno obtenido de una librerla de cDNA
de tripomastigotes metaciclicos de peso similar se ha utilizado con sueros de
pacientes con la enfermedad aguda y crénica (Paranhos y col. 1990). Sin
embargo, estos autores no lo detectan en extractos de epimastigotes de cultivo,
por lo que la respuesta generada por los ratones infectados en nuestro estudio
podria estar dirigida contra otra protelna que migra cerca de este peso molecular.
Esto hace necesario deferminar {a presencia de este componente en otras cepas
de T. cruzi, asl como la frecuencia de reconocimiento que presenten los sueros
de pacientes y de esta manera evaluar su uso en el diagnostico de la fase aguda

y cronica de la enfermedad.

La especificidad de los anticuerpos por componentes reconocidos en la fase
aguda y cronica de la enfermedad, parece ser un factor determinante en el
diagnéstico, ya que Rosfjord y colaboradores (1990), reportan que mas de un
anticuerpo reacciona con componentes de diferentes regiones en el patrén
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electroforético. Ademds de esto, el tipo de extracto usado, asi como el tiempo en
que son colectados fos sueros debe de ser controtado por los investigadores. En
este senlido, at parecer los estudios de lipo tongitudinal (Hudson y col, 1988),
serlan una opcion ideal en {a busqueda de un método para la deteccion de esla
padecimiento, sin embargo, la falta de centros de referencia asi como ta migracion
de individuos infectados y 1a incertidumbre siempre existente en la historia clinica

de los pacientes, haria faborioso y dificit este tipo de experimentos.

Los datos aportados en este trabajo acerca de los antigenos reconacidos por el
suero de ratones infectados a fo largn de fa infeccidn demuestran que exisle
reactividad contra antigenos en los {res extractos. Este tipo de componentes junto
con otros constituyentes estadio-especificos (grupo 1), que fueron reconocidos a
lo largo de la infecc'i()n, podrian ser buenos candidatos a usarse en las pruebas de
diagndslico que utificen como técnica fa inmunoelectrotransferencia de proteinas.
En el extracto de tripomastigotes se encuentran los antigenos de 173 y 163 kDa,
un doblete que parece ser el antigeno de fase aguda denominado SAPA (del
inglés Shed of Acute Phase Antigen), que permite el diagnostico de manera
temprana en la infeccion y que fue reportado por Affranchino y cofaboradores
(1989). A este componente se le focaliza en la membrana de tripomastigotes
unicamente y es liberado al medio en un cultivo de tejidos infectados con T. cruzi.
Como un hecho interesante este doblete es reconocido por &f anticuerpo
monocional 2810, obtenido en nuestro estudio, por fo que este anticuerpo podria

ser utilizado en la determinacidn de la enfermedad de tipo agudo.

La posibilidad de contar con un diagnostico para T, cruzl, como para la infeccion
con T. rangeli, aumenta cuando en la melodologla  se usan anticuerpos
policlonales, por fo que la identificacion de antigenos especlficos es necesaria
para descartar la reactividad cruzada. En este sentido Saldaia y colaboradores,
en 1993, identificaron en el patrén electroforético componentes especificos de 7,
rangeli de 93, 77-73, 53 y 54-62 KDa, aquellos que son reconocidos por sueros
de chagasicos en inmunoelectroiransferencia y que corresponden a fos pesos
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142, G3, 54, 51, 49, 43, 39 y 24 kDa y por Southemn descartaron la presencia de
SAPA.

De igual manera la determinacion de antigenos que pudieran interferir con el
diagnastico de la enfermedad como ocurre con la proteina de chogue térmico de
70 kDa, la cual es detectada en la infeccion mixta por T. cruzill.eishmania
braziliensis braziliensis (Levy y col, 1992). En el mismo caso se encuentra la
proteina de 43-45, que es reconocida por autoanticuerpos durante la infeccion en
ratones (McCormick y Rowland 1993), por lo que su utilizacion en métodos de

diaghostico de Chagas quedaria descartado.

De acuerdo a lo anterior, la necesidad de utilizar un grupo de anticuerpos
monaclonales antigeno especificos, que detecten componentes del parasito en
diferentes momentos de la infeccion, tendria ventajas sobre el uso de un solo
anticuerpo. La validez de una prueba requerirla determinar su reactividad con
otras cepas con diferente zimodemo. [Zste punto es importante a fin de determinar -
la presencia de estos componentes en estas otras variantes ya que el patron de
recanocimiento parece cambiar en esie contexto (Saborio y cal, 1990).

Una vez caracterizado este perfil, los anticuerpos monaclonales producidos en
este trabajo podrfan ser evaluados en una prueba diagndstica, usando sueros de
pacientes en diferentes fases de la enfermedad, para determinar la presencia de
los componentes reconocidos. Los problemas, sin embargo, que pudieran
presentarse para la obtencién de pruebas de diagnostico seguras son muitiples,
como la autoreactividad de los anticuerpos generados durante la infeccion con 7.
cruzi (Levin y cal, 1989).

Por dltimo los antigenos reconocidos en este estudio por sueros de ratones
infectados necesitan ser evaluados en un ensayo con sueros de pacientes

chagasicos en diferentes etapas de la enfermedad. 8in embargo, la contribucién
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de este frabagjo al esludio de la enfermedad de Chagas queda manifiesta en el

hecho de la obtencion de anticuerpos monoclonales especificos contra T. ertzi.



CONCLUSIONES,

-) Se desarrollaton cultivos de T, cruzi, mediante un procedimiento nuevo, que permitio

contar con suficientes cantidades def parasito, en condiciones de pureza det 90-95%.

-) La trradiacion de células Vero con una fuente de luz ultravialeta hace mas eficiente 1a
obtencion de tripomastigotes infectivos, Asimisiio los amastigotes que se oblienen de
estas células son de origen inlracelutar Por lo que ol esludio de anligenos de los

parasitos oblenidos mediante este sislema podrian ser extrapolada a la infeccion in vivo

-) Los extractos de los diferentes estadios de T. cruzi, presentaron pocas diferencias
cualitativas, variando en el nimero de componentes observados en el patron

clectroforético.

-} La complejidad de los extraclos proteicos de este pardsito analizados por EGPASS
hace poco probable la identificacion directa de componentes especificos de los tres
estadios. Sin embargo es posible distinguir al menos 4 protefnas compartidas en el patron
electroforético de fos tres extractos; siendo el mas evidente un componente mayorilario
de 56-G3 kDa.

-) 1.a presencia de antigenos de 1. cruzi de reconocimiento intermitente, sugiere su
participacién en la regulacion de la respuesta inmune. No obstanle esto debe ser

determinado por otros estudios que involucren la activacion celular.

-} Ei patrén de reconocimiento de antigenos de T. cruzi por sueros de ratones infectadaos,
hace posible la identificacidn de constituyentes antigénicos def parasito que pudieran ser
usados en pruebas de diagndstico de la fase aguda de la enfermedad. Tal es el caso del

componente de 226.2 kDa.

-} Los antigenos estadio especifico, que son reconocidos a lo large de la infeccion
podrian ser evaluados por su uso potencial en ¢} diagnostico de la Enfermedad de

Chagas.

-) Cabe la posibilidad, que los antigenos de T. cruzi, reconocidos un solo dfa durante la
infeccion sean utilizados para estudiar la sefial del cambio de una fase aguda a una

46



cronica de la enfermedad. Para lo cual s necesatio wtiizar metodologias mas finas como
la delecion de genes que codifican estas proteinas para determinar su papel en este

fendmeno.

-) El uso de anticuerpos monoclonales anti-T. cruzi, puede favorecer el desarrollo de
pruebas de diagndstico mas sensibles y certeras como lo demuestra (@ deteccion de
antlgeno circulante por el anticuerpo monoclonat 4B810H10. Sin embargo la eficiencia de
la prueba pudiera ser aumentada mediante el uso en la misma de otros anticuerpos

especificos contra otros conponentes.

-) El reconacimiento de los antigenos de fase aguda coma SAPA, parecen ser hasta el
momento los mas confiables en el diagnostico temprano de la enfermedad. Por lo que el
uso de anticuerpos monocionales dirigidos contra este tipo de componentes pudieran ser

Utiles en la buisqueda de antigeno en el suero de pacientes con la infeccion,

-) La relacién que existe entre los constituyentes recanocidos por anticuerpos generados
durante la infeccion con T. cruzi, abre la posibilidad de desarrollar pruebas de
diagndslico mas precisas y oportunas usando estos antigenos especilicos en cada
momento de la infeccion.
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