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RESUMEN

Uno de los aspectos de mayor importancia en el estudio de la enfermedad de Chagas
es el desarrolio de métodos de diagnostico que permitan la deteccién oportuna de la infeccidn.
Las técnicas sensibles, especificas y reproducibles para demostrar la presencia de antigenos
libres de T. cruzi en el hospedero, tales como el ELISA, representan un avance en el control de
la enfermedad ya que el diagndstico temprano de ésta infeccion, previa a la produccion de
anticuerpos especificos en niveles detectables por serologia, permitiria un mejor conocimiento
de la evolucion de esta enfermedad. El objetivo de este trabajo fue estandarizar y evaluar un
método de ELISA para la determinacién de antigenos circulantes del parasito, utilizando dos
anticuerpos monoclonales (AcMc) F14B y B106E (producidos en ratdén) y anticuerpos
policlonales (AcPc) (producidos en conejo) dirigidos contra T. cruzi. Para la estandarizacion del
ELISA se probaron diferentes concentraciones de los AcMc y AcPc, del extracto total de
epimastigotes de la cepa Querétaro (Que) y de los anticuerpos marcades con bietina como
segundo anticuerpo. La combinacién que proporcioné mejores resultados fue en la que se uso
el AcMc B106E a una concentracién de 10 pg/ml como anticuerpo de caplura y este mismo
anticuerpo marcado con biotina diluido 1:2000 como anticuerpo de revelado; con estas
condiciones se detectaron hasta 125 ng de anligeno. Después de la estandarizacién, se
probaron plasmas de ratones infectados con T. cruzi, detectandose antigenos circufantes en
B0% de las muestras. Sin embargo, se encontré que el ensayo no era 100% especifico ya que
ratones infectados con Leishmania sp, también resultaron positivos. Durante experimentos de
cinética de infeccion en el modelo murino fue posible detectar antigenos circulantes en el suero.
Al evaluar este ELISA con sueros de individuos en fase cronica sintomatica y asintomatica de la
enfermedad, donde algunos tenian hemocultivo positive, no se detectaron antigenos circulantes
ya que no hubo diferencias con ef grupo de sueros controles. Estos resultados se atribuyeron a
una aparente baja concentracién de antigenos circulantes que pudiera deberse a que éstos
estén formando complejos inmunes o que diches antigenos se encuentren atrapados en los

tejidos del hospedero.




I. INTRODUCCION

L.i. Biologia de Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular que causa la enfermedad de Chagas o
Trypanosomiasis Americana. Este parasito es transmitido por varias especies de insectos
redivides y muchas especies de mamiferos son reservorios de este protozoario patdgeno
(Kuhn, 1981).

I.1.a. Posicion Taxondmica (Levine y cols., 1980; Cheng, 1986)

Reino Protista

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora

Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Suborden  Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma

Subgénero  Schizofrypanum
Especie Trypanosoma cruzi

I.1.b. Morfologia.

T. cruzi posee una mitocondria que recorre todo su citoplasma y presenta una zona
definida denominada cinetoplasto que contiene DNA. La identificacién de los estados de
desarrollo del parasito se basa en criterios morfolégicos como la posicién del cinetoplasto y del
nucleo, la forma general de la célula y del lugar donde emerge el flagelo. Segin estos criterios
se identifican tres formas del parasito (Pereira, 1990).

Tripomastigote. Se caracteriza porgue es relativamente pequefo, mide de 16 a 20
um (Schmidth y Robers, 1989) tiene forma de ¢, un cinetoplasto voluminoso, subterminaj y
grande ademas de la membrana ondulante a lo large del cuerpo, el cual es fino y puntiagudo.

Esta forma no se multiplica pero constituye la forma infectante para los mamiferos y
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triatominos. En los mamiferos es el diseminador de la infeccion por via sanguinea (Atias y Apl,
1994) figura 1A.

Amastigote. Es la forma intracelular, practicamente es inmévil, tiene alta capacidad de
multiplicarse por divisidn binaria (Pinto, 1984) dentro del citop!ésma de diferentes células como
el corazdén, muisculo, higado y vaso (Mehlron y Waldorf, 1988); caréce de flagelo y membrana
ondulante, su nGcleo es central y el cinetoplasto es pequefio (1 a 4 pm) (Schmidth y Roberts,
1989} tiene forma redondeada o esférica y se encuentra en los tejidos de los mamiferos
{Murray y cols., 1990) figura 1B.

Epimastigote. Es fa forma de multiplicacion del parasito en el interior del triatomino y la
predominante en el medio de cultivo (Atias y Apt 1994). Es fusiforme, mide de 20 a 40 pmde
longitud, el nicleo esta en el centro, el cinetoplasto esta situade cerca de |a base del flagelo
empezando a aparecer la membrana ondulante (Romero, 1993}, figura 1C.

I.1.c. Ciclo de vida.

En el ciclo de vida de T. cruzi estan involucrados organismos que fungen como
huéspedes, reservorios y un artrépodo vector {Schmidth y Roberts, 1989).

El ciclo de vida de T. cruzi empieza cuando los tripomastigotes ingeridos por el vector al
alimentarse de sangre contaminada de algin reservorio, se diferencian en epimastigotes, que
se reproducen por fisidn binaria longitudinal en el intestino medio def vector, éstos a su vez se
transforman en tripomastigotes metaciclicos en el recto y son eliminados con las heces y orina
(Pereira, 1990) durante o después de haberse alimentado el insecto (Brener, 1992).

Cuando los tripomastigotes metaciclicos ingresan al organismo mamifero a través de las
membranas mucosas de la boca, ojos, nariz o abrasiones de la piel (Santos-Buch y Acosta,
1985); invaden una gran cantidad de células donde se diferencian a amastigotes (Schmidth y
Roberts, 1989), se reproducen por fisién binaria simple que luego de varias generaciones
rompen las células gliales en el sistema nervioso central, musculo cardiaco, tracto urogenital y
el sistema reticuloendotelial. Posteriormente, se diferencian a tripomastigotes que por estar en
la sangre se les denomina tripomastigotes sanguineos (Romero, 1993), los cuales invaden

nuevas células (Katz y cols., 1889), figura 2.




Figura 1. Ultraestructura de 7. cruzi por microscopia electrénica de transmisién. 1)
Tripomastigote (1000X), 2) Epimastigote (15000X) y 3) Amastigote (12000X). C cinetoplasto, G
aparato de golgi, N nicleo y F Magelo. (Cortesia del Laboratorio de Microscopia Electrénica, Facultad de

Medicina, UNAM).
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[.2. Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomosis Americana descubierta por Carlos Chagas
en 1909, es endémica de Brasil y otros paises latinoamericanos {Lewinsohn, 1981). Su alta
prevalencia y elevadas tasas de morbi-mortalidad le confieren gran importancia, principalmente
a nivel de poblaciones rurales y marginadas (Pinto, 1984). Sus manifestaciones y caracteristicas
epidemiolégicas son muy variables entre las diferentes zonas endémicas por lo que existe gran
diversidad en las formas de transmisién, caracteristicas parasitarias, patologia clinica, vectores
y reservorios (OMS, 1951).

La infeccién humana se encuentra distribuida principalmente desde los 42° de latitud
Norte (Norte de California y Maryland) hasta los 46° de latitud Sur (Sur de Argentina y Chile).
Aunque el acceso a datos fidedignos sobre |a prevalencia e incidencia de la enfermedad en
seres humanos, mejord en los afios ochenta, aun es dificil conocer con exactitud la distribucién
de esta parasitosis (OMS, 1991).

Los paises endémicos se clasifican en cuatro grupos a partir de los siguientes criterios:
magnitud de fa transmisién, la cantidad y la calidad de la informacién epidemiolégica disponible,
y la existencia de medidas coordinadas para controlar esta enfermedad.

Grupo |. Argentina, Brasil, Chile, Ecuador, Paraguay, Perl, Uruguay y VVenezuela
pertenecen a este grupo debido a la intensa prevalencia de la enfermedad, que ha cbligado a
las autoridades de salud a establecer programas de conirol mas rigurosos.

Grupo It. En este grupo se encueniran Bolivia, Colombia y Costa Rica ya que se pudo
comprobar la transmisién domiciliaria, donde existe una obvia relacién entre la infeccién por T.
eruzi y las anomalias registradas en electrocardiogramas, asi como otras patologias.

Grupo Iii. En este grupo se incluyen E! Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y
Panama, en donde también se ha comprobado la transmisién domiciliaria. Los vectores que se
encuentran en estos paises tienen similares tasas de infeccién y de infestacion.

Grupo 1IV. Los paises incluidos en este grupo como México tienen en comun la
presencia de reservorios y de vectores naturalmente infectados con T. cruzi, por lo que la
enfermedad es enzodtica {OMS, 1991), figura 3.

Originalmente la Tripanosomosis Americana fue una zoonosis restringida a un ciclo
biolégico selvatico, entre mamiferos y triatominos silvestres; pero el hombre ha brindado las
condiciones propicias para que se desarrolle un problema de salud publica de gran magnitud,

reportando en la actualidad una poblacion infectada de unos 20 millones de personas de los
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cuales unos 5 millones padecen cardiopatia crénica progresiva e irreversible y una poblacién de
90 millones de personas se encuentran en riesgo de adquirir la infeccibn (OMS, 1991).
Considerada hasta hace poco como una endemia rural, de las areas donde las condiciones de
vivienda facilitan el ciclo de transmision domiciliar, la enfermedad tiene también ahora una
presentacién urbana debido ai fenémeno creciente de migracién de la poblacién rural hacia las
ciudades, dando lugar a fa formacién de sectores marginales donde las condiciones de
hacinamiento y de vivienda de mala calidad, facilitan la transmision de la infecciéon (Moncayo,
1992).

Aungque naturalmente la enfermedad de Chagas es exclusiva de los paises
Latinoamericanos, la dinamica de los movimientos migratorios de la poblacién humana han
permitido que se extienda a paises no endémicos del mismo continente y de otros continentes.
Solo en Estados Unidos, se estima actualmente que viven unas 100 000 personas infectadas
debido a la inmigracién de América Central (Kirchhoff, 1993), en Canada y algunos paises de
Europa se han encontrado casos de infeccion adquiridos por transmision sanguinea y
congénita (Kirchhoff y Neva, 1983). '

| e

Ny Estados Unwios

tAérico

Guatlemals
El Salvador ¥

llu:au;:uu"' Guyana
leg‘l;('l::“_ 3 & Sutinanwe
Co kombia g Guayana

Francesa

Figura 3. Distribucién geogrifica de la enfermedad de Chagas. Se muestran los principales
paises (zonas punteadas) con casos humanoas infectados con T. cruzi (tomado de OMS, 1991).
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1.2.a. Vectores de la Enfermedad de Chagas.

El hospedero intermediario o vector de esta parasitosis es un insecto hematéfago de la
familia Reduviidae (Tay y cols., 1992), se caracteriza porque su picadura es indolora debido a la
presencia de anestésicos en la saliva, tiene una probéscide corta y recta constituida por tres
segmentos que lo diferencia de las especies fitéfagas que poseen una trompa formada por 4
segmentos. Los vectores estan distribuidos principalmente en areas tropicales y subtropicales,
aungue se pueden encontrar en latitudes que corresponden a climas frios {Schenone y cols,,
1961). El triatomino se mantiene oculto en !a vivienda y en el peridomicilio. Generalmente, se
alimenta de necche ingiriendo una cantidad variable de sangre que depende de la fase de! ciclo
de vida, i cual es un vector poiencial del parasito desde el primer estadio ninfa! hasta el aduito
(Tay y cols., 1992). En el Continente Americano existen alrededor de 50 especies naturalmente
infectadas, las especies con mayor importancia epidemioldgica que estan ampliamente
distribuidas en Latinoamérica son: Triatoma infestans, T. dimidiata, T. sordida, Rhodnius
proxilus y Pastrongilus megistus (Schenone y Rojas, 1989).

Con la llegada de los europeos al continente, los procesos de colonizacién, los
movimientos migratorios y los asentamientos humanos, dieron lugar a una cadena de
desequilibrios ecolégicos que facilitaron que algunas especies de triatominos muy eficientes
como transmisores del parasito, encontraran las condiciones favorables en el tipo de vivienda
de la época, estableciéndose el ciclo de transmision intradomiciliaria  y un proceso de
adaptacién a la vivienda humana.

Por otro lado, las rutas de los intereses economicos de los conquistadores sirvieron para
dispersar a los triatominos. Este es el caso de T. infestans, triatomino originario de Bolivia
(Schofield y Dujardin, 1997) y dispersado durante la colonia a Brasil, Paraguay, Argentina,
Chile y Perq.

Esta situacién ha continuado y los triatominos al igual que otros vectores pueden ser
transportados facilmente. Se presume que en el siglo pasado, R. prolixus originario de
Venezuela y Colombia fue transportado posiblemente por aves migratorias 2 Nicaragua,
Honduras, el Salvador y Guatemala (Schofield y Dujardin, 1987).




[.2.b. Mecanismaos de Transmisién.

tos humanos son infectados principalmente por vectores naturales, transfusién
sanguinea y fransmision congénita (OMS, 1991). Sin embargo también se puede adquirir la
infeccidn por accidentes en el laboratorio, transplante de érganos, ingesta de leche materna, el
desollamiento de animales silvestres, !a ingestién de carne parasitada semicruda o de bebidas
contaminadas con material fecal de triatominos (Velasco y cols, 1992; Pinto, 1992; Shikanai —
Yasuda y cols., 1991).

Transmisién por el triatomino. En las regiones donde la enfermedad es endémica un
individuo contrae la infeccidn al entrar en contacto con heces contaminadas de triatomincs
{(Pinto, 1984). Esta transmisién depende de varios factores que incluyen la densidad de los
vectores y la capacidad de defecar inmediatamente después de haberse alimentado y haber
eliminado gran cantidad de pardsitos. Generalmente los nifios o mamiferos jévenes son los
mas susceptibles a este tipo de infeccion (Pinto, 1952).

Transmision por transfusidn sanguinea. Se sabe que por lo menos un 60% de
chagasicos cronicos presentan permanentemente formas circulantes de T. cruzi. El parasito
puede ser transmitido por via sanguinea e inclusive permanece vivo en la sangre guardada en
congelacion durante 2 semanas o mas. El parasito también se puede adquirir a través de
transplantes de 6rganos ya que se encuentra en riidn, pancreas, ganglios linfaticos, corazdn,
tubo digestivo y musculatura estriada. Para transplantes o transfusiones, el empleo de
corticoesteroides e inmunosupresores aumenta el riesgo de transmisién porque eleva ia
parasitemia del dador o disminuye la resistencia del receptor {Pinto, 1984).

Transmision congénita. Ocurre en 0.7 a 10.5 % de nifios donde la madre estd
infectada con el parasito. La infeccidn intrauterina puede causar aborto o nacimiento prematuro.
Los sintomas de la enfermedad pueden ser severos y aparecen poco tiempo después del parto
o son asintomaticos. Los nifics infectados raramente sobreviven hasta la pubertad (Brabin,
1992; Dusanic, 1991).

1.2.c. Cuadro Clinico de la Enfermedad de Chagas.
Esta enfermedad puede ser aguda, crénica sintomatica o asintomatica, uno de los

signos tempranos es la presencia en el sitio de la infeccién o picadura, de una inflamacidn

llamada chagoma (Murray y cols., 1890).




Fase aguda. Comprende el periodo inicial de la infeccion, es retativamente corta (4-8
semanas), se caracteriza por alta parasitemia, por la transitoriedad de los sintomas y signos,
por las incipientes defensas humorales especificas y por un cuadro agudo y febril. El periodo de
incubacion es de 4 a 10 dias siendo generalmente asintomatico. Esta fase de a infeccién es
facilmente detectable por métodos parasitoldgicos directos (Dusanic, 1891).

Fase crénica asintomiética o fase indeterminada. Comienza 8 o 10 semanas
después de la fase aguda y puede durar varios afios (OMS, 1991). E! paciente carece de
sintomas clinicos y al parecer goza de buena salud. Las pruebas serolégicas son positivas y se
detectan parasitos en la sangre por hemocultivo y xenodiagnéstico. Ademds, se pueden
empezar a detectar ligeras anormalidades electrocardiograficas y radiolégicas del corazon,
esofago y colon (Rassi y cols., 1992; Dusanic, 1991; Santos-Buch y Acosta, 1985).

Fase crénica sintomatica. Se caracteriza por una baja parasitemia pero con un nivel
elevado y persistente de anticuerpos, la gran mayoria de los pacientes presentan palpitaciones,
mareo, disnea, edema y dolor pectoral; cuando se presenta miocardiopatia chagdsica, provoca
insuficiencia cardiaca y en algunos casos muerte subita (Pinto, 1984 y 1890). Los érganos mas
afectados durante esta fase son el eséfago y el colon, ocasionando disfuncion motora de estos
érganos. Esta puede persistir indefinidamente en un nitmero considerable de pacientes hasta
30-40% y evolucionar hacia una forma clinica definida, en un tiempo mas o menos profongado
{10 a 20 afios) (Pinto 1984). Esta fase es mas frecuente en adultos (OMS3, 1991).

1.2. d. Tratamiento.

Se han usado numerosos farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas,
pero sin resultados satisfactorios. Los derivados del nitrofurano han mostrado tener una alta
actividad tripanocida en la fase aguda, sin embargo, son muy tdxicos para el humano por lo que
es necesario buscar nuevas estructuras quimicas que puedan ser usadas para el tratamiento
de esta enfermedad. Los dos farmacos que se han ulilizado con mayor frecuencia son el
nifurtimox y el benznidazo! (Peda, 1999).

El nifutimox (3-Metil-4(5' nitrofurforiidenamino-tetrahidro1-4}-thiazina1,1-dioxido),
conocide como Bayer 2502 o Lampit, se utiliza para tratamiento de ia enfermedad de Chagas,
es efectivo en los casos agudos y al principio de la fase indeterminada. La dosis pediatrica en
casos agudos es de 25 mg/kg. de peso diarios, por via oral (Guardia y cols, 1989). En adultos,

se empieza con 5 a 7 mg /kg de peso por dia. La duracion total del tratamiento es de 120 dias.
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El benznidazo! (N-benzil-2-nitro-imidazol-1-acetamida), conocido como Ro-1051, Radanil
o Rochagan, se ha utilizado principalmente en Argentina y otros paises del cono sur desde
1971 demostrando considerable actividad antiparasitaria en la fase aguda (Romero, 1993). Se
emplea a dosis de 5 mg/kg de peso diarios en adultos, y de 10 mg/kg por dia en nifios durante
60 dias (Markel y cols., 1990).

Ambas drogas causan algunos efectos adversos relacionados con el sistema digestivo
como la epigastralgia, hiporexia, ndusea, vomito, y pérdida de peso que son mas frecuentes
con nifurtimox, mientras que reacciones de ia piel son frecuentes con el benzonidazol. Los
principales efectos observados con ambas drogas son alteraciones hematolbgicas por
hipersensibilidad, alteraciones demmatologicas y neuroldgicas (National Health Foundation of
Brazil, 1997).

I.3. Enfermedad de Chagas en México.

En Meéxico, la enfermedad es considerada como endémica en dos terceras partes del
territorio nacional y actualmente su importancia se refleja en el aumento de casos comprobados
de infeccidén en humanos (Tay y cols., 1992} (figura 4). Sin embarge en nuestro pais hablar
sobre la enfermedad de Chagas implica enfrentar un problema complejo donde el primer paso
es conocer la magnitud real de la enfermedad. Durante los Gltimos veinte afos, ha crecido el
interés por el estudio de esta enfermedad (Reyes y cols., 1983), pero se ha especulado sobre
su importancia, ya que mientras unos consideran que la enfermedad es poco frecuente y que
fas cepas de T. cruzi presentes en Mexico son poco patdgenas (Salazar y cols., 1988}, otros
aseguran que es un problema importante de salud publica (Tay, 1980; Tay y cols.,, 1992 y
Velasco y cols., 1992), debido a la presencia de casos de enfermedad aguda y que evolucionan
hasta la muerte. Esto deberia interesar a las autoridades sanitarias estatales para definir el
estado real de esta enfermedad en nuestro pais (Velasco y Guzmaéan, 1986; Velasco y cols,,
1991),

Una posible explicacién sobre estas diferencias en cuanto a la situacién actual de la
enfermedad de Chagas en México, es la falta de un diagnéstico serolégico o parasitolégico
preciso de la Tripanosemosis Americana como causa de cardiopatia crénica en adultos 6
debido al escaso o nulo conocimiento de 1a enfermedad por el médico {Reyes y cols., 1983),

Se han descrito casos humanos de infeccion por 7. cruzi en los estados de Chiapas,
Guerrero, estado de México, Michoacan, Oaxaca, Tabasco, Jalisce y Zacatecas. Se estima que
la prevalencia es mayor en los estados de la costa del pacifico desde Nayarit hasta Chiapas y
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en la Peninsula de Yucatan. Estudios realizados en 60 comunidades del Estado de Qaxaca,
mostraron que el 16% de los habitantes tenian serologia positiva, por ejemplo, en la focalidad
de Nopala, se establecid que entre el 8% de !a poblacién con serologia positiva, tambign
presentaba alteraciones electrocardiograficas (Ruegsegger ¥ cols., 1993), e incluso se deteclé
el primer caso con megasigmoide (Tay y cols., 1987). Mas recientemente con técnicas
serologicas como ELISA, Western Blot y hemocultivo se encontrd que el estado de Morelos
debe ser considerado come zona endémica de la enfermedad de Chagas ya que se demostrd
la presencia de individuos infectados (Sanchez, 1 996),

Estudios realizados para conocer la incidencia de la respuesta humoral a T. cruzi en
individuos con diagnéstico establecido de miocardiopatia dilatada en el Instituto Nacional de
Cardiologia “lgnacio Chavez” indicaren que la enfermedad fue mas frecuente en pacientes de
origen rural, principalmente de los estados de Veracruz, Oaxaca, Morelos, y San Luis Potosi,
cuyas edades oscilaron entre 26 y 73 afios (Montedn y cols.,, 1996). Por
contrainmunoelectroforesis, se detecté el caso de un nific de 14 meses de Comacalco,
Tabasco, que presentd fiebre, signo de Romafa, insuficiencia cardiaca congestiva,
hipergammaglobulinemia policlonal y anticuerpos contra el parasito {Reyes y cols., 1983). Estos
estudios indican que la enfermedad de Chagas puede ser un factor etioldgico importante de la
miocardiopatia dilatada (Rodas y cols., 1992).

E. Diagnéstico Etiologico
S. Diagnostico Serolégico
M. Miocarditis

Figura 4. Distribucién de la enfermedad de Chagas en México. Se muestran los principales
estados donde se han diagnosticado casos de infeccién causada por I' cruzi (tomado de Tay y cols.,
1992).




Entre 1994 y 1996, se realizé un estudio en bancos de sangre de 18 centros estatales
de transfusién sanguinea, para conocer el riesgo de transmisién de T. cruzi por esta via en
México y estimar asi la prevalencia de la infeccién. Los resultados que se obtuvieron indicaron,
que de los 64,969 donantes de sangre estudiados en los centros de transfusidn participantes,
996 fueron positivos a la prueba de tamizaje (hemaglutinacion indirecta), lo cual equivale a una
prevalencia de infeccién de 1.5%. La seropositividad oscild entre 0.2 y 2.8 %. En el estado de
Hidalgo la prevalencia fue 14 veces mayor que en el estado de Chihuahua (Tabla 1). De los
sueros positivos al tamizaje de anticuerpos contra T. cruzi, se confirmaron 647 por
inmunoflucrescencia indirecta, lo cual corresponde a 64% de los individuos seropositivos por
hemaglutinacién indirecta (Guzman-Bracho y cols., 1998). También se ha demostrado ia
presencia de anticuerpos (0.28%) contra T. cruzi en donadores de sangre del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez™ utifizando ELISA-DOT, Western blot y ELISA (Ramos-
Echevarria y cols., 1993).

Tabla 1. Seroprevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en donadores de sangre de

diversos estados de México, 1994-1996 (Guzman- Bracho y cols., 1998).

Estado No. Personas estudiadas Seroprevalencia (%)
Hidalgo 15568 28
Tlaxcala 2921 19

Puebta 4321 18
Chiapas 3227 1.8
Yucatan 7144 1.7
Oaxaca 8186 1.1
Veracruz 996 1.1

San Luis Potosi 505 1.0
Distrito Federal 2300 1.0
Morelos 3013 0.8
Tabasco 727 0.8
Guerrero 5760 0.7

Jalisco 4081 07

Colima 986 0.5

Nuevo leén 431 0.5

Quintana Roo 2735 0.4

Querétaro 874 0.3
Total 64969 Promedio 1.5




Estos estudios sugieren que se debe incorporar la deleccién de anticuerpos contra T.
cruzi como una medida de los bancos de sangre, que permita conocer con mayor precision el
grado de infeccion por T, cruzi en las diversas regiones (Velasco y cols., 1892). Debido a que la
poblacién campesina que migra a las ciudades industriatizadas o turisticas en busca de trabajo
dispersa la enfermedad de Chagas por todo el pais y aumenta el riesgo de transmisién de T.
cruzi por transfusion de sangre en las areas urbanas (Goldsmith y cols., 1978; Guzmén-Bracho
y cols., 1998).

En cuanto a los vectores de T. cruzi en México, se han descrito 27 especies de
triatominos infectados con T. cruzi donde la mayoria son parcial o totaimente silvestres,
aunque 7. barberi es completamente domiciliada. Se ha considerado que T. dimidiata es un
vector importante ya que se ha encontrado en casas y asociado a los reservorios como
armadillos y zarigieyas (Zarale y Zarate, 1985). Algunas especies como T. phylosoma, T.
barberi T. dimidiata y T. palfidipennis son las que tienen habitos domésticos marcados, ya que
se les ha encontrado dentro de la habitacidn humana rural e incluso en la periurbana en los
diterentes estadios ninfales y adultos, detectandose altos indices de infeccion por T. cruzi (Tay
y cols., 1996). También se han encontrado vectores en criaderos de animales como gallinas,
perros, cerdos, en nides de ratas, ratones, perros y armadillos (Tay y cols., 1992}. Bautista en
1993, realizé un estudio de vectores de T. cruzi en el estado de Morelos, comprobando {a
presencia de triatominos en areas intradomiciliarias, peridomiciliarias y silvestres. Segun la
OMS, hasta 1991, se habian encontrado vectores y mamiferos infectados en Chiapas,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo y Jalisco (OMS, 1991).

En cuanto a los reservorios de T. cruzi, han sido diagnosticados animales domésticos y
silvestres. De los silvestres los mas comdnmente observados son la rata, el armadillo, €l
tlacuache, las ardillas y ratones (Velasco y Guzman, 1986) aunque también algunas especies
de mamiferos como el jabali, el venado de cola blanca, el ocelote, pudieran iener alguna
relacion con la persistencia natural de la enfermedad y como riesgo potencial de transmisién a
ta poblacién local humana (Solis y cols., 1997). Entre los reservorios domésticos se encuentran
el perro y el gato, ademas llama la atencién el caso de un cerdo infectado naturalmente, el cual
fue detectado por xenodiagnostico, pruebas seroldgicas, examenes histopatologicos y la

inoculacion en animales de experimentacion (Bautista, 1993, Salazar y cols., 1997).




I.4. Diagnéstico de la Enfermedad de Chagas.

El diagnéstico de la enfermedad se fundamenta en antecedentes epidemioldgicos que
incluyen procedencia o lugar de origen del individuo, el tipo de habitacion, el conocimiento de
los triatominos y si ha ocurrido la picadura del insecto (Romero, 1893), asi como datos clinicos
{Atias y Apt, 1994). Duranie |a fase aguda suele haber confusiones con varias enfermedades
infecciosas febriles. Sin embargo, la presencia del chagoma de inoculacién o signo de Romafia
es una caracteristica ciinica que contribuye ai diagnéstico. En la fase crénica, e! diagnéstico por
métodos parasitologicos es dificil, debido a la baja parasitemia, por lo que se usan métodos
indirectos, que a pesar de presentar alta sensibilidad, tienen problemas de reaccién cruzada
con otros parasitos como Leishmania sp. (Malchiodi y cols., 1994), por lo que es necesario
establecer el diagndstico clinico diferencial con otras enfermedades (Luguetti, 1990) (Tabla 2).

Tabla 2. Sensibilidad de algunos métodos de diagnéstico utilizados en 1a enfermedad de Chagas
{OMS, 1991).

Métodos de Diagndstico Sensibilidad %
Fase aguda Fase cronica
Directos
Frotis delgado <60 <10
Frotis sanguineo grueso <70 <10
Examen de sangre fresca 80-90 <10
Método de Strout 90-100 <10
Indirectos
Xenodiagndstico 100 20-50
Hemocultivo 100 40-50
Seroldgicos
ELISA 78.1*
Inmunofluorescencia 69.2*
Hemaglutinacién 64.6*
Moleculares
PCR 96.5+

* Zicker y cols. , 1990.
+ Wincker y cols., 1997.

1.4.a. Métedos parasitologicos directos.

Consisten principalmente en la observacién directa del parasito durante las primeras 6-8
semanas de la infeccién (Chiari, 1994). Se emplean técnicas como el frotis sanguineo grueso,
el microhematocrito, €l examen de las preparaciones coloreadas que permiten la
caracterizacién morfolégica del parasito mientras que las preparaciones frescas permiten
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detectar a los parasitos por su movilidad (OMS, 1981). Se utiliza también el método de
concentracién de Strout, el método de Daene Kirchner y el método de silicones (Freilij y Storino,
1894). La observacién y aislamiento del parasito en muestras organicas del paciente confirman
eficazmente el diagnéstica. Sin embargo, esto resulta muy dificil en la fase crénica de la
enfermedad.

Método de Strout. Consiste en extraer 5-10 m} de sangre por puncion venosa, la cual
se deja coagular, el coagulo se descarta y se cenltrifuga el suerc a 160 g por 30 minutos. Ei
sobrenadante se centrifuga y se examina una gota del sedimento obtenida por micrescopia
directa (Freilij y Storino, 1994).

Método de Silicones. Concentra los hemoparasitos exoeritrociticos. La sangre se
deposita sobre aceite de silicones de 1.075 de densidad. Luego de una centrifugacién, los
hermaties quedan en el fondo mientras que las plaquetas, los leucocitos y los parasitos quedan
en suspensién en la parte superior de!l aceite de silicones. Esta suspension se centrifuga y se

obtliene un sedimento que se observa al microscopio (Freilij y Storino, 1994).

Método de Deane y Kircher. Se basa en la lisis diferencial de los glébulos rojos, donde
a 1 ml de sangre extraida con anticoagulante se le agregan 9 ml de agua destilada y luego de
mezclar rapidamente, una solucion de cloruro de sodic al 17%, agitando siempre en rotacién.
Esta mezcla es centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos y el sedimento se observa al

microscopio para la identificacion de los parasitos (Freilij y Storine, 1994),

1.4.b. Métodos parasitologices indirectos

Son usados principalmente para el diagndstico de la fase crénica de la enfermedad.
Xenodiagnostico. Consiste en la reproduccién artificial del ciclo natural del parasito a
través de 40 ninfas de tercer estadio de T. infestans o R. prolixus libres de infeccion y criados
en el laboratorio o ninfas de primer estadio de Dipetafogaster maxima distribuidas 10 por cada
caja, las cuales se alimentan de la sangre del paciente. Después de 30 a 60 dias, se examinan
las heces y los intestinos bajo el microscopio con el fin de detectar tripomastigotes metaciclicos
o epimastigotes, una fuente de error en el xenodiagndstico es la presencia de T. rangefi que
infecta humanos pero no es patogeno (Pereira y cols., 1988; OMS, 19391). Algunos estudios
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sugirieron que la eficacia del xenodiagnéstico, para la enfermedad de Chagas crénica, parece
estar asociada al insecto utilizado, ya que se encontré que P. megistus era el mas adecuado
debido a su alto indice de infectividad, elevada carga parasitaria, una rapida evolucién y buena
multiplicacion de los pocos parasitos ingeridos del hospedero en ta fase cronica (Szumlewlcz y
Muller, 1987).

Hemocultivo. El cultivo sanguineo permite e! crecimiento de los parasitos por periodos
largos de tiempo. La eficacia dei método puede aumentarse mediante la centrifugacion
diferencial de la sangre antes de agregarla al medio (Pereira y cols., 1989). En |a fase cronica
de la enfermedad se pueden detectar parasitos en el 40 al 50% de los pacientes. Este método
se ha utilizado para evaluar la curacion después del tratamiento, donde se realizan numerosos
cultives sanguineos yfo métodos seroldgicos (OMS,1991). En el hemocultive, se realizan
observaciones directas desde la extraccién hasta 90 dias después en intervalos de 10 dias.
Esta tecnica tiene la facilidad de implementarse en los laboratorios de diagnéstico y puede dar
resultados positivos en pacientes gue se encuentran en fase indeterminada de la enfermedad
{Sanchez, 1996).

1.4.c. Métodos moleculares.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Consiste en la sintesis enzimatica in
vitrc de millones de copias de un segmento especifico de ADN. En general los componentes
requeridos para una PCR son: ADN, iniciadores (oligonucledtidos especificos que flanquean el
segmento del gen que actda como blanco para la amplificacién), mezcia de desoxinucledtidos
{DNTPs) solucidn amortiguadora de reaccién y ADN Polimerasa. Cada uno de los ciclos de la
reaccion consta de tres pasos que estan determinados por temperaturas y tiempos especificos
{Barrera y cols. , 1993). En el caso de T. cruzi se utilizan oligonucledtidos de la secuencia
nuclear del parasito o la secuencia del minicirculo del KADN. Algunos estudios demostraron que
en ciertas condiciones el PCR presenta 100% de sensibilidad y 90% de especificidad en la
deteccidn de T. cruzi en la sangre de pacientes chagasicos utilizando e! fragmento de 330 pb
perteneciente a la regién hipervariable de T. cruzi (Degrave, 1994). Se ha aplicado la PCR en
areas de transmision activas donde los casos crénicos y agudos coexisten y que pueden
complementarse con los datos obtenidos de la serologia (Wincker y cols,, 1997).




1.4.d. Métodos seroldgicos.

La base de las técnicas serologicas es la reaccién de los anticuerpos con componentes
antigénicos del parasito, resultando en complejos antigeno-anticuerpo especificos (Weiland,
1988). Son eficaces para detectar anticuerpos o antigenos del parasito; entre las diversas
pruebas seroldgicas disponibles para el diagnéstico de la infeccién, las mas usadas son. |a
prueba de fijacion del complemento, la hemaglutinacién indirecta (HA), la inmunofluorescencia
indirecta (IF1), la aglutinacién direcia y el ensayo de ELISA. Debido a que la especificidad de las
pruebas puede variar considerablemente de un sitio geografico a otro, los limites de la
positividad pueden definirse localmente utilizando un panel serolégico. Son también comunes
las discrepancias entre resultados de la misma prueba efectuada en distintos laboratorios, de
ahi que se recomiende el emplec de al menos dos pruebas serologicas para confirmar la
infeccién (OMS, 1991; Camargo, ¥ cols., 1986; Figueredo-Silva y cols., 1991).

Fijacion de! complemento (FC). Presenta alta sensibilidad para el diagnéstico de
casos cronicos sintomaticos, asintomaticos y elevada especificidad cuando se utilizan los
antigenos adecuados. La complejidad de ia técnica y la diversidad de antigenos usados en el
diagndstico de rutina, contribuyen a las diferencias en la sensibilidad de esta reaccion. Se
observan asi resultados negativos en la fase inicial de la enfermedad y menor sensibilidad que
en las pruebas de inmunofluorescencia indirecta y hemaglutinacion en la fase crénica. La FC
presenta dos fases, una consiste en la incubacion del suero del paciente con el antigenc
apropiado y con una cantidad especifica de complemento. La segunda fase es la del indicador,
en |a cual ia presencia de una reaccién antigeno-anticuerpo que ha ocurrido en la primera fase
queda indicada porque el complemento se fija a estos complejos y pierde por lo tanto, su
reactividad en el ensayo (Levy y cols., 1988). Los eritrocitos de la sangre recubiertos con su
anticuerpo especifico se afladen a la mezcla de la fase uno, y si queda algo de complemento
libre, este queda entonces ligado a los eritrocitos recubiertos por el anticuerpo causando la lisis
de dichas células. Al contrario, la ausencia de lisis en la fase dos indica la fijacion del
complemento y la presencia en el suero de un anticuerpo reactivo con el antigeno en la primera
fase de la prueba. Se han empleado extensamente extractos acuosos 0 de metancl de T. cruzi,
que han sido substituidos por fracciones purificadas del parasito en un intento de normalizar la
sensibilidad y especificidad (OMS, 1991). Con la FC se obtiene una gran variedad de resuitados
por lo que no se considera un métode eficaz parala deteccion de la infeccion (Pereira y cols.,
1089), ademas es una prueba tediosa que requiere un estricto control de calidad de los
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reaclivos dificil de obtener en el laboratorio de rutina (Luquetti, 1980).

Inmunofluorescencia Indirecta (IF1). Presenta excelentes resultados en et diagnéstico
de las fases agudas y cronicas de la infeccion. Los sueros de chagasicos en dilucion 1:40
muestran alta especificidad, aunque pueden ocurrir reacciones falso positivas con sueros de
pacientes con Lehismaniosis visceral y cutdnea. La utilizacion de! diluido de sangre, desecado
en papel filtro provee resultados semejantes a los obtenidos con sueros que han sido
mantenidos por periodos de hasta treinta dias a temperatura ambiente. La IFI se vuelve positiva
en la mayoria de 1o0s casos agudos 3 o 4 semanas antes que las ofras reaccicnes permitiendo
asi la caracterizacion de la fase inicial de la infeccién y de transmisién congénita a través de la
blisqueda de anticuerpos lgM. Los epimastigotes fijados con formol son antigenos estables. La
IF| ofrece la ventaja de que puede emplearse para diferenciar anticuerpos IgM de las IgG
(Primavera y cols., 1990).

Hemaglutinacion indirecta (HAI}. Consiste en la modificacion de las membranas de los
globulos rojos por medio de acido ténico, los cuales son capaces de absorber los antigenos
parasitarios que en presencia de anticuerpos, formardn redes, cuya imagen produce el
fendmeno de aglutinacion. Presenta durante la fase inicial de la infeccion, una sensibilidad
superior a la reaccion de FC. Durante la fase cronica, los resultados son comparables a 1a IFI.
Se utilizan hematies estabilizados con glutaraldehido y sensibilizados con extractos de
epimastigotes de T. cruzi. Estas células se pueden conservar a 4°C por largos periodos sin que
se presenten alteraciones, lo que permite y facilita la estandarizacion de la HAl (Ferreira, 1994).

Hemaglutinacion Directa (HAD). Se obtiene un reactivo estable con suspensiones de
epimastigotes tratados con formol y tripsina. Se realiza la absorcidn de sueros con 2
mercaptoetancl que aumenta la especificidad de la técnica, sin disminuir la sensibifidad, para la
fase cronica de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, se considera que no es una buena
técnica de diagnéstico (OMS, 1991).

Ensayo inmunocenzimatico (ELISA). El principio basico del ELISA es el uso de un
anticuerpo acoplado a una enzima como la peroxidasa la cual reacciona con su sustrato dando
una coloracién. El cambio de color es visualizado por un lector para determinar la presencia de
antigenos o de anticuerpos presentes en una muestra problema {Carpenter, 1990; Maizels ¥



cols., 1991). La sensibilidad del ELISA depende en gran medida de los antigenos empleados
(extracto total del parasito, antigenos puros o recombinantes}.

También se han utilizado como antigenos péptidos sintéticos que se caracterizan por
poseer epitopes especificos que generan una respuesta inmune contra el parasito (Zingales y
cols., 1990; Peralta y cols, 1994) y por lo tanto son de utilidad en el diagnéstico serolégico. Por
ejemplo, los péptidos TeD y PEP2 utilizados en ELISA, mostraron una sensibilidad de 93 y 91%
respectivamente y no presentaron reaccion cruzada con Leishmania sp. Ensayos de ELISA
usando la mezcla de los péptidos, mostraron 99.7% de sensibilidad y 99% de especificidad
(Zingales y cols., 1990).

La sensibilidad y especificidad del ELISA utilizando antigenos recombinantes como
herramienta del diagnéstico ha sido evaluada en diferentes estudios coordinados por la OMS
{Franco da Silveira, 1994; Affranchino y cols,, 1889). Et uso de antigenos recombinantes podria
ser de gran ayuda en el diagngstico porgue su expresion, en vectores de alto rendimiento,
facititaria a produccion en gran cantidad y con un grado aceptable de pureza (Almeida y cols.,
1990).

La reaccién cruzada que se observa entre T, cruzi, T. rangeli y Leishmania sp. en las
pruebas serolégicas conduce a la identificacion de antigenos que pudieran ser usados para
distinguir entre las infecciones provocadas por estos tres parasitos, por ello se han descrito
sistemas con diferentes antigenos puros como la GP90 (Schechter y cols., 1983; Guhl, 1990)
gque se encuentra en tripomastigotes sanguineos, amasligotes y epimastigotes (Snary y
Hudson, 1979} o la GP25 (Scharfstein y cols., 1985), las cuales son altamente especificas para
T. cruzi. La glicoproteina (GP90) mostrd una sensibilidad, especificidad y valor predictivo del
100% considerandose que los anligenos puros pudieran proveer la base practica para el
diagnostico especialmente en areas donde existe la necesidad de distinguir entre infecciones
patdgenas y no patégenas (Guhl, 1990).

1.4.¢. Deteccion de antigenos en circulacion.

Los métodos serolégicos en el diagnastico de la enfermedad de Chagas se han
enfocado principalmente a la determinacién de anticuerpos especificos contra T. cruzi. Sin
embargo, es importante contar con pruebas que presenten evidencia definitiva de la presencia
del parasito, lo cual podria lograrse mediante la deteccién de antigenos circulantes. A este
respecto, se sabe que los antigenos circulantes yfo exoantigenos (Gruppi y cols, 1997} tienen
tres posibles origenes: productos metabdlicos secretados por los parasitos, componentes
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solubles de la pared celular y componentes citoplasmaticos liberados por la degradacion de los
parasitos en el hospedero (Moretti y cols., 1985). Los exoantigenos han sido descritos en varias
infecciones causadas por virus (Voller y cols.,, 1976 y Unkonen y cols., 1977), bacterias
(Beauvery y cols., 1979), protozoarios (Turunen, 1983; Ungar y cols., 1985) y helmintos (Li y
cols.,, 1994; Deelder y cols., 1996). Estos exoantigenos son muy importantes porque
representan un factor de estimulacion permanente de la respuesta inmune (Carlier y cols.,
1976), ya que tienen propiedades inmunogénicas y carecen de toxicidad {Araujo, 1978).
También han sido propuestos como indicadores de infeccidn activa y por lo tanto son utiles en
el diagnéstico (Carlier y cols., 1976) principalmente cuande no hay suficientes titulos de
anticuerpos que puedan ser detectados por las pruebas seroldgicas tradicionales (Ferreira,
1994). Por lo tanto, los estudios de antigenos circulantes son importantes para el diagnéstico
de la fase aguda y crénica de la enfermedad lo que da un indicio de la infeccion activa
{Mancipar y cols, 1982).

Uno de los primeros estudios de deteccion de antigenos circulantes de T. cruzi, fue el
trabajo de Siqueira y colaboradores en 1966, donde se reportd la presencia de un antigeno
soluble en el plasma de ratones por la prueba de reaccion de fijacion de complemento y
reaccién de precipitacion en agar-gel.

En 1976, Araujo describid la presencia de antigenos solubles en el plasma de ratones
infectados y en el sobrenadante del cultivo por pruebas como la fijacién del complemento e
inmunoelectroforesis. Sus estudios sugirieron que los antigenos, que estaban presentes en
ratones con infeccidn aguda, eran los responsables de las manifestaciones de hipersensibitidad
descritas en la infeccidn de la enfermedad de Chagas humana.

Chavez y colaboradores, en 1979 identificaron complejos inmunes circulantes formados
por la participacidn de antigenos parasitarios, lo que pudiera explicar en parte la deplecion de!
complemento debido a su capacidad de reaccionar con el componente C1q. Esta reaccion es
inhibida cuando los inmunocomplejos son separados y alquilados.

Araujo y colaboradores en 1981 demostraron la presencia de antigenos en el suero
humano por medio de ELISA.

Se ha encontrado que existen antigenos especificos de epimastigotes y amastigotes
que el parasito pierde durante la transformacién de un estado a otro, siendo detectades en el
suero y otros fluides del cuerpo ulilizande anticuerpos monoclonales dirigidos contra
epimastigotes y amastigotes de este pardsito. Los anticuerpos monoclonales pueden ser
usados para dilucidar el papel exacto de los antigenos en la resistencia de T. cruzi vy los

2]




mecanismos per el cual el parasito sobrevive en el hospedero a pesar de la respuesta inmune
{Araujo, 1982).

Mancipar y colaboradores en 1882 propusieron que existen glicopéptidos allamente
antigénicos que se expresan tanto en medio de cultivo como en ei hospedero.

En 1985, Moretti y colaboradores, estudiaron las condiciones de aparicidn de
exoantigenos de T. cruzi en ratones infectados, determinando el nivel de parasitemia, el tiempo
de infeccién y la presencia de anticuerpos contra los exoantigenos en los animales infectados.

Con la prueba de aglutinacién se demostrd la presencia de antigenos excretados
especificamente en orina, Los antigenos deteclados mediante esta técnica, eventualmente
fueron caracterizados e identificados por cromatografia de afinidad y electroforesis
bidimensional, como proteinas de peso molecular aproximado de 100 kDa, punto isoeléctrico
{pl) de 5.0-5.5 de 80 kDa con pl 6.0 y de 50 kDa p! 6.5-7.0 (Katzin y cols., 1989).

Corral y colaboradores en 1989, reportaron la presencia de un anligeno excretado de 80
kDa en la orina de perros infectados con T, cruzi, cuyo punto isoeléctrico fue de 6.3-6.5.

En 1991, Ouassi y colaboradores realizaron un estudio utilizando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra antigenos de secrecién del parasito, el cual fue utilizade como
anticuerpo de captura de antigenos siendo su prueba altamente sensible y especifica.

En 1992, Corral y colaboradores, describieron una técnica sencilla y sensible basada en
la union del antigeno a nitrocelulosa, con esta técnica demastrd la presencia de antigenos en
suero de ratones infectados y en suero de humanos.

En 1998, Corral y colaboradores encontraron que el antigeno de 80 kDa fue reconocido
preferentemente por anticuerpos de isotipo igM de individuos chagéasicos. Al hacer una
comparacién en un ELISA; utilizando el lisado del antigeno total del parasito y el antigeno
urinario purificado por cromatografia de afinidad, encontraron que con el antigeno de 80 kDa,
se increment6 la sensibilidad y especificidad de la prueba al evaluar sueros de pacientes con
infeccién aguda. Por lo tanto, sugirieron que este antigeno puede ser usado para el diagnéstico
de la infeccion de T. cruzi en fase aguda de fa enfermedad.

En 1993, Umezawa y colaboradores, produjeron un antisuero con antigenos
recombinantes para detectar antigenos en orina de pacientes crénicos con el fin de incrementar
la especificidad del ELISA y del Western Blot, detectaron en sus ensayos una banda antigénica
de 150-160 kDa, la especificidad fue del 60% mientras que otras pruebas como el
xenodiagnostico y el hemocultive solamente confirmaron det 20 al 50% de los pacientes
crénicos. Estos autores sugirieron que las muestras de crina simplifican el diagndstico ya que

los resultados pueden ser obtenidos 48 hr después de haber colectado la muestra. Una posible
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correlacién entre la presencia de esos antigenos en orina y la infeccién activa puede ofrecer
una nueva herramienta para evaluar la susceptibifidad de T. cruzi en estudios terapedticos.
Esta prueba puede ser usada en casos donde hay conflicto de serologia 0o como un paso
previo al xenodiagnéstico (Umezawa y cols., 1993).

Por otro lado, se han detectado componentes antigénicos liberados por el parasito como
el polipéptido de 50-55 kDa identificado, como |a tubulina de 7. cruzi, en la orina de ratones con
infeccion aguda (Bertot y cols., 1998).

En la tabla 3 se muestra una recopilacién de los antigenos identificados en diferentes
fluidos bioldgicos utilizando métedos serolégicos.
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Tabla 3. Deteccidn de antigenos circulantes de 7. cruzi por diferentes grupos de investigacion.

Método de deteecidn

Tipo de muestra Antigenos kDa Hospedero Referencia
FC y precipitacidn en agar- Suero Nd Ratas Siqueira y cols.,
gel 1966.
FCy Plasma Nd Ratones Araujo, 1976.
Contrainmunoelectroforesis
[nmunoprecipitacion Plasma Carbohidrato Ratones Gottlieb, 1977.
Inmunodifusién Suero Nd Ratones Chavez y cols.
1979.
ELISA Suero Nd Humano Araujo, 1931,
ELISA, IFI Plasma y orina Nd Conejo y ratones Araujo, 1982,
IFl Suero y medio de Nd Ratones Araujo y cols,,
cultivo 1982
ELISA Orina y suero 30y 55 Humano Freilij y cols.,
1987.
Aglutinacién Orina 100, 80 y 50 Humano Katzin y cols.,
1989,
Western blot Crina 100-200 Humano Katzin y
Umezawa, 1991.
ELISA Suero Nd Humango QOuassi, 1991.
ELISA Suero Nd Humano Petray y cols.,
1992,
DOT-BLOT Suero y Nd Ratones y humanos Cormal y cols.,
sobrenadante de 1992,
cultivo de células
infectadas
ELISA Orina 150-160 Humano Umezawa y cols.,
1993
ELISA Orina Nd Humano Coral, 1996
ELISA Orina Tubulina Ratones Bertot y cols.,
1993.
ELISA Orina 80 Perro Corral y cols.,
1998.
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1.5. Anticuerpos Monoclonales.

El suero contiene muchos tipos de anticuerpos que son especificos para diferentes
antigenos. El uso de esa mezcla de anticuerpos crea diferentes problemas con la técnicas
inmunoquimicas. Debido a esto, se invesligé la manera de producir anticuerpos homogéneos
con una especificidad definida, la cua! fue desarrollada con la tecnologia de los hibridomas. El
primer aislamiento de una poblacion homogénea fue a partir de los tumores de las células B.
Las poblaciones clonales de esas células se propagan como tumores en animales o en cultivo
celular. Debido a que todos los anticuerpos secretados por las clonas de células B son
identicas, esa células tumorosas dieron origen a anticuerpos homogéneos. En el animal, los
anticuerpos son sintetizados primariamente por células plasmaticas (Harlow y Lane, 1988).

Los anticuerpos monoclonales pueden utilizarse para purificar diferentes moléculas de
superficie celular, algunas de las cuales pueden ser moléculas conocidas y otras no. Algunas
de las aplicaciones mas comunes de los hibridomas y de los anticuerpos monoclonales son las
siguientes: identificacion de los marcadores fenotipicos Unicos de un tipo celular e
inmunodiagnostico.

Debido a que el diagnéstico de muchas enfermedades infecciosas sistémicas se hasa
en la deteccion de antigenos o anticuerpos especificos, estos anticuerpos pueden utiizarse en
inmunoanalisis {Abbas y cols., 1995).

Los anticuerpos monoclonales han sido empleados frecuentemente para identificar
cepas de T. cruzi (Bongertz y Carvalho, 1992), moléculas asociadas con la patogenicidad o
virulencia de los parasilos, para caracterizar antigenos inmunoprotectores después de la
vacunacion con Leishmania sp (Grimaldi y McMahon-Pratt, 1996), asi como para antigenos
puros que complementen los métodos de diagndstico (Weiland, 1988; Tachibana y cols., 1988}
También los anticuerpos monocclonales son utilizados para determinar la importancia de la
respuesta humoral en la resistencia a T. cruzi y los mecanismos por los cuales ¢! parasito

sobrevive en el hospedero (Araujo y cols., 1982).
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I1. JUSTIFICACION

El diagndstico clinico de la enfermedad de Chagas resulta dificil ya que los sintomas
pueden ser confundidos con otros padecimientos, debido a esto, resulta muy importante
desarrollar métodos serolégicos de diagnostico especificos para detectar tanto a los
anticuerpos como a los antigenos del parasito a fin de conocer si el individuo se encuentra
infectado. La deteccién de anticuerpos es solo un diagnéstico de posible contacto con el
parasito y la comprobacion real de la infeccion se da con fa determinacién de la presencia del
parasito o de sus productos de secrecion. Existen reportes de ia presencia de antigenos de T.
cruzi en suero de animales y en humanos infectados por este parasito. Debido a que en nuestro
pais aun hay pocos datos de la prevalencia e importancia de la enfermedad de Chagas, el
objetivo de este estudio fue estandarizar un ELISA para detectar antigenos de T. cruzi

utilizando anticuerpos monoclonates y policlonales dirigidos contra este parasito.
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HI. OBJETIVOS

III.1. Objetivo general.

Estandarizar y evaluar un ELISA de doble captura para la deteccién de antigenos
circulantes de Trypanosoma cruzi.

[L.1La. Objetivos particulares.

Purificar los anticuerpas monoclonales y policlonales para el ELISA de captura.
Estandarizar el ensayo con plasmas y sueros de ratones infectados experimentalmente.
Determinar la sensibilidad y la especificidad del ELISA.

Evaluar la utilidad del ELISA para el diagnostico humana.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

IV.1. Anticuerpos Monoclonales.

Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales (AcMc), producidos en el
laboratorio del Departamento de Inmunologia de! Instituto de Investigaciones Biomédicas,

contra antigenos de la cepa Querétaro (Que) de T. cruzi, se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales BI0SE y F14B.

Caracteristicas B106E F14B
Isotipo 1gG 2° lgM
Antigeno que Doblete >100 kDa Doblete de 40 y una de 35 kDa
reconoce
Especiﬁcidad No cruza con Leishmania sp Cruza con Leishmania sp
Estadio que reconcce Epimastigotes, tripomastigotes y Reconoce los mismos antigenos en los
amastigotes tres estadios del parasito
Localizacién Esta dirigido contra un epitopo de Esté dirigido contra un epitopo liberado
superficie del parasito. al medio de cullivo de células Vero
infectadas
Funciones Logra reducir la infeccion de T. cruzia Retrasé la infeccidn de T. cruzia
células Vero y a ratones células Vero y a ratones

IV.2. Cuitivo de hibridomas.

IV.2.a. Descongelamiento de células.

Los criotubos {Nunc) gque contenian los hibridomas B106E y F14B congelados en
nitrégeno liquido, se transfiieron a un bafio de 37°C para su descongelamiento bajo
condiciones de esterilidad, se limpid la taparrosca de los criotubos con alcohol al 70%. Se
removieran las células con una pipeta Pasteur estéril y se colocaron en tubos de centrifuga que
contenian 10 mi de medio de cultivo D-MEM (GIBCO} a pH 7.3 complementado con Suerc Fetal
Bovino (SFB) (GIBCO) inactivado (56°C por 30 minutos) a una concentracion final de 10%,
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penicilina-estreptomicina a 100 pg/ml (SIGMA), L-glutamina 0.2 mM (GIBCO)}, aminoacidos no-
esenciates 0.01 mM (GIBCQ), piruvato de sodio 0.1 mM (SIGMA) y vitaminas-MEM (dilucién
1:100.GIBCO). Se centrifugaron a 300 g por 5 minutos y se desechd e! sobrenadante. Las
células se resuspendiercn en 1 ml de medio de cultivo y se transfirieron a cajas de cultivo de 25
cm?’ (Costar) debidamente etiquetadas que contenfan 8 ml de medio de cultivo fresco para su
crecimiento (Apéndice A) (Harlow y Lane, 1968).

IV.2.b. Crecimiento de células.

Las células se transfirieron a cajas de cultivo de 75 cm’ (Costar). Se recuperd el
sobrenadante, el cual se centrifugd a 1500 g durante 30 minutos y se guardé a =20°C para la
purificacién de ios AcMc. Las células que se obtuviercn, se resembraron en cajas de cultivo de
75 cm? a las que se les adiciond 20 ml de medio de cultivo fresco aproximadamente cada tres
dias. Los cultivos celulares se incubaron a 37° C, con 5% de CO, y 95% de humedad.

IV.2.c. Congelamiento de células. '

Los cultivos celulares se criopreservaron de la siguiente manera: se transfirieron las
células a un tubo estéril, se centrifugaron a 400 g por 10 min y se removid el sobrenadante; el
botan de células se resuspendié en 1 mi de SFB al 92% con 8% de dimetil sulféxido (DMSO).
Las células se transfirieron a un criotubo (NUNC), se congelaron a -72° C durante 24 h y
después se mantuvieron en nitrégeno liquido (Harlow y Lane, 1988) (Apéndice A).

IV.3. Produccién de liquido de ascitis en ratones inyectados con el

hibridoma de F14B.

El liquido de ascitis es un fluido intraperitoneal de ratones que han desarrollado un
tumor peritoneal. Para la produccién de anticuerpos, el tumor es inducido por la inyeccion de
células de hibridomas dentro del peritoneo, el cual sirve como una camara para el crecimiento
de células. Las células de los hibridomas crecen en altas cantidades y continuan secretando
altos titulos de anticuerpos (Harlow y Lane 1988). Para la produccién de ascitis, se utilizaron
ratones de la cepa Balbc de 8 semanas, los cuales fueron inyectados por via intraperitoneal con
500 ! de pristane, 2, 6, 10, 14- Tetramethylpentadecane (Aldrich). Siete dias después de la

inyeccion de pristane, se inocularon 5 x 10° células productoras de anticuerpos. A la semana
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siguiente, se obtuvo el liquido por puncién de la cavidad peritoneal, se dejé 1h a temperatura
ambiente para que sedimentara el material celular, después se centrifugd a 1500 g por 30 min,
se separé tnicamente el sobrenadante y se guardé a —20° C para la eventual purificacién de
anticuerpos monoclonales.

IV 4. Purificacién de los anticuerpos por cromatografia de afinidad.

La cromatografia de afinidad es una metodologia Ofit para la purificacion de
macromoléculas biolégicas similares, para llevar a cabo separaciones que serian muy dificiles o
imposibles por otros mecanismos. La base de la separacion esta relacionada con la funcién
biolégica de las moléculas (Day y Underwood, 1989).

IV 4.a. Purificacion del anticuerpo monoclonal {AcMc) BIOGE de lsotipo IgG2a.

La proteina A es un componente muy abundante de la pared celular de Staphylococus
aureus, se caracteriza por su alta afinidad por diferentes 1gGs. La proteina A acoplada a una
resina como la sefarosa, une inmunoglobulinas a valores fisiolégicos de pH aunque varia de
acuerdo a la especie y clase de estas (Ternynck y Avrameas, 1990).

El AcMc B108E se purificd a partir de 150 m! de sobrenadante del cultivo de hibridomas
con una columna de 2 ml de agarosa-proteina A (GIBCO). Esta habia sido equilibrada
previamente con 50 mi de amortiguador de fosfatos 0.14 M, posteriormente el sobrenadante
pasé a una velocidad de 0.5 ml/min, después se lavé con 100 ml de amortiguador de fosfatos
0.14 M para quitar proteinas unidas inespecificamente hasta que la densidad éptica a 280 nm
fuera menor a 0.05, se eluyd el AcMc con 10 ml de glicina 0.2 M pH 2.8 colectandose en tubos
{eppendorf) que contenian 200 ! de amortiguador tris 1 M pH 8 para neutralizar el pH de la
glicina, las fracciones se leyeron en un espectrofotdmetro a 280 nm para saber l[a
concentracién de los anticuerpos eluidos. La columna se lavé y se guardd a 4°C con el
amortiguador de fosfatos 0.14 M que contenia 0.02% de azida de sodio. Los anticuerpos se
guardaron a -20°C hasta su uso. La pureza del AcMc B106E se verificd por electroforesis en
condiciones reductoras y tincion con azul de Comassie {Apéndice B).
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IV.4.b. Purificacién del AcMc F14B de isotipo IgM.

Los anticuerpos F14B se purificaron de 4 ml de liquido de ascitis y de 200 ml de
sobrenadante de cullivo de hibridomas en una columna de 2 mt de agarosa anti-lgM de raton
(SIGMA). La resina se equilibré con 50 ml de amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 7.2 con NaCl
0.5 M (PB), se le agregd a la columna el liquido de ascitis dejandolo incubar toda la noche a
4*C vy en agitacion continua. En el caso del sobrenadante, se pasd por la columna en 3 h,
Después se lavd 1a resina con 150 ml para quitar proteinas unidas inespecificamente y se leyd
en un espectrofotémetro a 280 nm hasta que la D.O fuera menor a 0.05. Se eluyd el AcMc con
10 m! de glicina 0.1 M NaCl 0.15 M colectdndase en tubos eppendorf gue contenian 200 yl de
amortiguador tris 1 M pH 8.2; por Ultimo, la columna se lavd y se guardd a 4°C en PB que
contenia 0.02% de azida de sodio. El AcMc se guardd a -20°C hasta su uso (Apéndice C).

IV 4.c. Purificacidn de inmunoglobulinas anti-T. cruzi de conejo.

Las IgGs policlonales (AcPc) anti-T. cruzi se purificaron de suero hiperinmune de conejo
en una columna de 2 ml de agarosa proteina A (GIBCO), |a cual se incubd con 2 ml de suero
toda la noche a 4°C, se lavd la columna con 200 mi de amortiguador de fosfatos 0.14 M hasta
que la densidad dptica a 280 nm fuera menor a 0.05. Las IgGs pegadas a la proteina A se
eluyeron con glicina 0.1 M pH 2.8, se colectaron en tubos eppendorf que contenian 200 pl de
amortiguador tris 1 M pH 8. A cada fraccidn se le midié la densidad optica a 280 nm en un
espectrofotdmetro para detectar el pico de elucidn de IgGs. La columna se lavo y se guardé a
4°C en el amortiguador de fosfatos que contenia 0.02% de azida de sodio. Las IgGs eluidas se
guardaron a =20°C para su eventual acoplamiento a biotina (Apéndice B).

IV.5. Acoplamiento de biotina a los AcMc y AcPc.

La biotina es una proteina muy abundante, en la forma de un ester activo, es un hapteno
que facilmente se acopla a los grupos amino de las proteinas {Ternynck y Avrameas, 1980); las
proteinas biotiniladas pueden ser detectadas cuando se utiliza estreptoavidina o avidina las
cuales tienen afinidad por la biotina y se encuentran disponibles comercialmente (Hardow y
Lane, 1988). Una parte de los anticuerpos purificados se marcaron con N-HS-L-Biotin
Sulfosuccinimidyl 6-(bioticemido) Hevonoate (Pierce) de acuerde al procedimiento que
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describieron Ternynck y Avrameas en 1990. Se ajustd la concentracién de anticuerpos a
2mg/ml, se dializaron contra 1L de solucién de bicarbonato de sodio 0.1 M, se realizaron 3
cambios, después se agregaron 10 Wl de biotina 0.1 M disuelta en DMSO manteniendo la
mezcla th a temperatura ambiente, por ultimo se dializé la muestra contra 1L de PBS
realizando 3 cambios, se guardé en alicuotas a - 20°C hasta su uso (Apéndice D).

IV.6. Actividad de los anticuerpos puros.

IV.6.a. ELISA.

La metodologia empleada para este ensayo fue descrita por Ternynck y Avrameas en
1990 donde se utilizaron placas de 96 pozos EIA RIA 3590 (Costar), las cuales se
sensibilizaron con 100 ul por pozo de una solucién de extracto total de epimastigotes (cepa
Que} diluido en amortiguador de carbonatos 0.1 M, pH 9.6 a una concentracion de 10 pg/mi
durante 2h a 37°C. Después de la incubacién en atmésfera humeda, fos pozos se tavaron con
200 ul de PBS-tween 0.05%, tres veces durante cinco minutes en cada lavado, después se
bloguearon con una solucién de gelatina al 0.5% en PBS por 1h a 37°C. Posteriormente, se
agregaron 100 ulipozo de los sobrenadantes de los anticuerpes monoclonales o anticurpos
policlonales, se utilizd un suero de raton en fase cronica de la enfermedad, como control
posilivo y un suera de raton sano como control negativo, ambos diluidos 1:500. En el caso de
las inmunoglobulinas de conejo, se utilizaron como controles un suero de conejo sano y el
suero de conejo hiperinmune antes de purificar por la columna de afinidad ambos dituidos
1:1000, se dejé incubar toda ta noche a 4°C después se les agregd 50 pi del conjugado anti-
1gG de ratén unido a peroxidasa {ZYMED) para e! caso de los AcMc y para las
inmunioglobulinas de conejo se utilizo el conjugado anti-lgG de conejo ambos diluidos 1:2000
en PBS-tween, se dejaron incubar durante 2h a 37° C. Por ditimo se agregaron 100 pl/pozo de
una solucién de cromégeno que contenia 4 I de H,O,, 4mg de ortofenil diamina (SIGMA), 10
ml de solucién amortiguadora de citrato-fosfato pH 5 y se incubé a temperatura ambiente por 8
min, la reaccién se detuvo agregando 50 plipozo de H,SO. 2.5 N antes de que los testigos
negativos empezaron a virar. La densidad éptica se leyé a 490 nm utilizando un lector de ELISA
{Bio Rad).
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1V.6.b. Western Blot.

Esta técnica permite identificar proteinas antigénicas reconocidas por anticuerpos
{Malchiodi y cols., 1994).

IV.6.b.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se sometieron 150 pg de antigeno total de epimastigotes (cepa Que) a geles
preparativos de poliacrilamida al 12 % en condiciones reductoras, de acuerde con la técnica
descrita por Laemmli (1970). Se utilizé un sistema discontinuo de dos geles; el primer ge! por el
que past la muestra (gel superior) concentrd la muestra y el segundo (gel inferior) separé las
proteinas. La electroforesis se llevd a cabo en una camara para electroforesis Mini-Protean Il
(Bio-Rad) en presencia del amortiguador de electroforesis. Se aplicd una corriente de 200 volts
durante 45 minutos a temperatura ambiente (Apéndice F).

IV.6.b.2. Electrotransferencia.

Después de la eleciroforesis, !as proteinas del gel se transfirieron a pape! de
nilrocelulosa de 0.2 um de poro (Millipore), la transferencia se llevo a cabo ¢on una corriente
de 100 volts durante una hora (Apéndice G). Se cortaron tiras de nitroceiulosa de 0.3 mm las
cuales se bloquearan con 1 ml de leche descremada (Sveltes, Nestle®) al 10% a 37°C por 2h,
se lavaron tres veces con PBS-tween 0.1% durante 10 minutos cada uno de ellos, se incubaron
con los AcMc y AcP¢ puros diluidos 1:100 en PBS-tween 0.1%, 2h a temperatura ambiente en
agitacion continua. El suero de ratéon sano (control negativo) y el suero de ratén con infeccion
cronica {control positivo) se utilizaron a una dilucién de 1:500 mientras que los sueros de conejo
preinmune e hiperinmune que se usaron como controles se utilizaron a una dilucion 1:1000.
Después de los lavados, las tiras se incubaron con los conjugados unidos a peroxidasa anti-IgG
de ratén o anti-lgG de conejo correspondiente diluidos 1:2000 por 2 h a 37°C. Después de los
lavados la reaccion se reveld con el sustrato 3°3° diaminobencidina a una concentracién de 0.5

mg/m! en PBS y 0.6 pl/ml de H;0; al 30 %; se detuvo la reaccidon con agua destitada.
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IV. 7. Infeccion a ratones Balbc con T, cruzi

Para detectar antigenos circulantes en el modelo murino, se realizaron dos
expetimentos. En el primero se utilizaron 16 ratones de la cepa Balbe los cuales se dividieron
en 2 grupos con 8 ratones cada uno. Un grupo se utiizé para inocularios, por via
intraperitoneal, con 1 x 10° parasitos de la cepa JJO (grupo experimental) mientras que los
ratones del ctro grupo fueren inoculados con 200 pl de solucién de PBS (grupo control). En el
segundo experimento se utilizaron 5 ratones por cada grupo infectados de la misma manera
que en el primer experimento.

Se registr la parasitemia a partir del tercer dia de infeccién, determinando el dia en que
el nimero de parasitos fue mayor. Antes de infectar a los ratones, se sangraron delacolayse
colectd la sangre en un tubo eppendorf para obtener el suero control.

Cabe mencionar que para infectar a los ratones de ambos experimentos, se utilizaron
los parasitos provenientes de ratones de la cepa CD-1, los cuales estaban infectados con T.
cruzi de la cepa JO.

IV.7.a. Curva de Parasitemia.

En el primer experimento, a partir del cuarto dia de infeccidn, los ratones se sangraron
cada tercer dia y hasta el dia 39 en el que se sacrificaron. De la sangre cbtenida, se tomaron
10 yl, la cuat se agregé a 490 pl de solucién de Alsever con el fin de observar la cantidad de
parasitos en circulaciégn de cada uno de los ratones. De la dilucién 1:50 preparada con el
anticoagulante Alsever, se tomd una muestra de 10 ul y se colocé en una camara de
Neubauer. Se hizo el conteo de parasitos en un microscopio optico MICROSTAR IV (Reichert
Jung) con un aumento de 400X. El total de parasitos contados, este resultado se multiplicd por
o factor de dilucidn, obteniendo el valor total de parasitos por ml de sangre (Harlow y Lane,
1988).

En el segundo experimento, se colectd la sangre de los ratones diariamente a partir de!
primer dia de infeccion; al séptimo dia postinfeccion se sangraron cada tercer dia hasta el dia
86 en que se decidio terminar el experimento porque los ratones se encontraban en la fase

cronica de la infeccidn.
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IV.7.b. Obtencién de suero de ratones infectados con T, cruzi,

Se obtuvo el suero de los ratones tanto del grupo control como del grupo experimental
los mismos dias en que se determind la curva de parasitemia. A todos los ratones se les sangro
de Ia cola y se hizo una mezcla de cada grupo. La sangre del grupo experimental y control se
colectt en tubos ependorf. La sangre se centrifugd a 300 g durante 10 minutos y el suero se
guardé a —20°C hasta su uso.

IV.8. Obtencion de plasma de ratones con infeccion aguda.

En el laboratorio se ha establecido y mantenido la infeccién de T. cruzi en ratones
hembras de la cepa CD-1, a los que se les inocula intraperitonealmente 5x10° parésitos. Para
sangrar a [os ratones se anestesiaron con éter (BAKER) y a parlir de! plexo axilar derecho se
obtuvo !a sangre con parasitos. Inmediatamente los ratones se sacrificaron por dislocacién
cerebral. Se realizd periddicamente este mismo procedimiento de acuerdo al comportamiento
de las diferentes cepas de T. cruzi (Caballero, 1996). Para obtener el plasma de los ratones
infectados, se colectd la sangre con heparina a 20 unidades/ml. Se centrifugd inmediatamente
a 300 g durante 10 minutos. Se separé el plasma y se centrifugd nuevamente 500 g 15 minutos
para eliminar los posibles tripomastigotes. L.os plasmas se guardaron a -20°C hasta su uso.

IV.9. Estandarizacion del ELISA para la captura de antigeno.

Las placas para ELISA (Costar) se sensibilizaron con 100 yl de AcMc y/o AcPc a
diferentes concentraciones y por duplicade en un amortiguador de carbonatos pH 9.6, se
incubaron a 37° C durante 2h. Después de cada incubacion, los pozos se lavaron tres veces
con 200 pl de PBS tween al 0.05% durante 5 minutos en cada ocasién. Se bloguearon con 200
plipozo de gelatina al 0.5% en PBS a 37° C por 1h. Se colocaron 100 pl/pozo de extracto lotal
de epimastigotes (cepa Que) a diferentes concentraciones de tal manera que reaccienaran con
los AcMc y/o AcPc. Se incubaron la placas toda 1a noche a 4°C. Se colocaron 100 pl/pozo del
AcMc y/o AcPc marcados con biotina a diferentes diluciones en PBS-tween 20 al 0.05% durante
2h a 37°C. Después se agregaron 100 pl de un conjugado estreptoavidina peroxidasa diluido
1:2000 en PBS-tween 0.05% por pozo y la placa se incubd 2 h a 37°C. Por dltimo, se revelé la
reaccion con 4 pg del sustrato p-ortofenildiamina que fue disuelto en 10 ml del amortiguador
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citrato-fosfato pH 5 y 4 pl de peréxido de hidrogeno. Se detuvo la reaccién con H,80, 2.5 Ny
se determind la densidad dptica en un lector de ELISA (Bio-Rad) a 480 nm.

Una de las combinaciones que se utilizaron para estandarizar ei ELISA de captura fue
en la que se sensibllizaron las placas con diferentes concentraciones de inmunoglobulinas de
conejo que son las que capturan al antigeno, después se agregaron diferentes concentraciones
de extracto de epimastigotes, luego se agregd el AcMc B106E a diferentes concentraciones, se
utilizé el conjugado anti-lgG de ratén diluido 1:2000. Se reveld la reaccién con el mismo
sustrato que se menciond anteriormente. Otra combinacion fue sensibilizar las placas con el
AcMc utilizando las diferentes concentraciones que se usaron en los anteriores ensayos asi
como diferentes concentraciones de antigeno y de inmunogobulinas de conejo. Una vez
encontradas las concentraciones oéptimas para capturar extracto total de epimastigotes se
procedit a probar los plasmas y sueros de ratones infectados y de ratones no infectados a
diferentes diluciones.

La figura 5 muestra el esquema generat del ELISA para la deteccion de antigenos
circulantes que se llevo a cabo para la estandarizacion y evaluacion del ensayo con antigeno
total y con sueros y plasmas de los ratones infectados.

Estreptoavidina-peroxidasa

Biotina

/\ AcMc 6 AcPe anti- T, cruzi

~

extracto total de T.cruzi

AcMc o AcPc anti-T. cruz
/ {Anticverpo de captura)

Figura 5. Esquema del ELISA para la deteccion de antigenos circulantes de T cruzi.

36



IV.10. Analisis estadistico.

Se realizd el analisis estadistico de los resultados mediante analisis de varianza con el fin
de determinar si existlan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales y el grupo control.
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V. RESULTADOS

V.1. Purificacién de ios anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos
contra T. cruzi.

V.1.a. Purificacion de B106E

La curva de purificacion del AcMc B108E por cromatografia de afinidad con proteina A,
se muestra en la figura 6: e! anticuerpo fue eluido con glicina a pH acido. Se recuperd en
promedio una concentracion total de 1.3 mg del anticuerpo por cada 150 ml de sobrenadante
de cultivo de hibridomas aplicado a la columna. Se realizaron varias purificaciones del
sobrenadante del cultivo celular con el fin de obtener la cantidad requerida para marcar una
parte de ellos con biotina y otra para utilizarlos en los ensayos de captura en el ELISA. En

todas las purificaciones se obtuvo una curva similar a la que se muestra en la figura 6.

Densidad optica 280 nm

5 [ 7 8 9 10
Fracciones eldidas

Figura 6. Purificacién del AcMc BIO6E por columna de proteina A. El sobrenadante de
cultivo de los hibridomas (150 ml) se aplicd a la columna de proteina A. La [gG se eluyd con glicina 0.2

M pH 2.8. El pico corresponde a la fraccion 2 donde se obtuvo la mayor concentracion del anticuerpo
BI06E.
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V.1. b. Analisis del AcMc B106E.

Para determinar el grade de pureza de las inmunoglobulinas, las fracciones obtenidas
de la columna (10 P} se analizaron en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
reductoras. Al tefiir el gel con azul de Coomasie se observaron las cadenas pesadas de 50 kDa
y ligeras de 25 kDa que corresponden a las subunidades esperadas para inmunoglcbulinas de
isotipo IgG (figura 7, carriles C y D que corresponden a las fracciones 2 y 3 respectivamente
de la figura 6). Para verificar que estas inmuncglobulinas puras seguian reconociendo a los
antigenos del parasite después del proceso de purificacién, se realizé un Western Blot en
donde se utilizaron 10 ul de las fracciones obtenidas de la purificacion. Se observé que el
anticuerpo monoclonal B106E purc anti-T. ¢ruzi mantuvo la misma actividad de reconocimiento
a antigenos de epimastigotes {cepa Que) que presentaba antes de la purificacién (figura 8 B).
Como controles, se utilizaron dos sueros, uno de ratén infectado (figura 8 J) y otro de ratén no
infectado ({figura 8 K} diluidos 1:500. El antigeno reconocido por el AcMc B106E fue de un peso
molecular superior a los 100 kDa.

ki
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Figura 7 Anilisis del AcMc B106E puro. Gel de acrilamida al 12% en condiciones reductoras.
A, sobrenadante de cultivo de hibridomas antes de la purificacion; B-H, fracciones obtenidas de la
purificacion; i, sobrenadante después de haber pasado por la columna de afinidad.
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Figura 8. Andlisis del reconocimiento antigénico del AcMc B106E puro por Western Blot.
Extracto total de epimastigotes (cepa Que) se separ6 en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
reductoras, posteriormente se transfirié a papel de nitrocelulosa y se incubé con: B, sobrenadante antes de
purificar; C-H, fracciones de la 1 ala 6 eluidas de la columna; 1, sobrenadante después de purificar; J,
control positivo (suero de ratén en fase crénica de la enfermedad 1:500); K, control negativo (suero de
ratén sano 1:500); A extracto total usadc como antigeno, tefiido con negro amido.

V.1.c. Purificacién del AcMc F14B.

La curva de elucion obtenida de la purificacion del AcMc F14B por la columna de
proteina anti-igM de ratén, se muestra en la figura 9; se recuperaron en promedio. 0.3 mg
totales de anticuerpos por cada 200 mi de sobrenadante del cultivo de hibridomas y 0.4 mg de
2 ml de liquido de ascitis aplicado a la columna. La fraccién con mayor concentracion de
anticuerpo fue ia 2. En las fracciones 1, 3, 4 y 5 también se eluyé anticuerpo solo que en menor
concentracion, La figura 9 muestra solo la purificacién a partir del liquido de ascitis. El
rendimiento de la purificaciéon de este anticuerpo resultd baja, posiblemente porque los
hibridomas produjeron pocos anticuerpos y por lo tanto en el sobrenadante de los cultivos
celulares los anticuerpos no estaban en alta concentracién. Debido a que el anticuerpo de las
fracciones obtenidas de las purificaciones estuvieron muy diluidas, se concentraron las

fracciones 1, 2,3, y 4 y se mezclaron para obtener una concentraciéon de 2mg/mi.
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Figura 9. Purificacién del AcMc F14B por columna de afiridad. 2 m] de liquido de ascitis se
aplicaron a la columna, esta se lavé con PB pH 7.2 y el AcMc pegado a la celumna se eluyd con glicina
pH 2.4, se colectaron 10 fracciones que se muestran en la figura.

V.1.d Andlisis del AcMc F14B puro.

Para determinar el grado de pureza de los anticuerpos IgM, se semetieron cada una de
las fracciones colectadas antes de concentrar a geles de acrilamida al 12% en condiciones
reductoras. En la figura 10, se observan las cadenas pesadas de 75 kDa vy ligeras de 25 kDa
que corresponden a las subunidades de inmuncglobulinas de isotipo IgM (carril C ). Para
verificar que estos seguian reconociendo a los antigenos del parasito después del proceso de
purificacion, se realizaron Western Blot donde se utilizaron 10 pt de cada una de las fracciones
obtenidas. Se observé que estos anticuerpos mantuvieron la misma actividad de
reconocimiento a antigenos de epimastigotes {cepa Que) que presentaban antes de la
purificacion (figura 11 B). Como controles se utilizaron un suero de ratdn en fase cronica de la
enfermedad (figura 11 J} y uneo de raton sano (figura 11 K) diluidos 1:500. Los antigenos
reconocidos por este AcMe se localizaron en el area de 35-40 kDa y en 70 kDa del extracto de
epimastigotes.
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Figura 10. Andlisis del AcMc F14B puro. Gel de acrilamida al 12% en condiciones reductoras.
A, sobrenadante del cultivo de hibridomas antes de purificar; B-H, fracciones eluidas durante la
purificacion correspondientes a las fracciones 1-7 de la figura 9; I, sobrenadante después de purificar.
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Anslisis del reconocimiento antigénico del AcMc F14B puro por Western Blot.
Extracto total de epimastigotes (cepa Que) se separ6 en geles de acrilamida al 12 % en condiciones
reductoras, se transfirié a papel de nitrocelulosa, se corté en tiras y se incubaron con: B, sobrenadante
antes de purificar; C-I, fracciones obtenidas de la columna; J, control positivo (suerc de ratén en fase
crémica de la enfermedad); K, control negativo (suero de ratén sano), ambos diluidos 1:500; A extracto

total usado como antigeno tefiido con negro amido.

Figura 11.
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V.l.e. Purificacidn de anticuerpos policlonales de conejo.

La curva de purificacion de las inmunoglobulinas anti-T. cruzi de conejo por la columna
de proteina A, se muestra en la figura 12. De 2 m! de suero se purificaron aproximadamente 4
mg de IgGs de conejo.

35
3
2,5 4
2
1.5 4

14

Densidad 6ptica 280 mn

0.5 4

0 T T >—
1 2 3 4 5 6
Fracciones eluidas

Figura 12. Purificaciéon de IgGs de conejo por columna de proteina A. 2ml de suero de conejo
hiperinmune se aplicé a la columna de proteina A, las IgGs se eluyeron con glicina 0.2 M pH 2.8. La
mayor concentracion de anticuerpo se obtuvo en la fraccién 2 y en menor concentracion en las fracciones
ly3.

V.Lf. Analisis de ios anticuerpos peliclonales de conejo.

Para determinar la pureza de las inmunoglobulinas de conejo, las fracciones obtenidas
se sometieron a geles de poliacrilamida at 12% en condiciones reductoras. Se observan las
cadenas pesadas y ligeras que componen a las inmunoglobulinas 19G (figura 13 C) que
coinciden con la densidade optica mas alta obtenida en la curva de la figura 12 (fraccion 2).
Para verificar que las inmunoglobulinas puras seguian reconociendo a los antigenos del
parasito después del proceso de purificacion, se realizé un Western Blot. Se observd que los
anticuerpos puros mantuvieron el mismo patrén de reconocimiento a los antigenos que
presentaban antes de la purificacién (figura 14 B, C y D). Los antigenos reconocidos por estas
inmunoglobulinas reconocieron proteinas de diferentes pesos moleculares desde > 104 kDa

hasta antigenos de ~ 19 kDa.
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Figura 13. Analisis de IgGs de conejo puras. Gel de acrilamida al 12 % en condiciones
reductoras tefiido con azul de Coomasie. A, suero de conejo hiperinmune antes de purificar, B-F, las
fracciones obtenidas de la purificacién; G, suero de conejo después de haber pasado por la columna de
afinidad.
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Figura 14, Analisis del reconocimiento antigénico de IgGs de conejo puras por Western blot.
Extracto total de epimastigotes (cepa Que) se separé en geles de acrilamida al 12% en condiciones
reductoras, se transfirié a papel de nitrocelulosa, y se incubaron con: A, suero de congjo hiperinmune
anti-T. eruzi diluido 1:1000 antes de purificar; B-F, fracciones obtenidas de la purificacion; G suero
después de haber pasado por columna de afinidad diluido 1:1000.




V.2. Estandarizacién del ELISA de captura de antigenos.

Para la estandarizacion del ELISA, modalidad doble captura, se utilizaron diferentes
concentraciones tanto del anticuerpo de captura como de los diferentes anticuerpos marcados
con biotina para detectar 1 0 2 pg de antigeno total de epimastigotes de la cepa Querétaro (que
caorresponden a las figuras negras de las graficas), las densidades épticas obtenidas en estas
condiciones, se compararon con las de los pozos donde no se agregd antigeno (figuras
blancas). Las diferentes combinaciones de anticuerpos monoclonales y policionales utilizados
en el ELISA se describen en los siguientes apartados.

V.2.a. Combinacién con el AcPc de conejo (anticuerpo de captura) y ef AcPc de conejo

biotinilado (anticuerpo de revelado).

Una de las combinaciones del ELISA de captura de antigenos fue aquella en donde se
utilizaron a diferentes concentraciones las lgGs de conejo (AcPc) como anticuerpos de captura
y diferentes diluciones de IgGs anti-T. cruzi de conejo biotiniladas (AcPc biot) con la finalidad de
encontrar la concentracion optima de anticuerpos para detectar 2 ug de antigeno total (figura
15). Se observaron diferencias entre la densidad optica con 2 ug de antigenec y la obtenida en
los pozos donde no se agregd antigeno tanto en las diferentes concentraciones de anticuerpo
de captura como de las diluciones del anticuerpo de revelado, encontrandose la mayor
diferencia (1.86 veces) cuando se utilizaron las 1gGs a una concentracion de 2.5 pa/pozo y del
anticuerpo biotinilade a una dilucién 1:20.
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Figura 15. ELISA de doble captura para Ia deteccién de antigeno total de T, cruzi (AcPe-
AcPc biotinilade). Se utilizaron diferentes concentraciones del AcPc de conejo de captura -gje de
abscisas- y diluciones del AcPc biotinilado de conejo como revelado —recuadro derecho- para detectar 2
ug de antigeno total (figuras negras) y sin antigeno (figuras blancas).

V.2.b. Combinacion con IgGs de conejo (anticuerpo de captura) y B106E (anticuerpo de

revetado).

En este ELISA se agregaron diferentes concentraciones de IgGs de congjo como
anticuerpos de captura y del AcMc B106E como anticuerpos de revelado para detectar 2 ug de
antigeno total de T. cruzi. Con esta combinacion, se observo la mayor diiferencia {1.7 veces)
con 5 g de AcPc de conejo y 2.5 pg de B106E. Esta diferencia también se observé con las
otras combinaciones de anticuerpos (figura 16). En esta combinacidn del ELISA, las
densidades épticas obtenidas fueron muy bajas, menores a 0.3, a pesar haber dejado por mas

de 20 minutos la reaccion.
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Figura 16. ELISA de doble captura para la deteccién de antigeno total (AcPc conejo- AcMc
BLOGE). Se utilizaron diferentes concentraciones de AcPc de conejo como anticuerpo de captura -¢je de
abcisas- y de anticuerpo B106E como revelado —recuadro derecho- para detectar 2 ug de antigeno total de
T cruzi —figuras nepras- y sin antigeno —figuras blancas-. La gréfica representa el promedio de 2
experimentos independientes.

V.2.c.Combinacién con F14B (anticuerpo de captura) y FI4B biotinilado (anticuerpo de

revelado).

En este ensayo se utilizaron diferentes concentraciones del anticuerpo de captura (FI4B)
y este mismo marcado con biotina como anticuerpo de revelado a diferentes diluciones para
detectar 2 yg de antigeno. Las densidades opticas obtenidas se compararon con los valores
donde no se agrego antigeno. Se observé que la mejor diferencia fue de 1.47 veces con 1 ug
del AcMc F14B como anticuerpo de captura y e} AcMc F14B biotinilado a una dilucion 1:50
(figura 17).
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Figura 17. ELISA de doble capiura para la deteccidn de antigeno total (AcMc F14B- AcMc
F14B biotinilado). Se utilizaron diferentes concentraciones de anticuerpo F14B de captura -gje de
abcisas- y de anticuerpo FI4B biotinilado como revelado —recuadro derecho- para detectar 2 pg de
antigeno total de T cruzi —figuras negras- y sin antigeno —figuras blancas-. La grifica representa el
promedio de 2 experimentos independientes.

V.2.d. Combinacién con FI4B (anticuerpo de captura) y B106E biotinilado {(anticuerpo de
revelado).

Se utilizaron diferentes concentraciones del AcMc Fl4B y diferentes diluciones de!
anticuerpo de revelado (B106E biot) para detectar 2 pg de antigeno total. En la figura 18 se
observa que los valores en la densidad &ptica van aumentando de acuerdo a la concentracion
de anticuerpo de captura y de la dilucion del anticuerpo de revelado. Se observd la mejor
diferencia, de 1.6 veces, con 2 ug de anticuerpo de captura y la dilucién 1:2000 de B106E.
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Figura 18. ELISA de doble captura para la deteccion de antigeno total de T. cruzi (AcMe
F14B-B106E biotinilado) Se utilizaron diferentes concentraciones de anticuerpo F14B de captura —¢je
de abscisa- y diluciones del anticuerpo de revetado B106E biotinilado —recuadro derecho- para detectar 2
g de antigeno (figuras negras) y sin antigeno (figuras blancas).

V.2,e. Combinacién con B106E (anticuerpo de captura) y AcPc de conejo {anticuerpo de
revelado).

Se realizaron 2 experimentos independientes de ELISA, modalidad doble captura, para
la deteccién de 1 pg de antigeno total de 7. cruzi. Para escoger la concentracién optima de
8106E unido a la placa y de AcPc de conejo, sin biotinilar, se probaron diferentes
concentraciones de ambos anticuerpos. Se observé la mayor diferencia de 1.96 veces, con 0.6
ug de B106E y 1.25 g de AcPc de conejo (figura 19). Una diferencia similar de 1.8 se obtuvo
con 1.25 ug de B106E y 1.25 pg del AcPc. Con las otras combinaciones de concentraciones de
anticuerpos, las diferencias fueron menores.,
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Figura 19. ELISA de doble captura para Ia deteccién de antigeno total (AcMc BLOGE -
AcPc de conejo). Se utilizaron diferentes concentraciones de anticuerpo BIOGE de captura (eje de
abscisas) y de 1gGs de conejo como anticuerpo de revelado (recuadro derccho) para detectar Ipg de
antigeno -figuras negras- y sin antigeno (figuras blancas). La reaccion se revelé con un anticuerpo anti-
IgG de conejo unido a peroxidasa. Experimento representativo.

V.2f. Combinacién con B106E (anticuerpo de captura) y FI4B biotinilado (anticuerpo de
revelado).

En esta comkinacion del ELISA se utilizé el anticuerpo de captura B10BE a diferentes
concentraciones, asf como fas diluciones del anticuerpo de revelado F14B biotinilado para
detectar 2 g de antigeno. En la figura 20 se observa un aumento en la densidad éptica a
medida que aumenta la concentracion de anticuerpo de captura y de las diferentes diluciones
del anticuerpo de revelado. Se observd una mayor diferencia (1.8 veces) en los valores de
densidad optica con 1 pg de anticuerpo de captura y una dilucién 1:100 del anticuerpo de
revelado aunque los valores de |a densidad éptica fueron menores a 0.3.
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Figura 20 ELISA de doble captura para la deteccién de antigeno total (AcMc B106E —
AcMc F14B biotinilado) Se utilizaron diferentes concentraciones de anticuerpo de captura B106E
(abscisas) y de diluciones del anticuerpo de revelado, Fi4B biotinilado (recuadro derecho) para detectar 2
ug de antigeno total —figuras negras — y sin antigeno —figuras blancas-.

V.2.g. Combinacién con B106E (anticuerpo de captura) y B106E biotinilado (anticuerpo

de revelado).

Para conocer la concentracion 6ptima de anticuerpo monocional de captura y del
anticuerpo marcado con biotina en ELISA, se variaron las concentraciones de anticuerpo de
captura y las diluciones del anticuerpo de revelado para detectar 1ug de antigeno. La figura 21
muestra que la mejor concentracién de anticuerpo de captura esta entre 0.62 Hgyi25 gy
con la dilucion 1:2000 del anticuerpo de revelado (14.6 veces), aunque con las otras
combinaciones también se observé una clara diferencia en la deteccion de 11g de antigeno
debido a que en los pozos donde no se agregd antigeno, las densidades opticas,
permanecieron practicamente en cero.
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Figura 21. ELISA de doble captura para la deteccién de antigeno total (AcMc BI106E-
B106E biotinilado). La estandarizacién del ELISA consistid en utilizar diferentes concentraciones de
anticuerpo de captura B10GE -abscisas- y de anticuerpo de revelado, BIOGE biotinilado (recuadro
derecho) para detectar 1 pg de antigeno —figuras negras- y sin antigeno —figuras blancas-.

V.2.h. Combinacién con la mezcla de F14B y BIOSE (anticuerpos de captura) y FI4B vy
B106E biotinilados {(anticuerpos de revelado).

Para la estandarizacién del ELISA, se utilizd una concentracion de 5Sug/ml de una
mezcla de anticuerpos con una proporcién de 2.5 ug por cada anticuerpo (F14B y B106E). Se
mantuve constante la concentracion de anticuerpos de captura. Se variaron las
concentraciones de antigeno total y las diluciones de la mezcla de anticuerpos biotinilados. Se
observd que los valores de densidad dptica van aumentando de acuerdo a la dilucién de la

mezcla de anticuerpos y de la concentracion de antigeno tota! (figura 22).
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Figura 22. ELISA de doble captura para la deteccién de antigeno total de T. cruzi (mezcla
de B106E y F14B). En el ELISA se utiliz6 una concentracién de Spg/ml de la mezcla de anticuerpos de
captura, se variaron las concentraciones de antigeno total (abscisas) y las diluciones de los anticuerpos de
revelado (recuadro derecha).

La tabla 5 muestra un resimen de las combinaciones de anticuerpos utilizadas para ia
estandarizacion del ELISA, |a cual proporciona informacion de las concentraciones optimas de
los anticuerpos de caplura y de revelado para detectar 1 0 2 ug de antigeno fotal de 7. cruzi.

Tabla 5. Estandarizacién del ELISA de doble captura para detectar antigeno de T. cruzi.

Anticuerpo de Anticuerpo de revelado | Concentracién| Diferencia®
captura de antigeno
2.5 pg AcPc 1:20 AcPc biot 2 1.96
5 pg AcPc 2.5 pg AcMc B106E 2 1.7
1 pg AcMc F14B 1:50 AcMc F14B biot 2 1.47
1 g AcMc F14B 1:1000 AcMc B106E 2 16
0.6 g B106E 1.25 pg AcPc 1 1.96
1.25 pg AcMic B106GE 1:2000 AcMc B106E biot 1 14.6
1 pug AcMc B106E 1:100 AcMc F14B biot 2 1.6
5 pg/ml mezcla 1:100 F14B1:2000 B106E 1 3
B106E y F14B

* niimero de veces que ta densidad optica aumentd cuando se utilizé antigeno comparado con los
poz0s que no tenian antigeno.



V. 3. Sensibilidad del ELISA con algunas combinaciones de anticuerpos.

Para conocer la sensibilidad del ensayo de captura, se variaron las concentraciones de!
antigeno total (2, 1, 0.5, 0.25 y 0 pg/pozo) y del AcPc de conejo (5, 2.5, 1.25, 0.6, 0.3y 0
Hg/pozo), como anticuerpo de revelade. Se mantuvo constante la concentracion del AcMc
B106E como anticuerpo de captura a una concentracién de 1pglpozo. En la figura 23 se
observa gue tanto en presencia como en ausencia de antigeno va aumentando la lectura de la
densidad Optica respecto a la concentracion del AcPc de conejo, lo que indica un
reconocimiento del AcPc de conejo por el AcMc B108E. Debido a que la diferencia observada

con diferentes concentraciones de antigeno fue pequefia, se decidié no utilizar esta
combinacion.
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Figura 23. Sensibilidad del ELISA doble captura con B106E y AcPc de conejo. Se utilizé una
concentracién de 10 pg/ml del anticuerpo de captura (B106E) y diferentes concentraciones del anticuerpo
de revelado (AcPc de conejo) —eje de abscisas-. Para conocer la sensibilidad del ensayo se agregaron
diferentes concentraciones de antigeno total de epimastigotes —recuadro derecho- .
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Una de las mejores combinaciones de anticuerpes para la deteccién de 1pg de antigeno
fue la que utilizé el AcMc B106E y este mismo marcado con biotina por lo que se procedié a
conocer [a sensibilidad del ensayo y para ello se variaron las concentraciones del antigeno. La
figura 24 muestra la sensibilidad del ensayo, donde se utilizaron diferentes concentraciones de
anticuerpo de captura y se mantuvo constante la dilucién 1:2000 del anticuerpo de revelado. Se
obsarvd que a medida que aumenta la concentracién de antigeno aumenta la densidad optica
por lo que en este ELISA se detect6 hasta 0. 3 pg de antigeno total.
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Figura 24. Sensibilidad de! ELISA de captura para la deteccién de antigenos con AcMc B106E y este
mismo marcado con biotina. Para conocer la sensibilidad del ELISA, se utilizaron diferentes concentraciones de

extracto total y del anticuerpo de captura. Se mantuvo constante la dilucion 1:2000 del anticuerpo de revelado
(BIOGE biat).
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V.4. Especificidad del ELISA con el anticuerpo monoclonal B106E.

La especificidad del ensayo de captura de antigenos, con B108E a 1pglpozo como
anticuerpo de captura y este mismo marcado con biotina diluido 1:2000 como anticuerpo de
revelado, se evalud utilizando diferentes concentraciones de extractos de otros
microorganismos. La figura 25 muestra la especificidad del ensayo, se observd que el ELISA
fue negativo, al utilizar diferentes concentraciones de extractos de otros parasitos, incluso ef de
Leishmania sp que pertenece a la misma familia que T, cruzi. Ademas, en este ensayo se pudo
detectar hasta 0.125 ug de antigeno de T. cruzi

16
1,4
—4&— Trypanosoma

E 1.2 cruzi
o —— Leishmania sp
(=]
<+ 1
2 —A— Fluido vestcular de
B 081 cisticerco
o —»— Entamoeba
5 06 Histolytica
g —e— Mycobacterium
& 04 - tuberculosis

0,2 1

- -

0 0,125 0,25 0.5 1 2
Concentracitn de antigeno total pg/pozo

Figura 25. Especificidad del ELISA de captura de antigenos de por el AcMc BIOGE. Se utilizaron
diferentes concentraciones de extracto total de ¢ T. cruzi MLieishmania sp. % Entamoeba hystolitica,
* Mycobacterium tuberculosis y A fluido vesicular de cisticerco de Taenia crassiceps.
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V. 5. Deteccidon de antigenos en e! suero de ratones infectados con T, cruzi.

Con el ELISA de doble captura estandarizads utilizando la combinacion B106E a una
concentracion de 1pg/pozo de anticuerpo de captura y de B106E biotinilado diluido 1:2000
como anticuerpo de revelado, se procedié a la deteccion de antigenos circulantes en suero de
ratones infectados. Para obtener el suero se realizaron dos experimentos, en el primero se
infectaron 8 ratones y en e! segundo experimento 5 ratones, con 1x10° parasitos de la cepa
mexicana JJO.

En el primer experimento se colecté la sangre de los ratones cada tercer dia. Se contd
cada vez en el microscopio la cantidad de tripomastigotes circulantes/m| en cada ratdn, la
sangre de los ratones de cada grupo se mezcld y se obtuvo el suero. El ELISA para la
deteccién de antigenos en el suero de los ratones infectados consislié en agregar 1ug/pozo de
anticuerpo de captura (AcMc B106E) y una dilucién 1:2000 del anticuerpo de revelado {AcMc
B106E Dbictinitado). Las graficas de la figura 26 muestran los resultados obtenidos de este
experimento donde se observa que las diluciones del suero de ratén 1:25 y 1:50 fueron en las
que se pudieron detectar los antigenos a partir del dia 14, dia en que empezd a aumentar la
carga parasitaria {figura 26, A y B) mientras que con la dilucion 1:100, fas diferencias con
respecto al grupo control variaron a partir del dia 21 de infeccién y hasta el dia 30 {figura 26 C).
En el segundo experimento, la parasitemia se siguid hasta la fase crénica de la enfermedad, en
las graficas de la figura 27 se observa que se detectaron antigenos en el suero de los ratones
en dos diluciones (1:50 y 1:100)a partir del dia 17 y hasta el dia 24 de 1a infeccion, lo que
corresponde a [a maxima parasitemia observada en la sangre de los ratones por microscopia,
el ensayo no detecta antigenos en circulacion los dias 26, 28 y 31, mientras que en los en los
dias 33, 35, 38, 40, 52 y 66 también se detectaron antigenos circulantes ya que se observg una
diferencia mayor entre los dos grupos de ratones con respecto a fa diferencia encontrada en los
dias 17,19, 21 y 24 con las diluciones 1:50 y 1:100, lo que indicaria que el antigeno recenocido
por el AcMc B106E, estd siendo secretado en mayor concentracién en la fase cronica de la
enfermedad en el modelo murino
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Figura 27. Deteccién de antigenos en el suero de ratones infectados con la cepa JJO por el
AcMc BI06E. Primer experimento. Las grificas muestran los valores de densidad optica del grupo
experimenta! M y el de ratones controles [3. Ademas se grafico la curva de parasitemia en los mismos
ratones infectados . En la grifica A los sueros de los ratones se utilizaron a una dilucién 1:25. En la
grafica B 1:50. En la grafica C, 1:100.
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Figura 27. Deteccion de antigenos en el suero de ratones infectados con la cepa JJO por ¢l
AcMc BIOGE. Segundo experimento. La grifica muestra los valores de densidad éptica del grupo
experimental ® y el grupo control 0. Ademés se graficd la curva de parasitemia en los mismos ratones
infectados €. En la grafica A los sueros fueron diluidos 1:25. En la B 1:50. En C 1:100.
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Con el fin de saber si los antigenos detectados por B106E en el ensayo de captura de
antigenos dependia de la cepa y la cantidad de tripomastigotes circulantes en e! hospedero, se
decidio repetir el ensayo anterior con sueros de ratones infectados con la cepa Ninoa, que a
diferencia de JJO, tiene bajos niveles de parasitemia y no es virulenta. Igual que en los
experimentos mostrados en las figuras 26 y 27 se colectd [a sangre y se obtuvo el suero de
ratones a los diferentes dias de infeccion, se evaluaron en el ELISA de captura y se
compararon con los sueros obtenidos de los ratones infectados con la cepa JJO los cuales se
utilizaron a una dilucién 1:100. La grafica A de la figura 28 muestra los sueros de los ratones
infectados con la cepa Ninoa, donde no se observd diferencia entre el grupo de sueros de
ratones infectados y el grupo de sueros controles. La grafica B de la figura 28, muestra los
sueros de los ratones infectados con la cepa JJO donde se observd diferencia respecto a tos
sueros de los ratones sanos a partir del dia 10 de infeccién manteniéndose esta diferencia

hasta e! dia en que se sacrificaron a los ratones.
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Figura 28. ELISA para la deteccién de antigenos en cl suero de ratones infectados por el

AcMc BLOGE. Se realizd una comparacion entre sueros de ratones infectados con la cepa Ninoa A ¥
sueros de ratones infectados con JJO B diluidos 1:100,
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V.6. Deteccion de antigenos en el plasma de ratones infectados con 7. cruzi.

Para evaluar el ensayo de captura de antigenos utilizando B106E, se sometieron al
ensayo plasmas de ratones infectados con diferentes cepas de T. cruzi. Antes de sacrificar a
los ratones se obtuvo la sangre a la que se le agregd heparina. Para evaluar el ELISA y
conocer la dilucidn en que se detectan antigenos circulantes, se sometieron 38 plasmas de
ratones infectados, 17 de ratones sanos y 6 plasmas de ratones infectados con Leishmania sp
con el fin de conocer si existe reaccién cruzada a pesar de que en la estandarizacién no se
habia encontrado reaccién cruzada con este organismo. Los plasmas se utilizaron a tres
diferentes diluciones 1:25, 1:50 y 1:100. En la figura 29 la grafica C, se muestra que la dilucion
1:100 fue la mejor ya que se detectaron antigenos en los ratones infectados. Se obtuvo el
promedio de los valores de las densidades Gpticas de los plasmas negativos y se sumaron dos
desviaciones estandar, el valor de corte fue 0.22. A esta dilucién; el 80% de los plasmas
analizados fue positivo. De los 6 plasmas de ratones infectades con Leishmania sp., 3
resultaron positivos en el ensayo de captura de antigenos de T. cruzi.

Ei apéndice H muestra los valores de |as densidades dpticas obtenidas de los plasmas
provenientes de ratones infectados con las diferentes cepas de T. cruzi, las cuales inducen
diferentes cargas parasitarias en los ratones. Los resultados del grupo experimental se
analizaron estadisticamente mediante ja prueba de andlisis de varianza. Con esta prueba se
encontrd que para las dilucicnes 1:25 y 1:50 no hubo diferencias significativas entre los grupos
experimentales y el grupo control (p<0.05}. para el caso de la dilucion 1:100, se encontraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo control (p>0.05). También
se determind que la sensibilidad de! ELISA para detectar antigenos circulantes no depende del
numero de parasitos en circulacién
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Figura 29. ELISA para !a captura de antigenos en el plasma de ratones infectados. Plasmas
de ratones infectados con diferentes cepas de T, cruzi se sometieron al ELISA de captura de antigenos. Se
utilizaron diferentes diluciones del plasma en A 1:25en B 1:50 y en C 1:100. La linea punteada dada por
el promedio de D. O. de los plasmas de los ratones normales mas dos desviaciones estindar determina el
punto de corte en este ensayo de captura, 4 plasmas de ratones infectados con 7. cruzi. ¢ plasmas de
ratones controles, * plasmas de ratones infectados con Leishmania sp.
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V.7. Deteccion de antigenos circulantes de T.cruzi en suero humano.

Dado que se encontré que el ELISA para la captura de antigenos utilizando el AcMc
B106E did buenos resultados en el case de la infeccion por T. cruzi en ratones. Se decidio
evaluar el ensayo en muestras humanas. Para ello, se utilizé el ELISA ya estandarizado. Se
analizaron 24 sueros de individuos mexicanos con doble serclogia positiva (ELISA y Western
blot positivos) de los cuales 8 tenian hemocultivo positive. También se utilizaron 22 sueros de
individuos chagasicos brasilefios y 22 sueros de individuos negatives a la serotogia. En el
apendice |, se muestran los vaores de las densidades opticas, obtenidas de los sueros de
individuos chagasicos mexicanos (M) brasilefios (B) y del grupo control {C) al ser evaluados en
el ELISA de captura de antigenos.

Los resultados del ELISA de captura de antigenos se muestran en la figura 30 donde los
sueros se utilizaren en tres diferentes diluciones (1:10, 1:20 y 1:40) Se observo que el ELISA
no detecto antigenos en los sueros humanos ya que los valores de densidad éptica fueron muy
semejantes lanto en las muestras de pacientes chagdsicos como en las del grupo control. El
promedio de los controles negativos fue de 0.183 mientras que el de los chagasicos fue de
0.198 en la dilucion 1:10 no existiendo diferencias significativas entre estos valores. Los
promedios obtenidos en las diluciones 1:20 y 1:40 de los sueros de individuos chagasicos
fueron 1.6 y 1.6 respectivamente por lo que tampoco hubo diferencias significativas al ser
comparados con el grupo control.
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Figura 30. Deteccion de antigenos de 7. cruzi en sueros humanos. Se evaluaron sueros de
individuos mexicanos y brasilefios chagasicos (figuras negras )} y sueros de individuos controles (figuras
blancas) diluidos 1:10. 1:20 y 1:46.
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VI. DISCUSION

La comprobacidn de la infeccion por 7. cruzi constituye uno de los elementos
importantes para conocer con certeza la distribucién de la infeccidn y asi ayudar al control de la
fransmision del parasite por transfusién de sangre, transplantes de 6rganos y el monitoreo del
tratamiento quimioterapedtico. El diagnéstico parasitolégico de la enfermedad de Chagas en la
fase aguda se basa en la deteccitn de tripomastigotes por microscopia en muestras de sangre
fresca. En la fase crénica, se emplean técnicas serologicas, las cuales se basan en la
demostracién de anticuerpos especificos en el suero, que a pesar de ser sensibles presentan
reaccion cruzada con ofras infecciones parasitarias (OMS, 1991). Aunque los métodos
serologicos han sido utiles, la presencia de anticuerpos especificos no siempre esta relacionada
a una parasitosis activa, la cual puede ser puesta en evidencia directamente por ensayos que
detecten antigenos parasitarios. Los antigenos de secrecion de T, cruzi, productos de su
metabolismo son de gran importancia ya que su deteccion proporcionaria nuevas herramientas
para conocer la patologia provocada en el hospedero, explicar los posibles mecanismos que le
permiten al parasito in vivo evadir la accion de los anticuerpos y de las células sensibilizadas y
podria ser utilizada como una herramienta para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas
{Petray y cols., 1992).

Una caracteristica de 1as infecciones parasitarias es la presencia de una gran variedad
de antigenos en la circulacion de humanos y de otros hospederos infectados. En el caso de T.
cruzi, los antigenos han sido detectados tanto en fluidos humanos como en infecciones
experimentales (Corral y cols., 1988). En e! presente estudio, se estandarizo y evalud un
ELISA de doble captura para la deteccién de antigenos circulantes de T. cruzi utilizando dos
anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales dirigidos contra proteinas de un extracto
total de! parasito. Los resultados presentados en este trabajo mostraron que de las ocho
combinaciones de anticuerpos probadas, la mas sensible fue aquella donde se ulilizd el AcMe
B10BE como anticuerpo de captura y este mismo anticuerpo bictinilado como anticuerpo de
revelado. Con esta combinacion se detectd hasta 125 ng de antigeno total del parasito de la
cepa Querétaro. Esta concentracién es comparable a los ensayos de otros estudios donde han
reportado sensibilidades desde 200 ng (Freilij y cols., 1987) a 170 ng de proteina de un lisado
de T. cruzi (Araujo, 1982). Con el método DOT-IBA se detectaron picogramos de antigeno
disuelto en PBS o en medio de cultivo pero cuando se diluyé el antigeno en suero normal de
raton se detectaron 6 ng de antigeno (Corral y cols. , 1991},
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El trabajo de Corral y colaboradores en 1991, demostré una buena especificidad ya que
no hubo reconocimiento de lisados antigénicos de Toxoplasma gondii y Leishmania sp
utilizande un antisuero policlonal en DOT-(BA.

Los ensayos de estandarizacidn en este trabajo demostraren gue este anticuempe no
reconoce antigenos de Leishmania sp., fluido vesicular de cisticerco de Taenia crassiceps,
Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis ni de Entamoeba hystolitica por lo que fue
especifico para 7. cruzi. Esta especificidad de! anticuerpo ya habia sido reportada por Lépez
en 1999 quien demostré que el anticuerpo B106E no reconoce proteinas de ofros parasitos
pero si reacciona con un antigeno de aproximadamente 100 kDa de extractos de epimastigotes,
amastigotes y tripomastigotes haciéndolo muy interesante para estudiar la funcion del antigeno
reconocido por B106E en la interaccion hospedero-parasito.

En cuanto a la deteccion de antigenos circulantes del parasito en el suero de ratones
infectados, no se encontré una correlacién entre la presencia de antigenos y el nimero de
parasitos en la sangre ni con la densidad optica. Este hallazgo ha sido observado antes en
ratones con infeccion aguda cuando los parasitos aln no se observan por microscopia pera si
se detectaron antigenos circulantes en estos ratones (Moretti y cols., 1985).

En este trabajo, los plasmas de los ratones, se obtuvieron en la fase aguda de la
infeccion donde la parasitemia fue variable dependiendo de la cepa del parasito con que se
infectaron los ratones. Los resultados mostraron que el ELISA de captura utilizando el AcMc
B106E detecto antigenos en el 80% de los plasmas de los ratones infectados, en este aspecto
existen controversias en cuanto a la deteccidn de antigenos en el plasma de los organismos
infectados ya que el estudio realizado por Araujo en 1978, indicod la presencia de antigenos
circulantes en animales con alta parasitemia, no encontrando antigenos circulantes en el
plasma de los ratones con infeccidn cronica, por lo tanto no se descarté la posibilidad de que
los antigenos circulantes detectados no se estuvieran secretando continuamente in vivo.
También, Araujo en 1982, reportd que la deteccion de antigenos, por ELISA, no
necesariamente depende de la parasitemia ya que en su trabajo encontré antigenos circulantes
al tercer dia de infeccidn en ratones cuando la parasitemia es atin baja, mientras que, los
anticuerpos se detectaron al décimo dia.

Cuando el ELISA de captura de antigenos se probd con sueros de pacientes humanos
en fase crénica sintomatica y asintomatica de 1a enfermedad no se observo sensibifidad alguna
en comparacion con el 100 % obtenida at determinar 1a presencia de anticuerpos especificos
contra el parasito en las mismas mueslras con ensayos serologicos, De esta forma, los

resultados presentados en este trabajo indicaron que no fue posible detectar antigenos en
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estos sueros sugiere que la deteccion de antigenos de secrecién/excrecion del parasito en el
suero de estos individuos infectados parece ser un método complejo de diagndstico menos
confiable debido a varias posibles causas como la presencia de complejos antigeno-anticuerpo,
lo que puede causar una reduccion en la exposicién de fos determinantes antigénicos que
pudieran ser reconocidos por los anticuerpos especificos, dando como resultado la baja
sensibilidad del ELISA en el caso de los sueros humanos (Dierk y cols., 1998). En este aspecto
se ha reportado 1a presencia de antigenos en 5 de 32 muestras de individuos infectados
{Dzbenski, 1974). Esta baja sensibilidad pudiera deberse también a la variacién antigénica
dentro del hospedero, o a la falta de sensibilidad det ensayo. Ademds, las diferencias en el
hospedero en cuanto a la respuesta inmune ante el antigeno podrian ser importantes en su
liberacion a la sangre u otros fluidos (Gottlieb, 1977). El estudio reportado por Ouassi y
colaboradores en 1391 para la deteccion de anligenos de T. cruzi basado en el uso de!
anticuerpo monoclonal VB3/61, detectsé antigenas en un 84% de los sueros de pacientes en
fase aguda. La razén por ia que el epitapo sea reconacido por este anticuerpo puede deberse a
que e! mismo epitopo esta presente varias veces en la misma molécula o diferentes proteinas
del parasito. Otro de fos estudios realizados para detectar antigenos en el suero de pacientes
chagasicos cronicos fue el de Petray y cols en 1992, donde encontraron en un 58 % antigeno
libre y en un 62% complejos inmunes en su poblacion estudiada. La presencia de los complejos
inmunes en los fluidos organicos representa un problema para la determinacién de antigenos
ya que se ha sugerido que los anticuerpos utilizados en un ensayo de captura de antigenos
deben estar dirigidos contra antigenos que no sean inmunedominantes para el hospedero. Sin
embargo, es posible desarrollar un método de diagnostico sensible basado en ia deteccién de
antigenos circulantes de T. cruzi menos inmunogénicos que no formen complejos inmunes y
que se encuentren en mayor concentracién en el suero de los animales infectados con 7. cruzi

Con este sistema de diagnéstico se pueden encontrar falsos negativos debido a la
presencia de bajas cantidades de antigeno en la sangre periférica en diferentes tiempos de la
infeccién. Esto podria ocurrir porque durante la multiplicacion del parasito se producen bajos
niveles de antigenos estructurales debido a la escasa destruccion det parésito por la respuesta
inmune del hospedero (Dierk y cols., 1999).

Los aspectos a considerar en futuras investigaciones de deteccién antigénica son la
purificacién de antigenos circulantes de T. cruzi reconocidos por los anticuerpos monoclonales
presentes no solo en el plasma o suero sino en otros fluidos del cuerpo (por ejemplo Ia orina)
que indicaran una infeccién activa del parasito tanto para diagnosticar la infeccion como para

cuantificar su intensidad y determinar la prognosis. A este respecto existen evidencias de Ia
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presencia de antigenos solubles del parasitc en la orina de pacientes infectados cuyo
diagndstico ha resultado ser efectivo para llevar a cabo pruebas precisas para detectar la
infeccién en nifios con enfermedad de Chagas aguda vy congénita (Katzin y cols. , 1989;
Umezawa y cols. , 1993; Bertot y cols. , 1998). Por otro ado, se ha incrementado el interés por
los antigenos circulantes por su probable participacién en la induccién de la respuesta inmune
patogénica (Gruppi y cols., 1997) y ia evasién de la respuesta inmune.
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VII. CONCLUSIONES

El ELISA de doble captura mostro una alta sensibilidad ya que fue capaz de detectar
hasta 125 ng de antigeno de Trypanosoma cruzi,

El ELISA de doble captura fue especifico para T. cruzi debido a que el anticuerpo B106E
utilizado en este ensayo no reconocié antigeno total de otros parasitos como Leishmania sp,
fluido vesicular de Taenia Crassiceps, Mycobacterium tuberculosis, Entamoeba hystolitica y
Toxoplasma gondii.

El ELISA de captura utitizando el AcMc B106E detecta antigenos de T. cruzi en el
modelo experimental (ratones Balbc) ya que fue posible detectar antigenos en 80% de plasmas

de los ratones infectados con e} parasite y no hubo resuitados falsos positivos.

La deteccidn de antigenos por el ELISA en el suero de ratones infectados con T, cruzi
no correlaciona con la cantidad de parasitos circulantes.

L.a evaluacion del ensayo utilizando los sueros humanos resulté negativa posiblemente

debido a los bajos niveles de antigenos circulantes en las muestras probadas.

Se sugiere realizar este ELISA de doble captura utilizando otros fluidos como Ia orina y
el plasma y asi evaluar su efectividad en el diagnéstico de la enfermedad de Chagas.
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APENCICE A

El medio D-MEM (GIBCO) se encuentra disponible comercialmente. Para prepararlo, se
disuelve un sobre de 13.4 g y 3.7 g de NaCO, en menos de 1000 ml de agua bidestilada, se
ajusta el pH a 7.1-7.3 y se afora a 1000 ml. Después se filtra con una membrana de 0.22 p y s
deja a temperatura ambiente al menos un dia para la prueba de esterilidad. Al dia siguiente se
complementa con el porcentaje deseado de SFB (10%), glutamina, piruvato, vitaminas,
aminoacidos no-esenciales y antibidticos.

Antibiéticos. Da una proteccion basica contra la infeccidn por bacterias.

Para preparar 250 ml se agrega 1.5 g de penicilina (1000 unidades) y 2.5 g de
estreptomicina (1000 unidades) se disuelven en PBS, se filtra con una membrana de 0.22 p y
se guarda a —20°C. Se agrega 10 ml de la solucién a un litro de medio de cultive.

L-Glutamina 2 mM. Es un nutriente esencial.

Para preparar 100 ml de L-glutamina se mezclan 2.92 g de glutamina. La sclucidon se
filtra con una membrana de 0.22 p y se congela a —20°C. Se agregan 10 ml de la solucién a 4 |
de D-MEM.

De los aminoacidos no esenciales 10 mM (GIBCO), las vitaminas 100x (GIBCO) y

del piruvato de sodio 100 mM (SIGMA) se agregan 10 m! de cada uno al medio de cultivo.

Congelamiento de hibridomas.

Para congelar las células productoras de anticuerpos se prepara 50 ml de SFB
(GIBCOQ), el cual debe tener 10% de DMSOQO.

A 45 ml de SFB se le agrega 5 ml de DMSO.
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APENDICE B

Las soluciones empleadas para la purificacion de B10G6E son las siguientes:

Amortiguador de fosfatos 0.14 M pH 8 (PB).
Se utiliza para lavar la columna de proteina A
Se prepara a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbach donde
pH=pl, +log acido/base
Para preparar un litro de amortiguador se pesan 17.03 g (Na;HPO,) vy 2.75 g (NaH, PO,
*H; O).

Glicina 0.2 M pH 2.8,
La glicina se utilizé para despegar a Ios anticuerpos unidos a la columna de proteina A,
Se pesan 2.75 g de glicina para preparar 250 ml. Se ajusta el pH con HC! concentrado.

Tris1MpHS8

Esta solucién se utilizé para neutralizar el pH de la glicina

Se utilizo la ecuacion de Henderson-Hasselbach para preparar 250 ml de solucién, se
pesaron 22.2 g de tris-base y 13.25 g de tris-HCI.

PB al 0.02% de azida de sodio.

Se utilizé para guardar Ja columna a 4°C y evitar alguna contaminacion.
A 100 ml de PB se le agrega 0.02 g de azida de sodio
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APENDICE C

Soluciones utilizadas en la purificaciéon de F148.

Amortiguador de fostatos 0.01 MpH 7.2 NaC1 0.5 M (PB-NaCl).
De acuerdo con |a ecuacion de Henderson — Hasselback

Para esta solucién se pesan 0.7 g de Na;HPO, 0.68 g de NH.PO,*H,0, 29.222 g de
NaCi y se afora a un litro con agua destilada.

Glicina 0.1 M pH 2.4.

Se pesa 1.876 g de glicina, se afora a 250 ml con agua destilada y se ajusta el pH con
NaCl concentrado.

Tris1MPH S8

Se utiliza la misma solucién que en el apéndice anterior,

PB-azida de sodio 0.02%
Se agrega a 100 ml de PB, 0.02 g de azida de sodio.
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APENDICE D

Para el acoplamiento de biotina a los anticuerpos se utilizaron las siguientes soluciones:

Bicarbonato de sodio 0.1 M,

Este amortiguador se utiliza para dializar la muestra de anticuerpos antes de acoplar
biotina

Mezclar 8.4 g de NaHCO, y aforar a 1L con H,0Q bidestilada

Bictina 0.1M.
Se disuelve 1 mg de biotina en 30 p! de DMSO.

Amortiguador de Fosfato Salino pH 7.2 (PBS).
Se utiliza para dializar la muestra que contenia a los anticuerpos y quitar exceso de

biotina.
Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,. 2H,0)  0.36 g
Fosfato de sodia dibasico (Na,HPO,) 1.10g
Cloruro de sodio (NaCl) 9.00g

Aforar a 1 litro con agua destilada
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APENDICE E
Soluciones para ELISA

Amortiguador de carbonatos pH 9.6,
Este amortiguador favorece el pegado del anticuerpo o el antigeno a la placa de ELISA.
Para preparar 100 ml se disueiven en agua bidestilada 0.159 g de Na,CO, y 0.293 g de

NaHCO, y 0.02 g de azida de sodio.

PBS-Tween 0.05%.
Amortiguador de lavado
A un litro de PBS se le agrega 0.5 m! de tween (SIGMA).

Gelatina 0.5%.

Solucion blogqueadora. Se utiliza para bloquear sitios libres de la placa de ELISA donde

no hay anticuerpos o antigenos y asi evitar pegados inespecificos.

5.0.

Se disuelven 0.5 g de gelatina en 100 mi de PBS.

Amortiguador de Citrato-Fosfato.

Se utiliza para revelar la reaccién

Se prepara acido citrico 0.1 My

Fosfato de sodio dibésico 0.2 M

Se mezclan 2.43 ml y 2.57 ml aproximadamente de cada uno hasta obtener un pH de

Acido sulflrico 2.5 N
Es la solucidn para parar la reaccion de ELISA
Para 50 ml se ufifizan 3.3 mi de H;SO, y se lieva a 50 ml con agua destilada.
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APENDICE F

Soluciones y modo de preparar geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). La separacién de
las proteinas tanto del extracto total de epimastigotes de la cepa QRO como de los anticuerpos
monoclonales y policlonales se realiza en una camara Mini-Protean Il Dual Stab Cell (Bio-Rad).

Preparacion de dos geles
a) Gel separador al 12%

Acrilamida al 30%- Bisacrilamida al 1% 4.0 ml

4X Tris-HCI 1.5 M/SDS 0.4% pH 8.8 25mi

Agua bidestilada 3.5ml

Degasificar al vacio con agitacién continua 10 minutos antes de agregar los siguientes

reactivos.,
Persulfato de amonio al 10% 32 ul
Temed 6.6 pi

La mezcla se agrega entre los cristales montados, se agrega agua para que el gel
polimerize de manera uniforme.

b) Gel concentrador al 5%

Acrilamida al 30%-Bisacrilamida al 0.8% 0.420 ml
4X Tris-HC! 0.5 M/SDS 0.4% pH 6.8 0 0.834 ml
Agua bidestilada 2.034 ml
Degasificar al vacio con agitaciéon continua 5 minutos antes de agregarle los siguientes

reactivos
Persulfato de amonio al 10% 16.6 i
Temed 32

Se desecha el agua que estaba sobre el gel separador para vaciar el concentrador, se

colocan los peines de 0.75 mm.

c) Preparacién de la muestra

La muestra a analizar se prepara 1:1 con el siguiente amortiguador:
Tris-HCipH 6.80.5 M
Glicerol 20%
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SDS 2%
2-B Mercaptoetanol 2%
Azul de bromofenol 1%

La muestra se hierve durante 5 minutos y se coloca en el gel con micropipetas.

d) Condiciones de corrida.

Se coloca el amortiguador de corrida, Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0.1% a 200
volts durante 45 minutos aproximadamente.

e) Fijacion.
Altérmino de la electroforesis el gel se coloca durante una hora en la siguiente solucién;

Isopropanol  50%

Acido acético 7%

f) Tincién.

Después se coloca en una solucién de azul de comasie durante una hora:
Metanol 50%

Acido acético 10%

Azul de comasie 0.05%

Agua desionizada 40%

Para aclarar y visualizar las proteinas se prepard la siguiente solucién:
Metano! 20%

Acido acético7%

Se realizan varios cambios hasta aclarar totalmente el gel.
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APENDICE G

Transferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa.

La preparacién del gel para western blot se realiza de la misma manera como se explicd
en el apendice C, solo que el gel concentrador se forma con un peine para geles preparativos.
En este caso, el gel se incuba con el amortiguador de fransferencia en vez de fijar el gel.

El amortiguador de transferencia se preparé con los siguientes reactivos:

Tris 25 mM 3.03g
Glicina 192 mM 14.4g
Metanol 20% 200 mi

El papel de nitrocelulosa {8 x 6 cm}, papel fillro y esponjas fueron hemedecidas en el
amortiguador de transferencia antes de proceder a la transferencia. Después se coloca en un
dispositivo de acrilico en forma de un emparedado: una esponja, un papel filtro, el gel de
acrilamida, el papel de nitrocelulosa otro pépel filtro y otra esponja. Todo esto debe quedar
totalmente centrado en el casete y libre de burbujas para evitar resistencia de las proteinas a
transferirse al papel de nitrocelulosa. El ge! debe estar hacia el electrodo negativo y el papel de
nitrocelulosa hacia el positivo.

El mismo amortiguador es utilizado para la transferencia dentro de la camara debe
colocarse una unidad de enfriamiento con agua desionizada congelada previamente. La
transferencia se realiza durante 1 h a 100 volts. Para verificar la transferencia, una tira de
nitrocelulosa se tifie con amido black al 0.1%, isopropanol al 25% y acido aceético al 10%
durante 5 minutos, después se lava con solucién destefiidora de isopropanol al 25% y acido
acético al 10%.
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Parasilemia y densidad éptica en plasmas de ratones infectados con diferentes cepas de T. cruzi

APENDICE H

CEPA Millones de 1:25 1:50 1:100
parasitos/m}
H5 2 0.491 0.446 0.407
1 0.592 0.462 0.368
1 0.546 0.468 0.404
1 0.499 0.368 0.364
1 0675 0.554 0.487
2 0.68 0.547 0.438
2 0613 0.565 0472
1 0.594 0.465 0.488
1 0.576 0.576 0.496
JBE 3 0.604 047 0.413
3 0432 0.282 0.243
7 0.634 0.445 0.465
4 0.748 0.556 0.453
4 0.621 0.345 0.314
1 0.352 0.371 0.351
7 0.584 0.379 0.332
JRA 3 0.653 0.474 0.392
1 0.58 0.5 0.475
1 0.503 0.413 0.385
4 0.656 0.524 0.453
3 0.446 0.358 0.298
JFA 3 0.891 0.727 0653
2 0.465 0.359 0.28
3 0.63 0.43 0.394
1 0.516 0.383 0.37
1 0.461 0.371 0.36
2 0.615 0.415 0.344
4 0.653 0.49 0.431
O 4 0.563 0.429 0.383
3 0.495 043 0.335
45 0.477 0.25 0.154
11 0677 0.497 0.381
11 0.654 0.511 0.433
NINOA 1 0.48 0.401 0.24
1 0.315 0.267 0.251
1 0.472 0.39 0.403
1 0.643 0.504 0.481
CONTROLES 0.424 0.182 0.084
0.492 0.209 0.09
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0.471 0.175 0.076
0.396 0.096 0.045
0.428 0.116 0.08
0.164 0.172 0.148
0.248 0.202 0.179
0.196 0.187 0.135
0.178 0.144 0.162
0.18 0.162 0.1
0.526 0.346 0.152
0.475 0.368 0.189
0.638 0.404 0.225
0.579 0.425 0.212
0.389 0.224 0.201
0.342 0.25 017
0.424 0.326 0.227
Promedio 0.185 0.234 0.146
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APENDICE I

Deteccidn de antigenos circulantes en sueros de individuos chagasicos.

MUESTRA DILUCION

1:10 1:20 1:40
M1 0.349 0.276 0.269
M2 0.188 0.191 0.202
M3 0.343 0.284 0.258
M4 0.154 0.128 0.103
M5 0.198 0.206 0.201

M6 0.2 0.197 0.2
M7 0.278 0.239 0.221
M 0.256 0.244 0.223
M9 0.199 0.211 0.213
M10 0.117 0.123 0.14
M11 0.112 0.111 0.123
M12 0.203 0.182 0.181
M13 0.168 0.14 0.132
M14 0.139 0.13 0.132
M15 0.177 0.117 0.103
M16 0.253 0.155 0.154
M17 0.161 0.142 0.16
M18 0.109 0.118 0.15
M19 0.039 0.047 0.042
M20 0.11 0.049 0.044
M21 0.062 0.04 0.029
M22 0.185 0.168 0.174
B1 0.221 0.167 0.184
B2 0.196 0.159 0.152
B3 0.2 0.194 0.178
B4 0.216 0.243 0.161
B5 0.091 0.085 0.071
B6 0.205 0.167 0.135
B7 0.147 0.134 0.178
B8 0.161 0.147 0.155
B9 0.209 0.156 0.155
B10 0.175 0.141 0.15
B11 0.185 0.172 0.164
812 0.145 0.135 0.145
813 0.168 0.174 0.166
B14 0.21 0.194 0.175
B15 0.209 0.18 0.284
B16 0.198 0.204 0.159
B17 0.207 0.177 0.177
818 0.221 0.192 0.149
B19 0.252 0.19 0.171




820 0.254 0.215 0.167
B21 0.244 0.192 0.189
B22 0.276 0.249 0.223
B23 0.181 0.167 0.138
B24 0.182 0.136 0.122
Promedio 0.198 0.166 0.16
Experimentales
C1 0.296 0.253 0.241
Cc2 0.112 0.086 0.07
C3 0.296 0.25 0.221
Cc4 0.174 0131 0.1
Cs 0.114 0.096 0.021
cé 0.177 0.153 0.168
c7 0.084 0.103 0.052
(2] 0.126 0.142 0.155
C9 0.141 0.114 0.092
c10 0.024 0.037 0.067
Cc11 0.201 0.187 0.194
Cc12 0.159 0.161 0178
C13 0.13 0.138 0.144
C14 0.304 0.231 0.199
C15 0.212 0.16 0.186
C16 0.183 0.19 0.173
Cc17 0.094 0.075 0.067
c18 0.231 0.19 0.187
Cc19 0.282 0.233 0.245
C29 0.246 0.229 0.212
C21 0.213 0.182 0.176
c22 0.208 0.217 D.186
Promedio 0.183 0.161 0.151
Controles
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