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RESUMEN

La enfermedad de Chagas se presenta en diferentes formas clinicas que van desde crénica
asintomdtica en la que los estudios clinicos convencionales no detectan alteraciones, hasta
la forma cardiaca severa que puede llevar incluso a la muerte. Sin embargo, los factores que
influyen en el inicio y la evolucién del cuadro clinico aun son desconocidos. El agente
etioldgico, Trypanosoma cruzi, presenta una oferta antigénica amplia para el huésped
vertebrado, a la fecha se han descrito diversos componentes antigénicos, entre los que
destacan gran cantidad de glicoproteinas de superficie. En este trabajo se identificaron
componentes glicoproteicos entre 250 y 13 kDa de un extracto soluble de T. cruzi, positivos a
las tincioness Sypro Rubi y ProQ Emmerald. Por cromatografia de gases se identificé a N-
acetil glucosamina como principal monosacéarido (63%) y por Western-blot se identificaron
diversas fracciones con reaccién positiva a lectinas. En electroforesis de doble dimension se
encontraron cerca de 300 puntos con pesos moleculares entre 250y 13 kDay pl de 4.5 a 7.
Por electroinmunotransferencia se identifico que los componentes glicoproteicos de 38, 34 y
27 kDa son reconocidos por anticuerpos de individuos infectados con el parasito y que
cursan la fase crénica asintomatica y sintomatica de la enfermedad, por lo que el de 38 kDa
se analizd por espectrometria de masas. Se concluye que los componentes del extracto
estan constituidos principalmente por glicoproteinas, de las cuales 3 son candidatos para su
uso en técnicas de diagnostico. Con la metodologia empleada no fue posible determinar
componentes especificos de fase clinica, aunque se encontr6 una asociacién entre la
presencia de alteraciones electrocardiograficas con reconocimiento de mas antigenos,

especialmente de 27 a 34kDa, por lo que se sugiere ampliar los estudios al respecto.



ABSTRACT

Chagas disease shows a variety of clinical forms ranging from asymptomatic to severe heart
failure and death. Although many efforts have been devoted to deciphering the mechanism
that triggers injury are still unknown. The protozoan parasite Trypanosoma cruzi, exposes
several antigens to the mammalian host. Trying a soluble parasite extract, in the present work
we found glycoproteins with molecular weights in the range 250 to 13 kDa wich react with
Sypro Rubi and Pro Q Emmerald inks. We identify N-acetyl glucosamine as the main
monosaccharide (63%) by mass spectrometry and affinity to lectins by Western-blot. 2-D
Electrophoresis showed nearly 300 spots in the range 250 to 13 kDa and 4.5 to 7 pl.
Western-blot were used to detect three main T. cruzi antigens of approximately 38, 34 and 27
kDa recognized by antibodies in sera from confirmed individuals in the chronic asymptomatic
and symptomatic phase of Chagas disease. The study indicates that 7. cruzi antigens from
the soluble extract were mainly glycoproteins. Three of them could be used in diagnosis tests.
We couldt found clinical phase specific antigens but an association between

electrocardiographic alterations and a richer pattern of antigens recognized.



INTRODUCCION:

Trypanosoma cruzi es agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, padecimiento de gran
importancia en Latinoamerica. La Organizacion Panamericana de la Salud estima que
existen cerca de 7.7 millones de individuos infectados, el 20 % de la poblacion de América
Latina se encuentra en riesgo de adquirirla y en México podria haber 1 100 000 infectados y
28% de los habitantes estan en riesgo de infeccién (1). La enfermedad esta asociada a la
pobreza y a las malas condiciones de vivienda y se encuentra ampliamente difundida en las
areas rurales de Latinoamérica y en los cinturones de pobreza alrededor de las grandes
ciudades. Actualmente, se ha notificado con creciente frecuencia la transmision por
transfusion sanguinea, aun en paises no endémicos, debido a los fendmenos masivos de

migracion (2).

Trypanosoma cruzi _
*Protista

Ubicacion TaxonOmica _
*Sarcomastigophora

T. cruzi (3) es un protozoario hemoflagelado perteneciente al orden

*Zoomastigophorea

Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae que se caracteriza por

*Kinetoplastida

presentar un solo flagelo, un nucleo y un kinetoplasto. Su

*Trypanosomatidae

reproduccién es asexual, por fision binaria. La clasificacion
*Trypanosoma

taxondmica se detalla en la Figura 1.

oT. cruzi

Figura 1
Clasificacion taxonémica de
T. cruzi. Segin Levine 1980




Durante su ciclo de vida se distinguen tres
estadios morfoldgicos principales:
Amastigotes a=sin,

(del griego,

mastis=Ilatigo/ flagelo), son redondeados,
miden de 2 a 4 um de diametro, su flagelo
es corto. Es la forma de reproduccién
dentro de las células del mamifero.

Epimastigotes (epi= anterior): son de forma
oval alargada de 20 uym de largo; con el
cinetoplasto en posicidén anterior al nucleo,

de donde emerge el flagelo. Es la forma de

reproduccion en el insecto.

Tripomastigotes (tripo= perforar), es la forma infectiva, flagelada, mévil de 18 um de largo y

sin capacidad reproductiva; se encuentra en el huésped vertebrado (sanguineo) y en el

invertebrado (metaciclico) (4, 5).

Actualmente se ha llegado a un consenso sobre la nomenclatura intraespecifica de los
subgrupos genéticos de T. cruzi en el cual se pueden dividir en seis unidades discretas de
clasificacion (DTU’s por sus siglas en ingles) Tc | a Tc VI, y que pueden ser identificadas por

un triple ensayo rDNA PCR y PCR-RFLP de los loci HSP60 y GPI, sin embargo no se

Amastigote Fiagelo
s Cinetoplasto
‘_.!% Nucleo
EplmaStlgOte Nucleo Cinetoplasto Flagelo
2 )
Tripomastigote
Cinetoplasto Nucleo Flagelo
v
©
S

Figura 2. Principales estadios morfolégicos de 7. cruzi: a)
amastigote b) epimastigote c¢) tripomastigote.

descarta que posteriormente se revelen mas grupos (6).



Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo ya que alterna entre dos huéspedes, un mamifero y
un invertebrado (Figura 3). El insecto vector es un reduvido hematéfago de la familia
Triatominae que se caracteriza por presentar 5 estadios ninfales y la forma adulta, en
cualquiera de estas etapas puede infectarse y transmitir el parasito, aunque hasta la fecha no
se ha reportado que se vea afectado por esta infeccién (7).

El huésped invertebrado (triatomino) ingiere sangre con tripomastigotes de un vertebrado
infectado y una vez en su estomago se transforman en epimastigotes, se dividen por fision
binaria y se adhieren a las células intestinales; en la ampolla rectal, una proporciéon de
epimastigotes se diferencian en tripomastigotes metaciclicos que son eliminados en las
heces. Estos pueden penetrar a través de piel o0 mucosas del vertebrado y se adhieren a la
superficie de las células.

T. cruzi ha desarrollado una estrategia de invasion celular muy particular, después de la
unién con los receptores en la superficie de la célula huésped, el parasito induce una
elevacion local de la concentracidén de calcio en el citosol de la célula huésped, promoviendo
la fusibn de lisosomas, estos procesos permiten al parasito un rapido acceso al
compartimento lisosomal y su internalizacion. Una vez dentro, el parasito secreta una enzima
que remueve acido sidlico de las proteinas lisosomales y las transfiere a sus moléculas de
superficie, cubriéndose con carbohidratos del huésped. Una ruta alternativa de entrada
consiste en la invaginacién independiente de actina, en la cual la fusion de lisosomas se da
en un estadio tardio. Regularmente los patdgenos intracelulares procuran evadir la
exposicién al ambiente proteolitico hostil de los lisosomas, sin embargo T. cruzi lo utiliza

como su medio de entrada y de hecho se considera necesario para la secrecion de la



molécula TcTox con actividad de hemolisina, que ayuda a la destruccién de la vacuola e
incluso podria ser de importancia para la diferenciacidén a la forma de amastigote, en la cual
realiza el proceso de division (8). Despues de nueve rondas de replicacién, se transforman
en tripomastigotes, se incrementa el movimiento de los parasitos, contribuyendo a la ruptura
de la célula huésped y la liberacion de los tripomastigotes sanguineos, que tienen la

capacidad de invadir cualquier célula nucleada del mamifero (9, 10).
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Ciclo de vida de T. cruzi. Cuando el Triatomino transmisor ingiere sangre de un mamifero infectado, esta puede contener
tripomastigotes, los cuales se transforman en epimastigotes en el intestino medio del insecto y se multiplican por fisién binaria
longitudinal; algunos pasan a la ampolla rectal y se convierten en tripomastigotes metaciclicos que son expulsados con las heces y al
entrar en contacto con la piel o mucosas de otro mamifero pueden penetrar hacia el torrente sanguineo y son capaces de infectar las
células nucleadas, donde se transforman en amastigotes y se dividen por fision binaria; después de varios ciclos de replicacidn,
terminan por lisar la célula y salen al torrente sanguineo, en forma de tripomastigotes capaces de infectar nuevas células. Durante el
tiempo que permanecen en circulacion pueden ser ingeridos por un nuevo Triatomino.
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ENFERMEDAD DE CHAGAS

Cuadro clinico

En la historia natural de la enfermedad de Chagas se han descrito las fases: aguda, crénica
asintomatica (anteriormente denominada indeterminada) y crénica sintomatica.

La mayoria de los individuos, sin importar el mecanismo de transmisién, cursan
asintomaticos o presentan manifestaciones inespecificas durante la fase aguda. En la
transmision natural, se pueden encontrar signos del sitio de entrada del parasito, como son el
chagoma de inoculacién en la piel o el signo de Romagna cuando la entrada es por la
mucosa ocular. La duracién de esta etapa es de 8 semanas posteriores a la infeccién y se
caracteriza por que los tripomastigotes se encuentran en sangre periférica y es mortal en
aproximadamente 1% de los pacientes, afectando principalmente a ancianos y nifos
menores de 1 afo (11).

Durante la fase cronica, las formas clinicas van desde la ausencia se signos y sintomas
(asintomatica o indeterminada) hasta formas leves o0 severas (cronica sintomatica) que
pueden ser de afectacion cardiaca, digestiva o cardiodigestiva. En este periodo la
parasitemia es escasa debido a la lenta multiplicacién intracelular (12).

La forma cardiaca es la mas grave y frecuente, la desarrolla aproximadamente el 30% de los
individuos infectados y tipicamente conlleva anormalidades en el sistema de conduccion,

bradi y taquiarritmias, aneurisma apical, tromboembolia, falla cardiaca y muerte subita (7).



Diagnéstico

La presencia de formas parasitarias y la deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi constituyen los
elementos mas relevantes para el diagnéstico de laboratorio.

Métodos Directos

Tienen como objetivo, detectar la presencia del parasito o alguno de sus componentes
(antigenos o acidos nucléicos). Los que sirven para demostrar la presencia del parasito en
sangre, son de gran utilidad en la fase aguda de la enfermedad, cuando la parasitemia es
elevada y constante (11). De los métodos moleculares el mas empleado es la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), con la ventaja de que puede amplificar el ADN del parasito
aun cuando se encuentre en pequefas cantidades (13); sin embargo, a la fecha su uso aun
no es recomendado para el diagnostico masivo.

Métodos inmunolégicos

Estos son utiles para demostrar la presencia de anticuerpos especificos generados por la
infeccién, son de eleccién en la fase crénica. La OMS define para la confirmaciéon del
diagnostico de la infeccidon, demostrar reactividad en dos pruebas serolégicas y recomienda
el inmunoensayo enzimatico (ELISA indirecta) por su alta sensibilidad, asi como la
inmunofluorescencia (IFl) y hemaglutinacion indirectas (HAI) de reactividad intermedia (11).
Existen otros métodos inmunolégicos denominados no convencionales como es el Western-
blot (electroinmunotransferencia), cuyo uso es limitado pero que actualmente se estudia su

utilidad en la discriminacion de casos dudosos (14-16).



ANTECEDENTES

Proteoma de T. cruzi

Las moléculas que mas frecuentemente utilizan los organismos para responder al medio
ambiente son las proteinas, dada su diversidad, sus funciones enzimaticas y la velocidad con
que se puede modificar el proteoma que expresa en un momento dado. Hace poco tiempo se
determiné la secuencia del genoma de los tres Tripanosomatidos de importancia médica; sin
embargo, debido a la escasa homologia que presentan con otros organismos secuenciados,
cerca de la mitad del proteoma predictivo no tiene una funcién conocida y por lo tanto las
proteinas resultantes son clasificadas como hipotéticas (17-19). En este contexto, se han
realizado diversos acercamientos protedémicos que ofrecen evidencia experimental de la
expresion genética de estos organismos a nivel de proteinas (20).

En 2003 Paba y colaboradores identifican 41 proteinas por ICAT (afinidad codificada por
isétopos) de las cuales: 7 corresponden a organizacion celular, 7 a metabolismo y 12 a
destino proteico; 29 mostraron una expresion conservada, 9 presentaron mayor expresion en
tripomastigotes y 3 en amastigotes (21). En 2004 el mismo grupo realiza un analisis
comparativo de los tres estadios del parasito por electroforesis 2-D, revelando que la mayoria
de las proteinas presentan una expresion conservada entre los estadios, lo cual sugiere que
las diferencias entre estos corresponden a la expresién diferencial de un numero limitado de
proteinas. Por espectrometria de masas (MALDI-TOF) se obtuvieron 26 fracciones que
corresponden a 19 proteinas, la mayor parte de las cuales son estructurales y factores de

elongacion.



Glicobiologia de Trypanosoma cruzi

Este parasito, posee una densa cubierta compuesta por mucinas, glicoinositolfosfolipidos

(GIPLs) y lipopeptidoglicanos (LPPG). Esta capa superficial tiene funciones de proteccion, ya

que proporciona al parasito la facultad de sobrevivir en ambientes hidroliticos y promueve la

adherencia a las células para su invasion. Se piensa que la sialilacion reduce la

susceptibilidad del parasito a los anticuerpos anti a-Gal presentes en el torrente sanguineo

de los mamiferos y evade el efecto litico del sistema complemento. Las mucinas son

glicoproteinas altamente glicosiladas que sobresalen del glucocalix, actuando como interfase

plasmadtica
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Figura 4. Representacién esquematica de los glicoconjugados mayoritarios

de T. cruzi. Mucinas, glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) y lipofosfoglicanos. Se
detallan las estructuras de mucinas vy lipofosfoglicanos. (2-AEP)
Aminoetilfosfonato. Tomada de Turco 2009.

entre el parasito y sus
huéspedes; contienen
grandes cantidades de O-
glicosilaciones con N-
acetilglucosamina en las
serinas o treoninas unidas de
uno a cinco  residuos
adicionales de galactosa (22).
La B-galactosa terminal puede
ser substituida por &cido
sidlico unido en 02-3,
proveniente de la
transialidasa extracelular del
parasito que transfiere acido

sidlico de los glicoconjugados



el huésped. T. cruzi es incapaz de sintetizar acido sialico de novo. Se han encontrado otras
proteinas de superficie tipo mucinas como el antigeno pequefno de superficie (TSSA) que
presenta dos variantes alélicas sin cruce inmunologico que permiten diferenciar los dos
linajes principales de T. cruzi por metodos serolégicos. En el parasito, tambien se presentan
proteinas de superficie asiciadas a mucinas (MASP) que se erncuentran principalmente en
tripomastigotes y se caracterizan por presentar una regién central variable y doninios
terminales (N- y C-) conservados unidos a un peptido sefal y GPI respectivamente. Los
GIPLs y LPPG presentan la estructura basica de GPI, excepto porque estan altamente
sustituidos con galactosa, N-acetilglucosamina y acido sidlico; estos compuestos tienen la

funcién de anclar proteinas a la superficie membranal (Figura 4) (23).

Respuesta Inmune contra T. cruzi

Durante las fases iniciales de la infeccién la inmunidad innata es crucial, ya que constituye la
primera barrera contra el parasito. Las células del sistema inmune innato (macréfagos,
células NK y dendriticas) son activados por medio de los receptores tipo Toll (TLRs) que
detectan patrones moleculares (PAMPs) como GIPLs, mucinas de superficie y DNA metilado
rico en CyG desencadenando la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-12, TNF-a e
INF-y) y moléculas efectoras (intermediarios de nitrégeno reactivo o RNIs, GTPasas
inducibles por INF) que controlan la replicacién del parasito (24, 25). Al mismo tiempo, las
células dendriticas funcionan como puente entre la inmunidad innata y adaptativa al producir
IL-12 necesario para la diferenciacion y expansion clonal de las células B plasmaticas, los
linfocitos T CD4+ y CD8+ que a su vez producen INF-y, activando mecanismos efectores en

macréfagos que permiten destruir amastigotes y tripomastigotes fagocitados; las células T



citotoxicas pueden destruir células infectadas, mientras que los anticuerpos producidos por
las células B pueden lisar a los tripomatigotes extracelulares u opsonizarlos facilitando su
fagocitosis (26).

Los mecanismos por los cuales el parasito es capaz de evadir la respuesta inmune son muy
complejos y no completamente entendidos; existen varias teorias con el fin de explicar estos
fendmenos que incluyen la complejidad y diversidad de los receptores requeridos por el
parasito, mimetismo antigénico, supresién de la liberacion de INF-y por linfocitos Thi,

activacion policlonal de células T y B y produccién excesiva de TNF (27).

Patogenia

La fase aguda de la infeccidén, puede ser asintomatica o sintomética y se asocia a una
elevada parasitemia, parasitos en tejidos y activacion de una intensa respuesta inmune
caracterizada por citocinemia, activacién policlonal de células T y B, esplenomegalia y una
intensa reaccién inflamatoria. Durante la fase crénica, la parasitemia y cantidad de parasitos
en tejido son escasas y la mayor parte de los pacientes se encuentran asintomaticos; sin
embargo, algunos de ellos (20-30%) evolucionaran a la forma sintomatica, la cual se asocia a

intensa inflamacién local y escasos parasitos en los tejidos afectados(12).
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Figura 5. Inmunopatogenia de la Enfermedad de Chagas.
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.Destruccion de células adyacentes. Tomado de Gutiérrez, 2009.

El dano tisular cardiaco en la enfermedad de Chagas inicia con la multiplicacion de T.cruzi
(Figura 5), lo cual lleva a la destruccion de cardiomiocitos (F5.1). Esto inicia una respuesta
inmune especifica contra el parasito e involucra la liberacion de componentes celulares,
llevando a una activacion indirecta, a través de la cual se genera respuesta inmune contra los
componentes celulares del huésped Esta activacidon indirecta y mimetismo molecular entre
los antigenos del huésped y del parasito generan autoanticuerpos (F5.11 y 1ll) y células T
autorreactivas (F5.1V). Los autoanticuerpos pueden generar lesiones mediando la actividad
del complemento (F5.1l) y opzonisando tejidos para la activacion de macréfagos (F5.111). Las
células T CD8 autorreactivas reconocen antigenos propios y destruye tejido cardiaco (F5.1V).
Los linfocitos T citotoxicos no solo destruyen células infectadas sino que contribuyen a la
destruccion de células adyacentes (F5.VI). El dafio de tejidos lleva a la produccién de TNF-

a, resultando en produccidén de oxido nitrico. La infeccidn por T. cruzi también es capaz de



inducir la produccién de oxido nitrico directamente, lo que ocasiona un extensivo dafno
cardiaco (F5.V). El proceso patolégico continia durante la fase crénica de la infeccién. A
pesar de la baja parasitemia se desarrollan focos progresivos de inflamacién intrafascicular,
que después de varios anos terminan en fibrosis y desarrollo de miocardiopatia dilatada. En
estadios avanzados de la enfermedad aparecen otros cambios patoldgicos incluyendo el
desarrollo de trastornos de conduccién, disautonomia, cardiomegalia, fibrosis,

adelgazamiento de la pared ventricular y dafio micro vascular (12).

Diferencias entre las fases Crénica Asintomatica y Cronica Sintomatica

La enfermedad de Chagas evoluciona de una fase aguda relativamente corta y dificil de
detectar a una fase cronica que puede durar el resto de la vida del individuo. De acuerdo a
los criterios de la OMS, los individuos que cursan la fase cronica sintomatica, se caracterizan
por presentar serologia positiva en al menos 2 pruebas, sintomas cardiovasculares y
alteraciones cardiacas que se detectan por electrocardiograma y placas radiograficas de
térax. En la fase crénica cardiaca se pueden presentar diversas alteraciones que van desde
leves, detectables solo por métodos muy sensibles, hasta los muy severos asociados a una
elevada mortalidad (12).

Respecto a la respuesta inmune, se han detectado diferencias entre las fases crdnica
asintomatica y sintomatica, como la mayor concentracién de citocinas proinflamatorias en la
fase sintomatica y expresién diferencial de cadenas del TcR y receptores de quimiocinas

(Figura 6) (28).
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Figura 6. Principales diferencias inmunoldgicas
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La presencia de mayor concentracién de IL-10 en
asintomaticos revela una respuesta inflamatoria
regulada, mientras  que en individuos
cocardiomiopatia chagésica se observa una
respuesta inflamatoria intensa evidenciada por una
mayor concentracion de citocinas pro-inflamatorias
como son IFN-y (interferon gama) y TNF-a (factor
de necrosis tumoral alfa). En el TcR de células T

CD8+ se ha encontrado expresion preferencial de

cadenas VB 3.1 o 5 en asintomaticos, mientras
que en los enfermos solamente de VB 3.1; de igual

forma se ha encontrado una relacién inversa entre

funcion cardiaca y niveles de expresion de los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4. A

pesar de conocer este perfil inmunolégico diferencial, se desconoce si es causa o

consecuencia de la evolucion de la enfermedad (28).

Se han planteado diversas teorias sobre el desarrollo de la enfermedad cardiaca, destacando

la presencia de fenbmenos autoinmunes y la persistencia del parasito, sin ser mutuamente

exclusivas (12).



Componentes antigénicos

T. cruzi presenta una amplia oferta antigénica para el huésped vertebrado, constituida
principalmente por proteinas y glicoproteinas de superficie como las asociadas a mucinas
(MASP) glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) y transialidasas; la presencia e inmunogenicidad de
estas puede variar en los diferentes estadios del ciclo de vida del parasito (29).

En el diagnéstico seroldgico de la infeccion por T. cruzi se han empleado, con relativo éxito,
diversos antigenos que incluyen parasitos completos, extractos crudos, semipurificados o
componentes puros. Se ha asociado el uso de extractos crudos con una alta sensibilidad; sin
embargo, algunos presentan reacciones cruzadas, especialmente en casos de Leishmaniasis
(30).

En un estudio donde se emplearon antigenos crudos obtenidos de las diferentes fases del
parasito contra diferentes inmunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) de individuos infectados se
encontré6 que los anticuerpos IgG reconocen al parasito en sus tres fases con mayor
sensibilidad que IgM y se observd que la IgA permite reconocer los casos de enfermedad
gastrointestinal (31).

En México se han reportado diversos trabajos en los que se realiza Western-blot con
extractos de aislados nacionales y sueros de pacientes mexicanos, entre estos destacan:
Bucio y colaboradores en 1999 empleando un extracto semipurificado, reportaron 5
componentes especificos para T. cruzide 74, 44, 31, 25 y 18 kDa sin cruce inmunolégico con
Leishmania mexicana (32). Sanchez y colaboradores en 2001 empleando un extracto total,
encuentran diversos patrones de reactividad, 12 proteinas fueron reconocidas por los sueros
la mayoria de los pacientes infectados entre las que destacan por su inmunodominancia las

de 30, 32, 40, 42, 65, 70 y 83 kDa (16). Ese mismo afo, en un trabajo realizado con



pacientes del estado de Morelos, Rangel-Flores y colaboradores encuentran reconocimiento
de entre 1y 6 proteinas, destacando las de 74 y 40 kDa con reconocimiento por 86 % y 56 %
de los sueros respectivamente (33).

También se ha propuesto el empleo de antigenos de excrecidén-secrecion de tripomastigotes
(TESA) con componentes entre 130 y 200 kDa y que presentaron buenos resultados en
sueros de pacientes crénicos y con infeccion congénita (34). Diversos autores han optado
por emplear antigenos recombinantes para el tamizaje serolégico (35); sin embargo, la
variacion en la sensibilidad, especificidad, reactivos y procedimientos de estandarizacién
reportados por algunos autores, indican un porcentaje de resultados no satisfactorios y se
requiere confirmaciéon por otros métodos (30, 36). Da Silveira y colaboradores en 2001
hicieron una revision de los antigenos recombinantes disponibles y llegaron a la conclusion
de que tienen una alta especificidad, pero se recomienda que se utilicen en paralelo con
pruebas que empleen antigenos crudos para evitar perder sensibilidad (35). Recientemente
se realizo un estudio multicentrico en laboratorios de Brasil, Honduras y México; en el cual se
evallan sueros de pacientes mexicanos con diferentes pruebas, las cuales muestran
resultados aceptables sin importar el origen del antigeno, incluso en las pruebas con
antigenos recombinantes (37).

En la literatura se encuentran descritos diferentes componentes inmunogénicos de T. cruzi

algunos de los cuales se mencionan en la tabla 1.



Tabla 1. Algunos componentes empleados en el diagnéstico de T. cruzi

T= tripomastigote, Tm= tripomastigote metaciclico, Ts= tripomastigore sanguineo, E= epimastigote, A= amastigote

Diagnéstico seroldgico en las diferentes fases clinicas

Se ha estudiado también la posibilidad de emplear métodos serolégicos, no solo para el
diagnéstico de la infeccidn, sino para diferenciar tempranamente la fase clinica que cursa el
individuo. Gusmao y colaboradores determinaron niveles de anticuerpos contra T. cruzi en
pacientes con Enfermedad de Chagas en fase cronica sintomatica y asintomatica, sin
encontrar diferencias significativas (46). Primavera y colaboradores, trataron de determinar
marcadores inmunoldgicos en pacientes en fase aguda y cronica mediante reactividad de las
inmunoglogulinas (IgG, IgM e IgA) con antigenos extraidos de amastigotes, epimastigotes y
tripomastigotes y relaciona la presencia de IgA con la enfermedad digestiva para lo cual
proponen el empleo de antigenos extraidos de amastigotes, con lo que no detectan

diferencias entre pacientes cursando las fases cronica asintomatica y sintomatica (31). En



otro estudio, comparan los patrones de reconocimiento de pacientes chagasicos contra
extractos totales de T. cruziy T. rangeli (tripanosomatido no patogénico en humanos) sin
encontrar correlaciéon entre algun patron de reactividad o nivel de anticuerpos con la
severidad de la enfermedad (47). Con el empleo de antigenos de excrecion secrecién de T.
cruzi (TESA) en inmunoblot, se determin6 que permiten detectar casos de Chagas congénito
en fase aguda y que una banda muy ancha entre 150 y 160 kDa, es reconocida por sueros
de pacientes crénicos (sintomaticos y asintomaticos), sin diferenciar entre estos ultimos (34).
Realizaron inmunoblot en 2 dimensiones empleando proteinas de excrecidén secrecion como
antigenos y encontraron que la isoforma de (pl) 6.4 se hace inmunodominante con la
progresion de la enfermedad; sin embargo no diferencian entre fase crénica sintomatica y
asintomatica (36). Por inmunotransferencia se identificaron los componentes de 46 y 58 kDa,
reconocidos por pacientes chagasicos con alta sensibilidad y especificidad, sin apreciar un

patron antigénico caracteristico de la fase clinica (15).



JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas constituye un problema de salud publica, por la alta prevalencia,
incidencia y poblacidén en riesgo en los paises latinoamericanos; a la fecha, es también de
importancia en paises no endémicos, debido a los movimientos migratorios de individuos de
regiones endémicas, lo cual sefiala la necesidad de promover el desarrollo y utilizacién de
procedimientos diagnosticos adecuados.

El diagnéstico de la enfermedad en todas sus fases es de suma importancia; para la
deteccion, evaluacion terapéutica y el monitoreo en programas sanitarios de vigilancia y
control del padecimiento.

En el diagnéstico serolégico se han empleado diversos antigenos que incluyen parasitos
completos, extractos crudos, semipurificados 0 componentes purificados. Se ha asociado el
uso de extractos crudos con una alta sensibilidad, aunque es frecuente la existencia de
reacciones cruzadas, especialmente en casos de Leishmaniasis. También se han descrito
diversos componentes de origen glucoproteico empleados con fines diagndsticos que
presentan un porcentaje de resultados no satisfactorios, por lo que se requieren otros
métodos confiables de confirmacion.

Por otra parte, se han caracterizado algunas diferencias en la respuesta inmune de las fases
cronica asintomatica y sintomatica, pero a la fecha no existen métodos seroldgicos que
permitan diferenciar estas fases clinicas de la enfermedad. Esto es importante debido a que

el manejo clinico y pronédstico son diferentes (2).



HIPOTESIS
Es posible detectar antigenos especificos para las diferentes fases clinicas de la enfermedad

de Chagas mediante sueros de pacientes caracterizados clinica y serolégicamente



OBJETIVOS

Identificar y caracterizar componentes proteicos detectados por sueros de individuos
infectados con el parasito que cursan las fases indeterminada o crénica de la enfermedad

Determinar si existen componentes que permitan diferenciar entre estas dos fases clinicas

Objetivos especificos

Identificar individuos seropositivos a Trypanosoma cruzi que cursen la fases indeterminada o
cronica sintomatica de la enfermedad

Identificar por Western-blot los componentes proteicos inmunodominantes

Determinar los componentes compartidos y especificos de fase

Caracterizacidon de los componentes seleccionados



METODOLOGIA

Preparacion del extracto proteico

El extracto proteico se obtuvo de la fase de epimastigote a partir del aislado ITRI/MX/1991/TQ
de T. cruzi proveniente del vector Meccus pallidipennis (Tequesquitengo, Morelos). El
parasito fue cultivado y expandido en medio LIT enriquecido con suero fetal bovino al 10%,
la cosecha se realizd a los 10 dias, al final de la fase de crecimiento exponencial. La
metodologia de extraccidn se realiz6 acorde con lo descrito por Bucio en 1999 con algunas
modificaciones, segun se describe a continuacion (32).

Después de la cosecha parasitaria, se realizaron cinco lavados con amortiguador de fosfatos
(PBS) pH 7.2 a 3500 RPM (2500 g) a 4° C durante 20 min en centrifuga refrigerada (Sorvall ®
modelo RT 6000 D); se cuantificé la masa parasitaria, se resuspendié en una solucién de Tris
HCL 50 mM pH 7.4 en dilucién 1:4 y se agregaron los inhibidores de proteasas (Complete
mini Roche ®) una pastilla por cada 10 ml de muestra.

La lisis y fraccionamiento parasitario se realizé por sonicacién con un procesador ultrasénico
(Vibra Cell VC50); se aplicaron 7 pulsos de 60 segundos a 40 watts en bafo frio (hielo/etanol).
Se centrifugd a 20 000 RPM (43 000 g) por 60 min a 4°C en centrifuga refrigerada (Sorvall RC
26 Plus); finalmente, se separd el sobrenadante y se conservd en tubos de 1.5 ml a -40°C

hasta su empleo posterior.



Cuantificacion de Proteinas Totales

La cuantificacion de proteinas totales se realizé por el método del acido bicinconinico con un
reactivo comercial (Pierce ® BCA Protein Assay Kit, Termo Cientific). Las reacciones se
realizaron en placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Costar). Para las
determinaciones, se construyd una curva patrén con albumina sérica bovina con rango entre
25y 2000 pg/ml; las muestras fueron diluidas con PBS pH 7.2 para obtener concentraciones
dentro del rango de concentracidn proteica de los estandares. Se colocaron 25ul por pozo de
los estandares y diluciones de la muestra por triplicado, posteriormente se agregaron 200ul
de la solucién de trabajo (mezcla de la solucién Ay B en proporcidén 50:1), se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 30 min y se determiné la densidad éptica (DO) en un
espectrofotometro para microplacas con filtro de 580 nm (Microplate reador Bio Rad * modelo
550). Se graficaron los resultados (DO) de la curva patrén, se obtuvo la regresion lineal y se

calcul6 la concentracion de la muestra con la ecuacién de la ordenada al origen (y=mx+b).

Determinacion de Carbohidratos Totales

La concentracién de carbohidratos totales se determind por el método de Dubois (fenol-
sulfurico) (48). Se preparé una curva patron con glucosa con concentraciones entre 20 y
100mg/ml; las muestras fueron diluidas con agua destilada para obtener una dilucién dentro
del rango de concentracion de los estandares en un volumen de 1ml, posteriormente a cada
estandar y muestra se les agregdé 1ml de Fenol al 5% y se agitd durante 1 min;
posteriormente se adicionaron 4 ml de H,SO4 concentrado en frio, se agité durante 1 min y

se determind la densidad Optica en un espectrofotdmetro (Pharmacia LKB Ultrospec Plus) a



una longitud de onda de 490nm. Se graficaron los resultados de la curva patrén y se obtuvo
la regresion lineal. Se calcul6 la concentracion de la muestra por medio de la ecuacion de la

ordenada al origen (y=mx+b).

Determinacion del patron electroforético del extracto

El patrén electroforético y el peso molecular de los componentes de los extractos se realizd
en condiciones reductoras por electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida, en
presencia de dodecil-sulfato de sodio (SDS-10%) (49). Se prepararon los geles separadores
mezclando acrilamida/ bisacrilamida (30%/0.8%) en diferentes concentraciones (7.5, 10, 12.5
y 15%), amortiguador Tris 1.5 M (Tris [hidroximetil] aminometano) (Bio-Rad) pH 8.8, H.O
destilada, SDS (Sigma) al 10%, persulfato de amonio (Bio-Rad) al 10% y como catalizador
Tetrametilendiamina TEMED (Bio-Rad). Los geles concentradores se prepararon con
acrilamida/ bisacrilamida (30%/0.8%) al 5% y amortiguador Tris 0.5 M (Bio-Rad) pH 6.8.

Para la preparacién de la muestra se utilizé el amortiguador de muestra de Laemmli (Bio-
Rad) V/V sometiéndose a ebullicion en bafio maria durante 5 min. El marcador de peso
molecular empleado, consistié de 10 proteinas de 10 a 250 kDa (Precision Plus Protein, Bio-
Rad). Se colocaron las muestras en cada pozo y se utiliz6 un amortiguador de corrimiento
constituido por Trizima base 0.025 M (Bio-Rad), Glicina 0.192 M (Sigma) y SDS al 0.1%, pH
8.3. La electroforesis se llevé a cabo con una diferencia de potencial un constante de
150V/=1.5 h en un equipo Mini-Protean Il Electrophoresis Cell (Bio-Rad). Al finaliza, los geles
fueron fijados en una solucion de metanol, agua, acido acético en proporcion de 5:4:1, y se

tineron con azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad).



Tincion con pro Q Emerald (glicoproteinas)

La tincién para las proteinas glicosiladas previamente separadas por SDS-PAGE, se realiz
con proQ Emerald 300 (50). Inicialmente, el gel fue fijado con una solucibn metanol
50%/acido acético 5% en agua destilada durante 45 min en agitacion ligera; se lavo con
acido acético glacial al 3% en agua destilada (2/20 min), se incubé en 500 ml de solucion
oxidante (acido acético al 3%- acido periddico) durante 30 min y se lavd con &cido acético
glacial al 3% durante (3/20 min). Los geles se incubaron en la solucién de tincién pro-Q
Emerald 300 (Multiplex Proteomics) durante 2 h en agitacién y se lavaron con &cido acético
glacial al 3% (2/20 min). Las glicoproteinas fueron visualizadas con una excitacibn maxima a

280nm y una emision maxima de 530nm.

Tincion con Sypro Ruby (proteinas)

Después de la deteccion de las glicoproteinas con Pro Q Emerald,
los geles fueron tefidos con Sypro Ruby (Multiplex Proteomics) (50, 51);
este colorante compuesto de rutenio y un complejo organico, interactia
con las proteinas por mecanismos electrostaticos, es ultrasensible y
luminiscente. El gel se fij6 en metanol 50%- acido acético 7% en agua
destilada durante 30 min en agitacion ligera; posteriormente fue lavado
con agua ultrapura (3/10 min) y se incub6 en la solucién de tincion Sypro
Ruby durante toda la noche en oscuridad y agitacién constante; se lavd
en una solucién 10% metanol -7% acido acético (2/30 min). Las proteinas
fueron detectadas a una excitacion maxima de 280/ 450nm y a una

emisidon maxima cercana a los 610 nm.



Composicion de carbohidratos

La composicién de carbohidratos del extracto de T. cruzi fue determinada por cromatografia
de gases (52). El extracto del parasito fue dializado con agua destilada durante 48 h a 4°C y
liofilizado. Posteriormente, 100ug de muestra (peso seco) fue sometida a hidrdlisis con
metanol/HCI 5N durante 24h a 100°C, se dej6 enfriar y se neutralizé con AgNOs, pH 6.0.
Posteriormente las moléculas fueron reacetiladas con anhidrido acético en oscuridad
absoluta durante toda la noche y se extrajeron los acidos grasos con heptano. La muestra se
secd con una corriente de Ny, se resuspendi6 en piridina y los alditoles liberados se derivaron
con trifluoroacético. El analisis de los derivados trifluoro-acetil alditoles se realiz6 en un
cromatégrafo de gases mod. Varian 2100 (Université Paris-Sud 11, Orsay, France) equipado

con un detector de ionizacion de flama.

Electrotransferencia revelada con lectinas

Después de transferir el gel a una membrana de nitrocelulosa, esta fue bloqueada con
albumina sérica bovina (ASB) al 5% (SIGMA), TBS pH 7.4 / Tween 20 (2%) durante 1 hora a
temperatura ambiente (53). Después de bloquear la membrana se realizaron tres lavados
rapidos con TBS pH 7.4 / Tween 20 (2%) y se incubaron con las lectinas que se muestran en

la tabla 2.



Las lectinas fueron proporcionadas por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
medicina de la UNAM y se utilizaron en dilucion 1:25 000 en TBS / Tween20 (2%) en
agitacion constante durante 3 h. a temperatura ambiente y 9 h. a 4°C. Se realizaron cinco
lavados de 10 min a temperatura ambiente con TBS — Tween 20 al 2% en agitacion ligera.
En el caso de Con A y WGA, las lectinas estaban conjugadas a peroxidasa por lo que se
revelaron inmediatamente. En el caso de las lectinas biotiniladas MAA, SNA, ALL, MRL y
MEA las membranas fueron incubadas con estreptovidina conjugada a peroxidasa (Pierce) a
una dilucién 1:10 000 durante 2 h. Se lavaron 5 veces durante 10 min con TBS — Tween 20 al
2% en agitacion ligera. Todas las membranas se revelaron con la solucion de deteccién (ECL
Western blotting detection reagents; Amersham Biosciences) durante 2 min a temperatura
ambiente; después de lo cual las membranas de nitrocelulosa fueron expuestas a placas de

autoradiografia (Kodak) y se revelaron.



Tabla 2. Lectinas empleadas y sus principales caracteristicas (54).

ectina PM (kDa) Afinidad
Canavalia ensiformis Con A 26 a-D-Man, a-D-Glc
Triticum vulgaris WGA 36 N-acetil B-D-glucosamina
Maackia amurensis MAA 35-40 Neu5Ac a-2,3-Gal/GalNAc
Sambucus nigra SNA 36 — 38 Neu5Ac a-2,6-Gal/GalNAc
Amaranthus leucocarpus ALL 35 Galp-1,3GalNAco-1,0-Ser/Thr
Macrobrachium rosenbergii MRL 19 Neu5,7,9Ac2

Electroforesis en dos dimensiones

Para realizar la electroforesis en dos dimensiones, el extracto fue preparado mediante
precipitacion con TCA/Acetona. Se mezcl6 el extracto proteico con acetona fria al 100% vy
acido tricloroacético (TCA) 100% en proporcién 1:8:1 y se incub6 1 h a -20°C. Posteriormente
se centrifugd a 11500 RPM durante 15 min a 4°C, se lavo 2 veces con acetona fria, se
descartd el sobrenadante y el precipitado se disolvié en amortiguador de muestra 2-D (Urea
7M, Thiourea 2M, CHAPS 4%, amortiguador IPG 4-7 2%, DTT 40 mM y agua bidestilada). Se
dejé estabilizar la solucién por 1 h a temperatura ambiente, agitando cada 10 min vy
finalmente se transfirié a un tubo de 2 ml para ser conservado a -40°C hasta su uso.

La separacidn proteica por punto isoeléctrico (pl) y peso molecular se realizé con base en el
sistema de O’Farrell (5). La primera dimensién se realizd en tiras IPG de 13 cm con un
rango de separacion por punto isoeléctrico (pl) de 4 a 7. Las tiras fueron hidratadas durante
toda la noche con solucion de rehidratacion (Destreak rehydration solution) con IPG Buffer 4-
7 al 2% y 200ug del extracto proteico previamente preparado. Se corrid en un equipo

Multiphor Il de GE en tres pasos, acumulando un total de 16 a 21 KVh.



Una vez enfocada la tira, se procedié a equilibrarla para realizar la segunda dimension, para
lo cual, se coloco en agitacion suave por 15 min con amortiguador de equilibrio SDS (Urea
6M, Glicerol 29.3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002% en 200ml de agua bidestilada) con
1% de DTT y en un segundo paso por 15 min con amortiguador de equilibrio SDS con 2.5 %
de lodacetamida. La segunda dimensién se corridé en un gel comercial pre-hecho con
acrilamida al 12.5% (ExcelGel SDS homogeneus 12.5 GE 80126101), con un marcador de
peso molecular de amplio rango (Precision Plus Protein Standards, BIO-RAD 161-0374). Se
corrié en un equipo Multiphor 1l en dos pasos con las siguientes condiciones: 120 V, 20 mA,
30 W por 40 min y 600 V, 50 mA, 30 W por 70 min. Los geles fueron teiidos con con azul de
Coomassie G-250 (Bio-Rad). Los componentes se analizaron con el software PDQuest (Bio-
Rad). Estos procedimientos se realizaron en el departamento de Genética y Biologia

Molecular del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN.

Obtencion de sueros humanos

Los individuos positivos a la infeccidn por T. cruzi, mexicanos menores de 18 afos, fueron
identificados mediante serologia convencional, el criterio de seropositividad se determiné con
reactividad en 2 técnicas realizadas en el Laboratorio de Biologia de Parasitos de la
Facultad de Medicina de la UNAM (ELISA indirecta e Inmunofluorescencia indirecta), segun
marcan los lineamientos de la OPS/OMS. La fase clinica de la enfermedad, se determino
con base en los hallazgos obtenidos en el estudio clinico-cardiolégico que consistié en
historia clinica disefiada ad-hoc y estudio electrocardiografico realizado a cada individuo; la
interpretacion electrocardiografica, se realizdé en el Instituto Nacional de Cardiologia “Dr.
Ignacio Chavez”. Adicionalmente, se obtuvieron sueros de individuos no infectados con este

parasito (controles de la misma edad y procedencia) y de individuos con diagnostico de



leishmaniasis cutanea localizada y leishmaniasis cutanea diseminada, causadas por el
parasito filogenéticamente cercano Leishmania spp. y que comparte zonas de distribucion
geografica. Estos ultimos sueros, fueron proporcionados por la Dra. Ingerborg Becker del
Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM. Se realiz

el andlisis estadistico para determinar sensibilidad y especificidad de los procedimientos.

Determinacion de componentes inmunodominantes y evaluacion del Western-blot para

diagnéstico

Los ensayos de Western-blot se realizaron siguiendo en términos generales el procedimiento
descrito por Towbin (53). Después del corrimiento electroforético, se realizé la transferencia a
membranas de nitrocelulosa con poro de 0.45 pm en un aparato Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer (Bio-Rad®) a una diferencia de potencial constante de 15 volts durante 30 min. Una
vez concluida la transferencia, la nitrocelulosa fue bloqueada con PBS/Tween 20 0.3%/leche
5% durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion ligera. Se realizaron 3 lavados y se
incubaron los sueros reactivos y no reactivos a T. cruzi (primer anticuerpo) en dilucién 1:200
con PBS/Tween 20 0.3%/leche 5% a 4°C en agitacion ligera durante la noche. Se realizaron
tres lavados y posteriormente se incub6 con el segundo anticuerpo, anti IgG humana
conjugado a peroxidasa (Zymed) en dilucion 1: 20 mil con PBS/Tween 20 0.3% durante 2 h a
temperatura ambiente en agitacion ligera. Se realizaron 5 lavados y se reveld con el sustrato
DAB (3,3’ Diaminobenzidina) (Bio-Rad) en oscuridad durante 15 min. La reaccién se detuvo
con agua destilada.

Para determinar las concentraciones Optimas para realizar este procedimiento con fines

diagnosticos, se emplearon diferentes concentraciones del primer y segundo anticuerpo. La



interpretacion se basé en los criterios establecidos por Teixeira (14, 55) donde se considera
un suero positivo cuando existe reconocimiento de 5 o mas componentes proteicos, no
concluyente cuando se presentan de 1 a 4 y negativo cuando no reconoce ninguno. Una vez
estandarizado el procedimiento, se determind el peso molecular de los componentes
detectados por sueros de individuos seropositivos; se realiz6 el procedimiento con los sueros
de los individuos cursando clinicamente las fases crénica asintomatica y sintomatica de la
enfermedad, asi como en los negativos para T. cruzi y reactivos a L. mexicana. Se
obtuvieron los valores de sensibilidad y especificidad de la prueba con los sueros empleados,
para lo cual se realizd una tabla de contingencia y se utilizaron las formulas que se describen

a continuacion (56).

Tabla de contingencia:

ESTANDAR DE ORO
(Positividad a dos pruebas
convencionales)

+ -
PRUA{EBA + VP Ep
EVALUAR
(Western-blot) - FN VN

Donde:

VP: Verdaderos positivos (Reactivo con ambas pruebas)

FP: Falsos positivos (No reactivo con el estandar de oro y Reactivo con la prueba a evaluar)
FN: Falsos negativos (Reactivo con el estdndar de oro y No Reactivo con la prueba a
evaluar)

VN: verdaderos negativos (No reactivo en ambas pruebas)

Sensibilidad = VP/VP + FN X 100

Especificidad= VN/FP + VN X 100



Electroinmunotransferencia a partir de geles en dos dimensiones

Después de realizar la electroforesis en dos dimensiones, por el procedimiento previamente
descrito, los geles fueron separados de la base plastica en que se encontraban y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa con poro de 0.45 um en un aparato Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer (Bio-Rad®) a una diferencia de potencial constante de 15 volts durante 90
min. Una vez concluida la transferencia, la nitrocelulosa fue bloqueada con PBS/Tween 20
0.3%/leche 5% durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion ligera. Se realizaron 3
lavados y se incubaron los sueros seleccionados de pacientes en fase crdnica sintomatica y
asintomatica de la enfermedad de Chagas (primer anticuerpo) en dilucion 1:400 con
PBS/Tween 20 0.3%/leche 5% a 4°C en agitacién ligera durante la noche. Se realizaron tres
lavados y posteriormente se incub6 con el segundo anticuerpo, anti IgG humana conjugado a
peroxidasa (Zymed) en dilucion 1:20 mil, durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion
ligera. Se realizaron 5 lavados y se revelé por quimioluminiscencia, empleando los reactivos

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo scientific).

Determinacion de componentes proteicos inmunodominantes compartidos vy

especificos de fase indeterminada o crénica

Se determind el peso molecular de los componentes reconocidos por los sueros de pacientes
seropositivos y se calcularon estadisticamente la media y mediana del numero de
componentes detectados en cada una de las fases; también se obtuvo el porcentaje de

presencia de cada uno de los componentes y se compar6 entre ambas fases clinicas.



Caracterizacion por MALDI-TOF

Después de la electroforesis en una dimension, la banda seleccionada fue escindida del gel
con una hoja de bisturi y sometidas a digestion con 0.05 mg de tripsina en 500 pl de
bicarbonato de amonio, pH 8.0 por 24 h, 37° C y después a 2° C durante 4 h para inhibir la
actividad enzimatica. La mezcla fue secada por evaporacion usando un evaporador de
centrifuga “Gyrovap” (Howe, Londres) y preparada mezclando directamente en la matriz 1 ml
del producto de reaccién (50 pM) y 1 ml de acido 2,5-dihidroxibenzoico, la mezcla se dej6
cristalizar a temperatura ambiente. Los iones positivos de los péptidos fueron detectados por
su tiempo de vuelo, en un espectrometro de masas Vision 2000 (MALDI-TOF, Finnigan MAT
Bremen, Germany) equipado con un lector UV a 337 nm. Los espectros de masa fueron
determinados en modo reflectron bajo 8 keV de voltaje de aceleracion y deteccién positiva.
Como controles se utilizaron muestras de Tripsina para identificar sus péptidos que forman el
fondo del experimento y Angiotensina como estandar (Mr 296.7). Las masas de los iones
fueron comparadas con las bases de datos UniProtKB/Swiss-Prot y UniProtKB/TrEMBL

(Expasy http://www.expasy.org/cgi-bin/aldente/form.cg).



RESULTADOS

Concentracion de proteinas y carbohidratos totales del extracto

La determinacion de proteinas y carbohidratos totales se realizé por los métodos del acido

bicinconinico y fenol sulfurico de Dubois respectivamente. Los resultados obtenidos (Tabla 3)

muestran una concentracion cerca de 10 veces mayor de proteinas que de carbohidratos.

Tabla 3. Concentracién de proteinas y carbohidratos totales del
extracto de 7. cruzi

Proteinas 6.65 mg/ml

Carbohidratos 0.70 mg/ml

SDS-PAGE del extracto proteico

El analisis del patron electroforético, mostré componentes entre 10 y 250 kDa. Se destacan
aquellos con pesos moleculares de 90, 80, 65, 46, 44, 38, 35, 32, 27 y 24 kDa. Como se
observa en la figura 7, la mayoria de los componentes puede observarse en el gel con

acrilamida al 12.5%.
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Figura 7 Patrén electroforético del extracto de el aislado TQ de 7. cruzi con 100ug de proteina por carril en
SDS-PAGE con acrilamida en diferentes concentraciones: 7.5%, 10%, 12.5% y 15%. .Marcador de pesos

manlamrilarac Rin vad

Tincién con pro Q Emerald (glicoproteinas) y Sypro Ruby (proteinas), en geles de
poliacrilamida

El patron de proteinas obtenido con la tincién con Sypro Ruby, figura 8 (derecha), permiti6 la

identificacion de un total de 13 proteinas entre 79 y 11 kDa, con pesos moleculares de 75,



71, 64, 53, 40, 38, 30, 27, 22, 20, 18, 14 y 13 kDa. La regién entre 50 y 37 kDa presento
mayor abundancia proteica, a diferencia de las proteinas de alto peso molecular. Para
determinar proteinas glicosiladas, se realiz tincion con el reactivo proQ Emerald para ser
comparado con el perfil obtenido en la tincibn con Sypro Ruby. En el patrén de
glicoproteinas, figura 8 (izquierda) se identificaron un total de 15 componentes ubicados
entre 250 y 13 kDa, con pesos moleculares de 250, 75, 71, 64, 53, 40, 38, 34, 30, 27, 22, 20,
18, 14 y 13 kDa. La regiéon donde se observé la mayor abundancia de glicoproteinas fue
entre 55 y 25 kDa (Figura 8). Todas las proteinas reveladas con Sypro Ruby fueron también
identificadas con la tincion con el proQ Emerald.

Glicoproteinas Proteinas
kDa kDa
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Figura 8. Tincién de glicoproteinas con proQ Emerald y proteinas con Sypro
Rubi. Extracto del aislado TQ en SDS-PAGE al 12.5% de acrilamida, 200 ug
de proteina por carril.




Composicion de Carbohidratos

La composiciéon de carbohidratos presentes en el extracto proteico total, se determind por
cromatografia de gas. Los resultados muestran la presencia de varios monosacaridos tales
como Galactosa (Gal), Manosa (Man), Glucosa (Glc), N-acetil glucosamina (GlcNAc), Xilosa
(Xyl) y Ribosa (Rib). Por otra parte, no se identificé la presencia de Fucosa (Fuc), N-acetil
galactosamina (GalNAc), Ac Neuraminico (NeuAc), Ramnosa (Rham), Arabinosa (Ara), acido
glucu y galactourdnico (GlucUA y GalUA). Los porcentajes totales calculados, muestran que
el carbohidrato mas abundante es GIcNAc con un 63.62%, segun se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de monosocaridos obtenidos por cromatografia de gas a partir del extracto proteico

total.

Fuc 0%
Gal 11.90%
Man 9.53%
Glc 9%
GalNAc 0%
GlcNAc 63.62%
NeuAc 0%

Xyl 0.73%
Rham 0%
Ara 0%
Rib 5.18%
GlucUA 0%
GalUA 0%

Ensayos con Lectinas

Para identificar a que glicoproteinas presentes en los extractos corresponden los diversos

carbohidratos identificados, se realizd un ensayo de electrotransferencia revelado con



diferentes lectinas. Se identificaron para Canavalia ensiformis (Con A) 12 glicoproteinas entre
79 y 11 kDa siendo méas aparentes las de 27, 24 y 18 kDa; para Triticum vulgaris (IWGA) se
identificaron 14 glicoproteinas de los siguientes pesos moleculares de entre 90 y 11 kDa
siendo mas aparentes las de 79, 72, 70, 63, 41 y 27 kDa; para Maackia amurensis (MAA),
Sambucus nigra (SNA), Amaranthus leucocarpus (ALL) y  Macrobrachium rosenbergii
(MRL), se present6 reconocimiento principalmente para 4 glicoproteinas de 250, 150, 100 y
67 kDa vy en el caso de SNA, una mas de 81 kDa. En la figura 9 se muestran los

componentes reconocidos por las diferentes lectinas.
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Figura 9. Reconocimiento de las lectinas: Con A, WGA, MAA, SNA, ALL y MRL por los componentes del
extracto proteico del aislado TQ de T. cruzi en SDS-PAGE 12.5%, 100ug de proteina por carril.




Electroforesis 2D

El analisis del gel, mostré aproximadamente 300 puntos, los cuales como se observa en la

figura 10, se encuentran principalmente entre los 25y 100 kDa con pl entre 4.5y 7.
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Figura 10. Electroforesis 2D con 500ug de proteina del extracto proteico del aislado TQ de 7. cruzi. Rango de pl 4-7,
gel de acrilamida al 12.5% Teiiido con azul de Coomasie.



Obtencidén y seleccion de sueros

Se seleccionaron 17 sueros reactivos a T. cruzi, todos de mexicanos menores de 18 anos.
Siete de los cuales, fueron obtenidos de pacientes diagnosticados en fase crénica
asintomdtica y diez de pacientes en fase cronica sintomatica, acorde con los criterios
establecidos por la OMS (28, 57). Adicionalmente se obtuvieron 4 sueros de pacientes
negativos a la infeccidén y 1 suero positivo de un individuo con diagnéstico de Leishmaniasis
cutanea localizada (LCL) y otro de Leishmaniasis cutanea diseminada (LCD) para descartar
cruce inmunoldgico con la infeccién por Leishmania spp. En la tabla 5 se muestran los datos

empleados para la clasificacion de las muestras.

Tabla 5- Datos empleados para la clasificacion por fase clinica de los pacientes

©CoOoONOOOABRWN =

Seropositividad a Presencia

T. cruzi

Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
Si a 2 pruebas
No

No

No

No
Seropositivo
Leishmania
Seropositivo
Leishmania

sintomas

Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

de Alteraciones

electrocardiografic
as

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Fase Clinica

Cronica Sintomatica
Crénica Sintomatica
Cronica Sintomatica
Crénica Sintomatica
Cronica Sintomatica
Crénica Sintomatica
Cronica Sintomatica
Crénica Sintomatica
Cronica Sintomatica
Crénica Sintomatica
Cronica asintomatica
Cronica asintomatica
Cronica asintomatica
Cronica asintomatica
Cronica asintomatica
Cronica asintomatica
Cronica asintomatica
No infectado

No infectado

No infectado

No infectado
Leishmaniosis cutanea
localizada
Leishmaniosis cutanea
diseminada




Western-blot

Se determin6 que la cantidad adecuada de proteinas por pozo es de 20 ug, la membrana se
incubd con el suero en dilucion 1:300 y el anticuerpo anti IgG conjugado a peroxidasa, en
dilucién 1:20 mil. El procedimiento se realizé con los 23 sueros (17 reactivos, 4 no reactivos y

2 reactivos a L. mexicana).

Todos los sueros positivos mostraron concordancia reactiva con el Western-blot, cuyos
patrones de reconocimiento se muestran en la Figura 11a; los sueros no reactivos y de
individuos infectados con Leishmania que se muestran en la Figura 11b no mostraron
reconocimiento a ningun componente por lo que el analisis mostré6 sensibilidad y

especificidad de 100% .

Se cuantificé el nimero de fracciones identificadas por cada uno de los sueros reactivos y
como se muestra en la tabla 6, ninguno de los cuales presento un resultado de interpretacion
no concluyente (de 1 a 4 componentes reconocidos). Se determiné que el 50% de los sueros
de individuos cronicos sintomaticos reconocen mas de 15 fracciones de diferentes pesos

moleculares, mientras que el 71.4% de los asintomaticos reconocen entre 10 y 14 fracciones.
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Figura 11a. Componentes proteicos reconocidos por los sueros reactivos a 7. cruzi; 10 de individuos en fase crénica sintomatica y 7 en fase asintomatica. Al
extremo izquierdo, como control, se muestra el reconocimiento con un pool de sueros reactivos. SDS-PAGE 12.5 % de acrilamida del extracto proteico del
aislado TQ de T. cruzi con 20 pg de proteina por carril, Segundo anticuerpo Anti IgG conjugada a peroxidasa revelado con 3,3 DAB.
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Figura 11b. Componentes proteicos reconocidos por los sueros no reactivos a 7. cruzi; 4 de individuos sanos, 1
con Leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) y 1 con Leishmaniasis cutdnea diseminada (LCD). Al extremo
izquierdo, como control, se muestra el reconocimiento con un pool de sueros reactivos a 7. cruzi. SDS-PAGE
12.5 % de acrilamida del extracto proteico del aislado TQ de T. cruzi con 20 pg de proteina por carril, Segundo
anticuerpo Anti IgG conjugada a peroxidasa revelado con 3,3 DAB



Tabla 6. Namero y porcentaje de componentes identificados por los diferentes sueros

Numero de Cronicos Cronicos Negativos
componentes Sintomaticos Asintomaticos
identificados

Se calcularon los pesos moleculares de los componentes reconocidos por los diferentes
sueros y se determiné la presencia de tres componentes inmunodominantes de 27, 34 y 38
kDa reconocidos por la totalidad de los sueros de individuos infectados, tanto sintomaticos
como asintomaticos. En la tabla 7 se muestra que presentan un 100% de reconocimiento,

otros componentes con alto porcentaje de reconocimiento son los de 91,75y 71 kDa.



Tabla 7. Porcentaje de reconocimiento de los componentes en las fases clinicas de la

enfermedad de Chagas.

Sintomaticos Asintomaticos Total

Marcador

Respecto a la busqueda de componentes diferenciales entre las fases clinicas de la
enfermedad de Chagas, se observa una tendencia a reconocer mayor numero de
componentes reactivos con los sueros de pacientes en fase cronica sintomatica, en especial

un grupo de componentes entre 28 y 34 kDa.



El Western-blot en 2D, se realizd6 empleando un suero de un individuo en fase crénica
sintomatica (figura 12a) y uno de asintomatica (figura 12b), en los cuales se encontraron
reconocimientos diferentes, principalmente de componentes con pl 5-6 y peso molecular

entre 18 y 38 kDa. El control negativo no mostré ningun reconocimiento.

pl 4 5I 5 7

Figura 12a. Western-blot en 2D del extracto proteico de 7. cruzi, retado con el suero de un individuo en
fase crénica sintomadtica en dilucién 1:400. pl 4-7, acrilamida al 12.5%, 200 pg de proteina, segundo
anticuerpo Anti IgG conjugado a peroxidasa en dilucién 1:20 mil, revelado por quimioluminiscencia.
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Figura 12b. Western-blot en 2D del extracto proteico de 7. cruzi, retado con el suero de un individuo en
fase crénica asintomadtica en dilucién 1:400. pl 4-7, acrilamida al 12.5%, 200 pg de proteina, segundo
anticuerpo Anti IgG conjugado a peroxidasa en dilucién 1:20 mil, revelado por quimioluminiscencia.




MALDI-TOF

Se seleccion6 para analizar por espectrometria de masas un componente proteico
inmunodominante de 38 kDa reconocido por sueros de individuos en fase crénica sintomatica
y asintomatica. Los péptidos tripticos obtenidos, fueron comparados con diversas bases de

datos.

Tabla 8. Identificacién de las Masas monoisotropicas de la proteina de 38kDa del aislado de Tequesquitengo

2280.773 2281.110 111-129 DVNNTVPFMRAWECLITSK
1532.640 1532.881 286-299 RNPLLPGALAAFHR

1376.571 1376.780 287-299 NPLLPGALAAFHR

2383.652 2384.096 316-337 VEVAEVAESDEDAASAEDRVHR

Las masas monoisotropicas del espectro LS/MS resultantes de la digestion con tripsina del
aislado ITRI/MX/1991/TQ (38kDa) fueron identificados al comparar sus valores relativos con
los obtenidos de las bases de datos  UniProtKB/Swiss-Prot y UniProtKB/TrEMBL
(19/03/2011). La proteina relacionada corresponde a una Proteina hipotética de 379 a.a., no
caracterizada de Leishmania major con 40.67 kDa y un pl de 5.05; el porcentaje de cobertura

fue del 15% y un Score normalizado de 2.18 (NUmero de acceso Q4FXT3_LEIMA (19)).



DISCUSION

El diagnéstico de la infeccién por T. cruzi, es de gran importancia epidemioldgica, clinica y
para la prevencion de la transmision. Durante la fase aguda de la enfermedad se
recomiendan técnicas parasitoldégicas que permiten observar e incluso aislar al parasito; sin
embargo, en la fase crdnica, disminuye la parasitemia y se recomienda la deteccion de IgGs
especificas.

Los antigenos empleados para el diagnéstico de T. cruzi, generalmente estan representados
por fracciones proteicas y glucoproteicas totales, semipurificadas, purificadas o incluso
parasitos enteros. En el presente trabajo, se emplean agentes solubilizantes en el proceso de
extraccion y se separa la fraccion soluble; se utilizo el extracto del aislado ITRI/MX/1991/TQ,
debido a que previamente ha sido caracterizado para su empleo con fines diagnosticos en
México, y que al ser comparado con otros aislados, ninguno de estos ha mostrado
inmunodominancia ni se han encontrado mecanismos de variacion antigénica como ha sido
comprobado en T. brucei. Por lo anterior y porque es posible obtener gran cantidad de
parasitos en medio de cultivo, es que el estadio de epimastigote es el mas socorrido para la
obtencién de antigenos para el diagnéstico y el cual también se emplea en el presente

trabajo (21, 31, 58-60).

El patron electroforético muestra componentes con pesos moleculares entre 250 y 18 kDa,
entre los que destacan, por su apariencia los de 90, 85, 65, 46, 43, 38, 34, 32, 27,25y 18
kDa, lo cual coincide con el trabajo realizado por Bucio en 1999 y es similar a lo
encontrados por de Lima y colaboradores, que observan 13 bandas glicopeptidicas de
las cuales 5 fueron dominantes en intensidad; sin embargo, se ha observado que con

otras metodologias de extraccion, se presentan diferencias en la cantidad y relevancia



de algunas bandas proteicas, como lo explican Schechter y Nogueira en 1988, quienes
observan que los procesos de lavado, de lisis y la adicion de inhibidores de proteasas
alteran el perfil de componentes que se pueden observar en la electroforesis (29, 61,

62).

La metodologia de la extraccion proteica, teéricamente favorece la presencia de
proteinas de membrana, debido a la accion solubilizarte del detergente. Para confirmar
la presencia de glicoproteinas en el extracto del parasito, se realizaron ensayos con el
reactivo Pro Q Emmerald, lo cual mostro 15 componentes y con la tincion con Sypro
Ruby (especifica para proteinas), se detectaron 13 de las 15 glicoproteinas, lo cual
confirma que todas las proteinas detectadas se encuentran glicosiladas; respecto a
los 2 componentes que solo se detectaron con Pro Q Emmerald, es posible que sean
proteinas con una inusual proporcion de carbohidratos respecto a la fraccion
peptidica; con lo anterior, se concluye que el extracto proteico esta compuesto

principalmente por glicoproteinas de membrana.

Debido a la amplia glicosilacion observada en el patron electroforético del extracto, se
determindé por cromatografia de gases la composicion de monosacaridos, la cual
mostro que estaban representados principalmente por N-acetil glucosmina (63.62%), lo
cual corresponde a lo descrito por otros autores, ya que las proteinas de superficie,
especialmente mucinas de T. cruzi, presentan O-glicosilaciones con N-acetil
glucosamina. Otros carbohidratos, detectados en menor proporcion fueron galactosa
(11.9%), manosa (9.53%) y glucosa (9%), los cuales son los principales constituyentes

de la elevada proporcion de carbohidratos (19-56%) de los componentes de 90, 85, 72,



37, 31 y 25 kDa, obtenidos por cromatografia de afinidad a lectinas (60).
Adicionalmente, estos monosacaridos, también se ha visto que son componentes de
los GPI que unen proteinas a la membrana del parasito (23). Finalmente, respecto a la
presencia de ribosa (5.18%) y xilosa (0.73%), estos compuestos, han sido encontrados

en la glicoproteina de superficie de 72 kDa (63).

Para identificar los carbohidratos presentes en los componentes del patron
electroforético, se realizaron ensayos con lectinas; estos resultados son congruentes
con lo descrito previamente respecto a la cromatografia de gases, ya que la WGA que
reconoce N-acetil glucosamina, se unio a componentes a todo lo largo del patron
electroforético y de forma mas evidente a los de 90, 71, 53, 40 y 27 kDa. De igual forma,
la deteccion de manosa y glucosa (Con A) fue amplia y se correlaciona con las
proporciones previamente determinadas por la cromatografia de gases con lo que se
confirma lo descrito en la literatura para epimastigotes, donde se sugiere que estos
carbohidratos son esenciales para la supervivencia en el insecto, ya que le permiten
protegerse de las proteasas, unirse a la membrana intestinal del triatomino, establecerse y
llevar a cabo su reproduccion (4, 64).

Respecto a las otras lectinas empleadas, ALL que reconoce e GalB(1, 3)GalNAc (65), detectd
4 componentes con pesos moleculares de 250, 150, 100 y 67 kDa (figura 9); MRL, MAA y
SNA reconocen acido sialico y detectaron los mismos 4 componentes y las 2 ultimas,
reconocieron un componente adicional de 81 kDa. Se ha reportado que las mucinas de T.
cruzi se pueden clasificar en derivadas de las formas de insecto con peso molecular entre 35
y 50kDa y las derivadas de mamifero localizadas entre 60 y 200 kDa, las cuales se

caracterizan por presentar el epitope Ssp-3 que contiene acido sialico y una Galp (1,3)



GalNAc (66, 67); estas caracteristicas, coinciden con lo detectado en los ensayos y ayudaria
a explicar porque reconocen practicamente los mismos componentes; sin embargo, nuestro
extracto es de epimastigotes (forma reproductiva en insecto y medios de cultivo), por lo que

seria necesario verificar si se trata de los mismos.

Respecto al patron observado en electroforesis 2D se identificaron aproximadamente
300 puntos, distribuidos principalmente en el rango de pl entre 4.5 y 7; esto difiere de
trabajos previos donde se han localizado incluso 500 en este mismo rango (21, 58, 68);
esto puede deberse a que el proceso de extraccién empleado en este trabajo, favorece la
presencia de proteinas de membrana a diferencia de otros reportes, donde se obtienen
extractos totales. Incluso, con el empleo de variantes de la metodologia del IEF, se han
reportado cerca de 700 puntos con pl entre 6 y 11, de los cuales 400 estan por encima de 7
(69). Estas diferencias en el extracto proteico podrian representar una limitante, debido a

que se reduce el espectro de posibles blancos antigénicos.

Al comparar los pesos moleculares de los componentes detectados en la electroforesis en
una dimensién con los presentes en la electroforesis 2D podemos observar que no se trata
de componentes unicos, sino de diferentes proteinas con el mismo peso molecular que
comigran y se observan como una sola banda; esto es un hecho ampliamente reportado en
la literatura y es necesario senalarlo, debido a que la gran mayoria de los ensayos realizados
para este trabajo fueron en corrimientos electroforéticos sencillos y por tanto, no es posible
definir si la afinidad o resultados observados para una banda correspondan a una sola

proteina o a un grupo de ellas.



En el andlisis de la reactividad mostrada con los sueros humanos de casos asintomaticos y
sintomaticos, se encontrarén hasta 20 componentes reconocidos, sin; sin embargo, nos
llama la atencién, la presencia de tres componentes con pesos moleculares de 38, 34 y 27
kDa en la totalidad de los sueros con reactividad a T. cruzi, ademas de otros tres presentes
aproximadamente en el 90% con pesos de 91(88%), 75 (94%) y 71 kDa (88%). Al respecto,
otros autores, sefalan diversos patrones de reconocimiento como son los trabajos de
Teixeira y colaboradores en 1994 encuentran 74% y 100% de reconocimiento de sueros de
Chagasicos por las proteinas de 55 y 75 kDA respectivamente, ese mismo ario, O’Daly y
colaboradores, describen un componente de 42 kDa, reconocido por la mayoria de los
sueros reactivos a T. cruzi Reiche y colaboradores (1998) encuentran también el
componente de 30 kDa con reconocimiento en el 82.35% de los sueros, y el grupo de Pereira
(2000) observa una elevada sensibilidad y especificidad en el diagnéstico con los
componentes de 46 y 58 kDa (14-16, 47, 55, 70). En trabajos realizados con extractos
proteicos de aislados mexicanos, Sanchez y colaboradores (2001) encuentran un amplio
rango de patrones de reconocimiento, donde destaca el componente de 32 kDa reconocido
por el 100% de los sueros de pacientes crénicos sintomaticos, ademas de otros seis
componentes inmunodominantes y ese mismo afio en un estudio en el estado de Morelos,
Rangel-Flores y colaboradores encuentran reconocimiento por entre 1 y 6 componentes en
sueros de individuos seropositivos, destacando el de 74 kDa reconocido por 86% (16, 33).
Los pesos moleculares de los componentes inmunodominantes obtenidos en el presente
trabajo, son muy cercanos a algunos de los previamente reportados por otros autores, como
son los de 90, 75 o0 74 y 30 kDa, por lo que consideramos podria tratarse de los mismos,
aunque cabe destacar que la cantidad de componentes reconocidos por los sueros de los

diferentes trabajos es muy variable. Al comparar los diferentes estudios, nos damos cuenta



de la complejidad de los componentes de T. cruziy la variabilidad de los perfiles antigénicos
que se pueden observar con las diferentes metodologias de extraccion, por lo que no existe
un consenso definitivo acerca de la definicién de los principales antigenos de T. cruzi. Al
comparar los patrones de reconocimiento observados en las diferentes fases clinicas, no se
encontré un patrén o componente diferencial que permita discriminar entre ambas fases; sin
embargo, los resultados obtenidos, permiten definir que el numero de componentes
reconocidos, puede plantearse como un indicador, ya que, individuos sintomaticos reconocen
mayor cantidad de componentes, particularmente, un grupo entre 28 y 31 kDa que se
observaron, en el 80% de los casos sintomaticos y 43 y 57% de los asintomaticos, lo cual
concuerda con lo reportado por O’Daly, que con Western-blot realizado con extractos totales,
de superficie y de secrecion, no encuentra correlacion de algun patron o titulo de anticuerpos
con la severidad de la enfermedad, resultados, también similares a lo observado por Pereira
y Reiche y por Rangel-Flores, quien no encuentra asociacion entre alteraciones
electrocardiograficas y titulos de anticuerpos en ELISA o bandas presentes en Western-blot

(15, 33, 34, 47).

Al observar que la gran complejidad de la constitucién molecular del parasito sobrepasa los
limites de resolucion del inmunoblot, se realiz6 el mapeo de los componentes inmunogénicos
en dos dimensiones, con el empleo de un suero de un caso asintomatico y otro de un
sintomatico; sin embargo, la gran cantidad de suero que se requiere para realizar la técnica,
no permiti6 tener muestras suficientes para realizar mas ensayos. De esta manera, se
encontraron algunas marcas de reconocimiento que en el caso del suero del paciente
asintomatico correspondieron principalmente a la zona con pl entre 5-6.5 dentro del rango de

pesos entre 20 y 50 kDa, zona que concuerda con los pesos moleculares de los



componentes detectados en una dimension con reactividad en el 100% de los sueros. En el
caso del suero del individuo asintomatico, se detectaron marcas similares pero en un rango
de 30 a 50 kDa; sin embargo, al ser solamente 2 sueros no es posible determinar la
frecuencia con que se presentan y mucho menos si pudieran ser especificas de fase clinica.
En la literatura no se encontrd ningun trabajo donde se realice esta técnica empleando
extractos crudos o semipurificados del parasito; a la fecha, existe un solo trabajo reportado
donde se emplearon antigenos de excrecion secrecion y en el cual reportan que la isoforma
de aproximadamente 6.4 (pl) de la proteina de 150-160 kDa, se hace inmunodominante con
la progresiéon de la enfermedad; sin embargo, los sueros que emplean los dividen en fase

aguda temprana, aguda tardia y crdnica, sin diferenciar entre sintomatica y asintomatica (36).

Posteriormente, en el Instituto Nacional de Cardiologia se hicieron estudios clinicos
ecocardiograficos a la mayor parte de los casos cuyos sueros fueron empleados en este
trabajo; en ellos se detectaron lesiones cardiacas de leves a moderadas, incluso en
individuos previamente clasificados como asintomaticos. Esto ha sido reportado en trabajos
previos, aunque en menor proporcidn de pacientes (71). Con base en estos hallazgos, se
reclasificaron los sueros dividiéndolos en individuos con algun tipo de lesion y totalmente
asintomaticos con lo que el lote de individuos, inicialmente caracterizados como
asintomaticos se redujo drasticamente de 7 a 1 lo que dificultdé el poder realizar una
comparacién en la busqueda de algun patrén especifico de fase. Estos resultados, aunados
a lo observado el Western-blot, nos permiten confirmar el hecho de que no existe realmente
una fase asintomatica en la enfermedad, sino que la ausencia de signos y sintomas puede

deberse a varios factores relacionados tanto con la respuesta del sistema inmune que



disminuye la multiplicacién parasitaria, asi como con los mecanismos compensatorios que se

presentan antes de que aparezca la sintomatologia cardiaca.

Finalmente, se analizé por espectrometria de masas el componente de 38 kDa, debido a que
este fue reconocido por la totalidad de los sueros de individuos infectados y era visible en el
patron electroforético en una dimensién. Las masas monoisotropicas obtenidas, se
compararon con las bases de datos UniProtKB/Swiss-Prot y UniProtKB/TrEMBL, que las
relacionan con una proteina hipotética no caracterizada de Leishmania major; a pesar de que
la baja identidad encontrada (score= 2.18), no permitié identificar alguna molécula de forma
definitiva, este resultado no era esperado, debido a que la proteina seleccionada no mostré
cruce inmunolégico en los sueros de individuos con anticuerpos anti Leishmania mexicana;
probablemente, esto sea debido al numero reducido de secuencias disponibles en las bases
de datos de T. cruzi (21), o bien, por la glicosilacion de las proteinas analizadas por esta
metodologia que modifica los valores masa/carga (m/z) obtenidos experimentalmente y que
los desvia de los tedricos que se calculan al considerar so6lo la regién peptidica. Otra
posibilidad seria que la banda escindida para su estudio, no corresponda a una sola proteina

como fue mencionado anteriormente.



CONCLUSIONES

Los principales componentes observados en el patron electroforético corresponden a

glicoproteinas de membrana.

Los componentes de 38, 34 y 27 kDa mostraron reconocimiento en todos los sueros de
individuos seropositivos, con los cuales se definié un patrén caracteristico, el cual podria ser

propuesto con fines diagnésticos.

No se identificaron componentes especificos de fase clinica.

El niumero de componentes reconocidos se correlaciona con la presencia de alteraciones en

el trazo electrocardiografico.

El nUmero de componentes reactivos, especialmente dentro del grupo entre 28 y 31 kDa,
podria proponerse como un indicador precoz para determinar dafo tisular antes de que se

presenten los sintomas y signos caracteristicos.



PERSPECTIVAS

Los componentes determinados en el presente trabajo como altamente sensibles para
el diagnéstico de la infecciéon por T. cruzi pueden ser empleados en futuros estudios para
determinar su constitucion de aminoacidos y carbohidratos especificos y elucidar su funcién

en el parasito y su interaccion con el huésped.

Se requiere continuar con los analisis de una cantidad significativa de sueros con la
técnica de inmunoblot en 2 dimensiones, para obtener con mayor detalle el mapa de

componentes inmunogénicos de T. cruzi.

Por inmunoblot de los componentes deglicosilados con glicasas, se podria determinar
el reconocimiento hacia la fraccién proteica, lo cual facilitaria su aislamiento, caracterizacion

e identificacion para su empleo con otros fines

Mediante inmunizacién de animales de laboratorio, se podrian obtener anticuerpos
especificos para ser empleados para el diagndéstico o bien como marcadores que por medio
de inmunohistoquimica podrian ser de utilidad para determinar la localizacion de los

componentes del parasito, ya sea en el vertebrado o en el transmisor.
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