UNIVERSIDADNACIONAL AUTONOMAIDEMERICO)

FAQU[FADJD.EL&EUDIQ&SUI}EHIQHE a2

Evaluacion de la respuesta de anticuerpos de la clase IgG a proteinas de
Trypanosoma cruzi de 65-200 kDa en individuos post-tratamiento en la
Enfermedad de Chagas

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:
MIGUEL ANGEL CASTRO ALANIS

DIRECTOR:
Bi6l. SERGIO PASTEN SANCHEZ

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

VHIVERADAD NACIONAL
AVENMA DE

MEXICO ASUNTO: %%%g%momos

DRA. SUEMI RODRIGUEZ ROMO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: L. A. ARACEL! HERRERA MERNANDEZ
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitlan

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos la Tesis :
"Evaluacifn de la respuesta de anticuerpos de la clase IgG a proteinas de

-_Trypanosoma cruzi de 65-200 kDa en individuos post—tratamiento en la
Enfermedad de Chagas".

que presenta _el pasante: _Miquel Angel Castro Alanis

con numero de cuenta: _ 30026997-0 para obtener el titulo de :
Quimico Farmacéutico Biflogo

Considerando que dicho trabajo retne los requisitos necesarios para ser discutido en
el EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRI/U”
Cuautitlan lzcalli, Méx.a __ 03 de junio de _ 2010
PRESIDENTE MVZ. Gabriela Fuentes Cervantes >
/ e
VOCAL Dr. Victor Manuel Zendejas Buitrdn ; ﬁ%
SECRETARIO MVZ. Angel Gemén Martinez Sosa //c;é‘_/{ A s CM']J{* f,;"ﬂﬂ db‘u-r -
A ¥ 4
PRIMER SUPLENTE QFB. Ladislao Palomar Morales = L

- \

7N

SEGUNDO SUPLENTE MIBB. Jorge Luis de la Rosa Arana




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN
















iINDICE GENERAL

Pag.
L ABREVIATURAS ...ttt et e et ae e e e e arnae e e e e en 2
ILINDICE DE FIGURAS ..., 4
lIl. INDICE DE TABLAS Y GRAFICAS.........ooooiot oo, 5
IV. INDICE DE ANEXOS.........ooo oot en e 6
V.RESUMEN. ...t e et e e e e e e e srnsaeeeas 7
1. INTRODUCCION
R 0T 1Yo o o P 8
1.2 Antecedentes hiStOrCOS.........cccceeiiiiee e 9
1.3 Agente etiolOgICO. ......ccueeieeeee e 10
LR 30 Tod (o o 1= T F- PP 11
1.5 FOrmas de transSmiSiON..........cco vt e e 12
STV =3 (] (= PSS 13
A 5 G212 Yo T4 o T PP 14
IR 3 = o] Lo =T 1 4 17o] oo | - TSP 15
L I U =T 1o I o1 113 oo TP 17
1.9.1 FASE AQUAA. ...ttt e 17
1.9.2 Fase Indeterminada..........coooeiieeiiii i 18
1.9.3 FASE CrONICA. ... ot e e ee e e ee e an s e e e e e nenees 19
1.10 INMUNOPALOIOGIA. .. ...eeeeee et 20
1.11 Mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria.........c.cccccceeeevveeiiins 24
L 2 = To | o 1= 1o J PSR 24
P B T I = = 0 1= o | (o PP 28
1.14 Valoracion del tratamientO..........coeeviiiieiii i 30
1.15 Prevencion Y CoNtrol..........cooo e 31
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.............oooiiie et 33
3. OBUETIVOS . ...ttt et e e e ae e et e e e e aas 33
A, HIPOTESIS ..ottt en e, 34

5. DISENO DE LA INVESTIGACION
5.1 TiP0 de €StUIO. ... ..ot eee e e e e e e e e ee e e 34



5.2 Material DIOIOQICO. ........ceeeiiiieie e 34

L TRC I =0 o] F= o (o T o P 34
5.4 Criterios inclusién, exclusion y eliminacion............ccccccveeveiiieiie e 36
LRI =4 =Y o [ 3R 36
LY = (=Y 4 E= 1 Lo PSR 36
5.7 Métodos
5.7.1 Obtencién de extracto crudo a partir de epimastigotes de T. cruzi............ 38
5.7.2 Determinacién de concentracion de proteinas (Método de Lowry)............ 39
5.7.3 Electroforesis geles poliacrilamida (PAGE-SDS 10%, Glicerol 10%)........ 40
5.7.4 Tincion AzZul de COOMASSIE......uuuuiiiiiieiiieiiieeeee e eee e e e eeeee e 42
5.7.5 Inmunoelectrotransferencia..........cccccoveeveiiie e 42
5.7.6 INMUNOAELECCION. ......eiiieiiie e 43
5.8 Analisis eStadiStiCO........ccoiiiiiee e 45
6. RESULTADOS . ...ttt e e e e e et e e e e e s s et abe e e ee e e e steaeeeeeeennes 46
ToDISCUSION. ...ttt e 62
8. CONCLUSIONES...........oooiiieiie et e e erarnae s 66
9. PERSPECTIVAS . ...t e st e e e st e e e et e aae s 67
10. BIBLIOGRAFIA. ..........oooiie oot 68

T4, ANEX O S ettt 75



_

. ABREVIATURAS

Ac Anticuerpo

ADN Acido Desoxiribonucleico

Ag Antigeno

ARN Acido Ribonucleico

Bz Benznidazol

BSA Albumina Serica Bovina

CTa Cronico Tardio

CTe Crénico Temprano

DAF Decay Accelerating Factor

DOI Densidad Optica Integrada
ENSE Encuesta Nacional Seroldgica
ELISA Ensayo Inmunoenzimatico

ap Glicoproteina

GPI Glucosilfosfatidilinositol

HAI Hemaglutinacion Indirecta

IFI Inmunofluorescencia Indirecta
IFN-y Interferon gama

IgG Inmunoglobulina G

igM Inmunoglobulina M

IL Interleucina

IMC Inmunidad Mediada por Células
InDRE Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos
iNOS Sintetasa inducible de Oxido Nitrico
kDa Kilodaltons

_



_

NK Natural Killer

NO Oxido Nitrico

OoMS Organizacién Mundial de la Salud
OPS Organizaciéon Panamericana de la Salud
PBS Buffer Salino de Fosfatos

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
R? Coeficiente de Determinacion

SDS Duodecil Sulfato de Sodio

SSa Secretaria de Salud

TBS Tioglicolato de Sodio

TDR Tropical Diseases Research

TEMED N, N, N’, N'- Tetrametil etilén diamina

TGF-B Factor de Crecimiento Transformante Beta
TNF-a Factor de Necrosis Tumoral Alfa

URL Uniform Resource Locators

VAC Via Alterna del Complemento

wB Western Blot



_

Il. INDICE DE FIGURAS

FIGURAS Pag.
1. Formas evolutivas del TrypanoSOma CrUZi................cccouceoeeiiiiiiiieiieeeiiiee e 11
2. Ciclo de vida del TrypanoSoma CruZi..................cccccoeeeeeeoiicieesiicicie e 12
3. Vectores de importancia médica en MéXICO...........uuveurieiiiiieiiiiiiiiiei e 14
4. Distribucion de reservorios salvajes y domésticos en México............ccceeveeeennnee. 15
5. Manifestacion del Signo de ROMaNa.............coeiiiiiieiiniiieeeee e 17
6. Induccion de IFN-y por Células NK..........ccooveiiiiiii i 21
7. Proliferacion y diferenciacion de los fenotipos Th1y Th2.........cocoviiiiiiiis 22
8. Regulacion de la sintesis de IFN-y porla IL-10y el TGF-B.....cccoiciiviiiireieeeee. 22
9. Examen directo de sangre tefiido con Giemsa.........ccuveeeviieeeeeiiiiicei i 26
10. Diagrama de flujo que muestra la metodologia utilizada...............ccocecvvennnenee. 44
11. Perfil de reactividad de 10s casos 1, 3, 8 ¥ 9. 51
12. Perfil de reactividad del Cas0 2...........coooiiiiiiii e 52
13. Perfil de reactividad de los casos 3,4, 26 y 65..........cccceeiiiiiiniiiiieee e, 52
14. Perfil de reactividad de 10s casos 5,6, 7y 8........cccccooeeeiiiiiiiiiiiicc 53
15. Perfil de reactividad de los casos 10, 11,12, 13 y 14 ..o 53
16. Perfil de reactividad de los casos 15, 16,17, 18 y 19......o i 54
17. Perfil de reactividad de los casos 20, 21,22, 63 Y 64.........cvvveeeeeeeeeeieeeneeiiiins 54
18. Perfil de reactividad del €aso B6...........coociiiiiiiiiiiiii e 55
19. Perfil de reactividad de los casos 67, 68 ¥ 69............ccevrriiiiiniiiiiiieie e 55



_

lll. INDICE DE TABLAS Y GRAFICAS

TABLAS Pag.
1. Cambios en los parametros epidemiolégicos en la Enfermedad de Chagas....... 16
2. Selecci6n de las técnicas de laboratorio segun la fase clinica..........cc.cccoceeeeen. 27
3. Criterios par la clasificacion de casos en la Enfermedad de Chagas................... 28
4. Efectos secundarios adversos detectados en el tratamiento.............cccc.eccccee. 30
5. Poblacion estudiada..........coooiiieiiiiooi e 35
6. Resultados de serologia convencional de la poblacion en estudio...................... 46
7. Andlisis de serologia convencional empleando datos generales......................... 48
8. Anadlisis de serologia convencional para el grupo de CTe....c.ceevveveiveneeeniiiicicinnees 49
9. Analisis de serologia convencional para el grupo de CTa.....c.ccccccvveeevieeeeeiiccccinnees 50
10. Resumen de los valores de prediccion al 100% de negatividad......................... 50
11. Respuesta de anticuerpos (DOI) con el método estandar.............ccccccevueevneenenn. 56
12. Respuesta de anticuerpos (DOI) con el método de Urea 6M................ccceenneees 57
13. Porcentaje de reconocimiento de cada marcador.........cccceveveeeeeeeeiviei v, 58
14. Andlisis con datos generales de l0s marcadores..........cccccveeveeeeieeeeeeeeeeseec e 59
15. Analisis de los marcadores para el grupo de CTe.......c.oociiiiiiiiiiiin e 60
16. Analisis de los marcadores para el grupo de CTa.......cccccvveviiiiieeiiiei i, 61
17. Resumen de los valores de prediccion en 100% de negatividad...................... 61
GRAFICAS

1. Resultados de serologia convencional para CTe y CTa.....ccccceeeeeieriieeeeneiieccenes 47



_

IV. INDICE DE ANEXOS

ANEXOS Pag.
1. Preparacion de la masa humeda (epimastigotes).........coovvveieiiiiiiii e 75
2. Preparacion de inhibidores de proteasas.........ccveeevveiiieeieciccceieee e 75
3. Preparacion de soluciones: Método de LOWIY.........coovuiieiiiiiiiin e 76
4. Preparacion de soluciones: PAGE-SDS 10%, Glicerol 10%..........ccooevvvevuevnvnnnn... 76
5. Preparacion de soluciones: Tincidon Azul de Coomassi€............ccceeeeveeeevvvernennnnn. 78
6. Preparacion de soluciones: Electrotransferencia...............cccooooiviiiiiiccc e, 79



. N
V. RESUMEN

La Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas, es una zoonosis causada por el
protozoario Trypanosoma cruzi. Constituye un importante problema de salud publica en
América Latina, dada su magnitud y la poca atencién prestada por las politicas de salud.
Desde la década de 1930 fue investigado el tratamiento etiolégico en donde las metas de
esté son a nivel individual, eliminar el parasito y disminuir la probabilidad de desarrollar la
enfermedad (Sosa Estani, 1999). EI mayor problema es la determinacion de la eficacia del
tratamiento, ya que el criterio de curacion provoca una gran incertidumbre. Histéricamente
se ha entendido como fracaso terapéutico la positividad del xenodiagnéstico o cultivo y
como éxito terapéutico la negatividad a las pruebas serolégicas convencionales
(Espinoza, 2003). No obstante, la serologia convencional presenta limitantes relacionadas
a la elevada complejidad antigénica del T. cruzi, a la existencia de diferentes cepas, a la
similitud con otros parasitos, asi como a la respuesta inmunolégica especifica e
independiente de cada individuo (Fabbro, 2007). Ademas de que estas técnicas fueron
disefadas como apoyo en el diagnostico y no para evaluar efectividad de tratamiento. Por
tal motivo grupos de expertos internacionales han manifestado la necesidad de evaluar

nuevas herramientas que monitoreen la eficacia del tratamiento.

En este trabajo se evalud la cinética de anticuerpos 1gG en serologia convencional y el
reconocimiento de los marcadores de 190, 143, 110, 75 y 69 kDa mediante la técnica de
inmunoelectrotransferencia en 31 pacientes post-tratamiento. Los pacientes se dividieron
en 2 grupos: CTe (<= 18 afos) y CTa (> 18 afios); en un analisis inicial se observo que la
respuesta de anticuerpos es menor en CTe que en CTa para la serologia convencional,
siendo la técnica de HAI es la que presenta los mejores resultados comparada con IFl y
ELISA. El marcador de 110 kDa mostré6 una tasa de cambio de 27.403 unidades
esperando la negatividad en 2.5 aios aproximadamente. El de 190 kDa muestra una tasa
de cambio de 22.415 unidades esperando negatividad en 3 afios. Este comportamiento es
semejante para CTe y CTa. Mientras que el de 143 kDa presenta mejores resultados en el
grupo de CTa con una tasa de cambio de 24.073 unidades y esperando la negatividad en

2.5 afos aproximadamente.

Los marcadores de 110 y 190 kDa son los que presentan mayor posibilidad de ser
considerados en el disefio de herramientas de evaluacion del tratamiento, mientras que el

de 143 kDa podria ser considerado en individuos CTa.

.
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1. INTRODUCCION
1.1 Definicion

La Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas es un padecimiento muy
complejo, anteriormente era exclusivo del Continente Americano (Gonzalez Fernandez,
2000), pero ahora se pueden encontrar casos en otras partes del mundo debido al
problema de la migracién de personas infectadas. En la cadena de transmision interviene
un gran de numero de reservorios vertebrados y de insectos triatominos vectores que
hacen imposible su erradicacién. Constituye una amenaza permanente para casi la cuarta
parte de toda la poblacion de América Latina, estimada en 28 millones de personas en el
afo 2006, las cuales se encuentran en riesgo de adquirir la infeccion, teniendo en cuenta
la distribucion geografica de los insectos vectores y los multiples reservorios involucrados
en los diversos ciclos de transmision. Si bien la enfermedad se encuentra presente en
México, toda la América Central y del Sur, sus manifestaciones clinicas y caracteristicas

epidemioldgicas son muy variables entre una y otra zona endémica (OMS, 2005).

La existencia de la enfermedad de Chagas humana es un hecho puramente accidental, en
la medida en que el hombre fue entrando en contacto con los focos naturales y provoco
desequilibrios ecoldgicos, forzé a los triatominos infectados a ocupar viviendas humanas,
se llevd a cabo el proceso de domiciliacion y asi, encontraron refugio y suficiente alimento
en la sangre humana y la de los animales domésticos. De esta manera, entra el hombre a
formar parte activa de la cadena epidemiolégica de la enfermedad de Chagas (Gonzalez
Fernandez, 2000 y OMS, 2005).

Esta parasitosis es una de las que presenta mayor morbilidad entre sus habitantes,
especialmente en aquellos de bajo nivel econdmico que viven en las areas rurales cuyas
viviendas facilitan el albergue del insecto transmisor de la infeccién. Si bien el ingreso de
la Enfermedad de Chagas al mundo de la medicina es relativamente reciente, es posible
encontrar referencias relacionadas con ella, practicamente desde la conquista del

continente americano (URL").
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1.2 Antecedentes historicos

La enfermedad fue nombrada en reconocimiento al médico e infectdlogo brasilefio, Carlos
Chagas, quien en 1909 la habia descrito por primera vez (Chagas, 1909 y Redhead,
2006). En ese entonces la enfermedad no era considerada un problema de salud publica
de importancia. Chagas realiz6 su primer descubrimiento cuando observo que los
intestinos del Triatomidae albergaban un protozoo flagelado, una nueva especie del
género Trypanosoma, y fue capaz de demostrar experimentalmente que éste podia
transmitirse a monos tities del género Callithrix que habian sido picados por el insecto
portador. Estudios posteriores demostraron que el mono ardilla era también vulnerable a

la infeccion (Hulsebos, 1989).

Al parasito que causa la enfermedad, Chagas lo llamé Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
honrando al Dr. Oswaldo Cruz, el famoso médico y epidemidlogo brasilefo. El trabajo de
Chagas fue especial en la historia de la medicina, por ser el unico investigador que pudo
describir por completo una enfermedad infecciosa, es decir, el patégeno, su vector y
hospedador, las manifestaciones clinicas y la epidemiologia. En Argentina muchas veces
se le llama Mal de Chagas-Mazza, en honor al médico argentino Salvador Mazza, quien
en 1926 comenzo a investigar la enfermedad y con los anos se transformé en el principal
estudioso de esta patologia en el pais. Como la tripanosomiasis era una enfermedad que
afectaba prevalentemente a los pobres, no se le daba trascendencia, y la medicina la

negaba como patologia.

En 1946, se llevé a cabo la primera encuesta seroepidemiolégica. Con este estudio se
inicia la seroepidemiologia en México, sin embargo no se da la importancia a la
enfermedad y se objeta la existencia de la miocardiopatia chagasica (Tay, 1979). El grupo
de Goldsmith, el cual trabajando en Oaxaca en 1970, realizd una labor de
seroepidemiologia (Goldsmith, 1978" y Goldsmith, 19782) y dio a conocer la problematica
del Estado de Oaxaca, sobre esa enfermedad, aunque minimizada por exigir un titulo
serolégico muy elevado 1:128 para considerarlo como caso. Para 1991 existian al menos
15 grupos de investigacion sobre enfermedad de Chagas, de los cuales la mitad se

localiza en la Ciudad de México (Velasco Castrejon, 1991).
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En los ultimos afios el estudio de la enfermedad de Chagas en México, ha mostrado un
gran florecimiento, merced al nacimiento de nuevos grupos de estudio, y al trabajo mas

calificado tanto de los grupos tradicionales como de los nuevos.

1.3 Agente etiolégico

Trypanosoma cruzi es un protista caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una
sola mitocondria, en la cual su genoma se encuentra ordenado en una compleja y

compacta red denominada cinetoplasto. Su clasificacion taxondmica (Momen, 1999) es:

Reino Protista Sub Phylum Mastigophora
Sub Reino Protozoa Clase foomastigophorea
Orden Kinetoplastida Género Trypanosoma

Sub Orden Trypanosomatina Sub género Schizotrypanum
Familia Trypanosomatidae Especie Cruzi

Phylum sarcomastigophora

Los analisis de isoenzimas y biologia molecular, muestran claras evidencias de la
existencia de dos subgrupos genéticos designados como: Linaje 1 predominantemente de
ciclo doméstico y Linaje 2 de ciclo selvatico, este ultimo se divide en 5 grupos. Ambos
linajes son patégenos para el hombre. En sus distintos hospederos y en medios de cultivo

Trypanosoma cruzi presenta tres tipos morfolégicos diferentes (Fig. 1):

4 Tripomastigote: Fusiforme de aproximadamente 20 a 25 ym de largo, citoplasma
granuloso con un nucleo central. Presenta un cinetoplasto subterminal, de éste nace una
membrana ondulante que en su borde libre lleva un flagelo. Se encuentra circulando en la
sangre de los mamiferos y en el extremo posterior del vector (tripomastigote metaciclico);
no se divide.

4 Epimastigote: Fusiforme de unos 20 a 30 um, con el cinetoplasto ubicado delante del
ndcleo. Tiene una corta membrana ondulante y un flagelo libre. Es la forma de

multiplicacién en el intestino del vector y la forma predominante en los medio de cultivo.

4 Amastigote: Elemento redondeado de 3 a 6 um aproximados, en el que se distinguen
el nucleo vy el cinetoplasto. Posee un flagelo corto no emergente, el cual no se distingue
con microscopia de luz. Esta es la forma de multiplicacion intracelular en el mamifero
(Guzman, 1999).

. W

10



_

/ /

Flagelo i Flagelo {
\
| J
= A
Membrana | Membrana 7
Ondulante —\: Ondulante _\ \

A \

Cinetoplasto 20p Einetnplasto—}— 2op

(o | Nucleo Nucleo
@ 3o
Nucleo )
Cinetoplasto - I
AMASTIGOTE TRYPOMASTIGOTE EPIMASTIGOTE

Fig. 1 Formas evolutivas del Trypanosoma cruzi.

1.4 Ciclo de vida

T. cruzi se presenta en varios estadios durante su crecimiento y desarrollo. La infeccion
es transmitida por chinches a mas de 100 diferentes especies de animales salvajes y
domésticos. Las chinches que pueden actuar como vector son hemipteros de la familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae, de aproximadamente 6 cm de largo, que se alimentan
de sangre durante la noche (Mc Ghee, 1980). Estas chinches se infectan al morder a un
animal infectado, ingiriendo asi al parasito. Dentro de la chinche y a lo largo de su tracto
digestivo, el parasito sufre una serie de transformaciones antes de ser expulsado en las
heces. A mitad del intestino se transforman en epimastigotes que se replican mediante
fisiébn binaria y finalmente, aproximadamente 2 semanas después, llegan al recto, donde
se convierten en tripanosomas metaciclicos. La infeccion del mamifero se inicia cuando
un insecto infectado defeca mientras se alimenta, liberando tripanosomas metaciclicos en
sus heces y orinas. Los tripanosomas, incapaces de atravesar la piel intacta, entran en el
organismo a través de heridas en la piel (sitio de la mordedura), o a través de las
mucosas, invadiendo inmediatamente las células hospederas. Dentro de las células, los
tripomastigotes pierden su flagelo y se redondean para formar amastigotes, los cuales se
multiplican intracelularmente por fision binaria. Cuando los amastigotes casi llenan la
célula, se transforman en tripomastigotes prociclicos, los cuales son liberados a los
espacios intersticiales y al torrente sanguineo, rompiendo la célula. Los tripomastigotes

tiene la habilidad de invadir otras células, donde se transforman de nuevo en amastigotes,

. W
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repitiéndose indefinidamente el ciclo de infeccion. El ciclo de vida se cierra cuando un
triatomino no infectado se alimenta de un animal con tripanosomas circulando (Cevallos,
2003) Fig. 2.

Fig. 2 Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi.

1.5 Formas de transmision

4 Transmision vectorial, es la principal via de transmisién, el 80% de los casos en
humanos se debe a la transmision vectorial (Rojas Loyza, 2002), a través de las heces del
Triatoma. Esta se da cuando los parasitos presentes en las heces del insecto penetran
por la herida que causa la picadura, por lesiones en la piel o por las mucosas de ojos,

boca o nariz (URL?)

4 Via trasplacentaria, la infeccion prenatal por via trasplacentaria de Trypanosoma cruzi
presente en la circulacion materna con infeccién aguda o cronica, es posible, pero no

obligada.

4 Por transfusion, otro considerable nimero de infecciones se produce mediante la
transfusion de sangre proveniente de donadores con infecciones ignoradas, generando

cuadros clinicos agudos en los receptores, se han registrado casos mortales fulminantes.

4 Por transplante de 6rganos, los casos de infeccién por algun transplante de érgano de

una persona infectada hacia una sana son poco conocidos; pero en algunos lugares son

. W
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frecuentes, partiendo del hecho de que los tripomastigotes penetran células de algunos

6rganos y forman nidos de amastigotes, principalmente células del corazon.

4 Por contaminacién de alimentos, la transmisién oral de enfermedad de Chagas se ha
documentado en las varias epidemias en Brasil, Colombia, y México, se lleva a cabo con

la ingestion de comida contaminada con triatominos infectados (WHO, 2000).

4 Por contaminacion accidental en laboratorios, son multiples los casos conocidos de
esta enfermedad por infeccion accidental en laboratorios médicos, por manipulacion de
chinches provenientes de animales infectados, cultivos de T. cruzi o material biolégico

proveniente de personas infectadas.

La transmision natural de T. cruzi en la que interviene el vector se lleva a cabo en tres
ciclos: el doméstico, en el cual el vector infesta de manera exclusiva la vivienda humana
en areas rurales y suburbanas; el peridoméstico, donde se mantienen alrededor de
nucleos de poblacion humana, y el enzoondtico, que se presenta alejado de
asentamientos humanos y con participacion exclusiva de reservorios silvestres y ecotopos
naturales (Wendel, 1992).

1.6 Vectores

Se considera que todas las especies de triatominos son vectores potenciales de T. cruzi,
pero los factores mas importantes que determinan su capacidad de transmision son: un
intervalo corto entre la alimentacion y la defecacion, su adaptacion a la vivienda humana,
el alto grado de antropofilia y su amplia distribucion geografica (Guzman Bracho, 2001 y
TDR, 1993)

Sin considerar la subespecie, hay 30 especies de triatominos presentes en México,
distribuidos en siete géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma,
Panstrongylus, Rhodnius, y Triatoma. Basado en los habitos domiciliarios y la facilidad
para defecar inmediatamente después de ingerir sangre, 9 de éstos han sido
considerados vectores importantes de Trypanosoma cruzi (Vidal Acosta, 2002 y Cruz
Reyes, 2006) Fig. 3.
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Fig. 3 Vectores de importancia médica en México.

La mayoria de las especies ocupa principalmente habitats selvaticos en asociacién con
sus hospederos y entre los cuales sobresalen: madrigueras de mamiferos, nidos de aves,
montones de rocas, huecos de arboles, cuevas y en general todo tipo de accidente
geografico que les proporcione refugio. Otras especies han colonizado el ambiente
peridoméstico habitando gallineros, corrales, montones de lefia y piedras, en tanto que
algunas pocas se han adaptado a vivir dentro de la vivienda humana. Durante el dia
reposan en los refugios y por la noche se acercan a los hospederos para alimentarse
succionando cantidades variables de sangre que va desde menos de 0.5 mL hasta 6 mL

en los adultos de ciertas especies (Gonzalez Fernandez, 2000).

1.7 Reservorios

En Meéxico, han sido clasificados como reservorios de T. cruzi, por demostracion
parasitoscopica animales silvestres y domésticos. De los silvestres los mas frecuentes
son la rata, el armadillo, el tlacuache, la ardilla y ratones. Entre los reservorios domésticos
ademas del perro y el gato que tienen gran trascendencia epidemioldgica, la vaca y el
caballo son victimas frecuentes de la mordedura de estos triatominos (Velasco Castrejon,

1992). La distribucion de los reservorios en México se puede observar en la Fig. 4.

La enfermedad se establecia casi exclusivamente en areas rurales, donde el insecto
transmisor, correspondiente a la subfamilia de los Triatominae, puede reproducirse y

alimentarse en su reservorio natural (las mas comunes son el armadillo y marsupiales).

. W

14



_

Actualmente con las migraciones internas desde zonas rurales a las grandes ciudades el
establecimiento de la enfermedad de Chagas esta cambiando su perfil epidemiolégico.
Dependiendo de las interacciones locales de los vectores y sus hospedadores, otros
animales como los humanos infectados, animales domésticos como gatos, perros, ratones
domésticos y animales silvestres pueden servir también como reservorios. Aunque los
triatominos se alimentan de aves, éstas parecen tener mecanismos de inmunidad frente a
la infeccién y por ello no son consideradas reservorios del T. cruzi, aunque puede haber
un eslabon entre las aves como fuente alimentaria del insecto y la proximidad a las

habitaciones humanas.

Mamiferos domesticos y silvestres

& Ardilla & Burro
B Armadillo @Caballo
® Coati 4 Cabra
£ Murcielago & Cerdo

e © Rata silvestre ®Gato
....-::‘_\ *Ratdn silvestre T 0veja
1

: @ Zarigueya @ Perro
(5 5"1\,\_‘ ¥ Raton

: :rp'-l # Rata
®vYaca

Fig. 4 Distribucion de reservorios salvajes y domésticos en México.
1.8 Epidemiologia

La infeccién vectorial se localiza unicamente en América, desde el sur de Estados Unidos
hasta Argentina y Chile (Cevallos, 2003). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que la enfermedad de Chagas afecta entre 15 y 16 millones de personas, con unos
28 millones (25% de la poblacién de Latinoamérica) de personas que estarian en riesgo
de contraer la enfermedad (Tabla 1), matando anualmente a cerca de 15 mil personas
(OMS, 2005). La enfermedad crénica de Chagas sigue siendo un gran problema de salud
en muchos paises de América Latina, a pesar de la eficacia de medidas preventivas e
higiénicas, tales como el eliminar los insectos transmisores, lo cual ha reducido a cero la

aparicion de nuevas infecciones en al menos dos paises en la regién: Uruguay y Chile.
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Muertes anuales =45.000 21.000 12.500

Casos humanos de infeccén | 30 millones | 18 millones | 15 millones
Nuevos casos anuales 700.000 200.000 41.200

Pobladén en riesgo 100 millonas | 40 millonas | 28 millones
Distribucién 21 paises 21 paises 21 paises

Tabla 1. Cambios en los parametros epidemioldgicos por la interrupcion de la
transmision y descenso de la incidencia de la enfermedad de Chagas.
Con el incremento en la migracion de poblaciones, la posibilidad de transmision por
transfusion sanguinea ha llegado a ser sustancial en los Estados Unidos.
Aproximadamente 500 000 personas infectadas viven en los Estados Unidos.
Adicionalmente a ello, se ha encontrado que el T. cruzi ha infectado a marsupiales y

mapaches en regiones que se extienden hasta Carolina del Norte (Kirchhoff, 1993).

La situacion en Meéxico la presentan estudios como la primera Encuesta Nacional
Seroldgica (ENSE) realizada en el periodo de 1987 a 1989, en donde se muestra que el
1.6% del total de la poblacién presentaba infeccion y que la transmision por transfusion
ocurria en casi todos los estados del pais, aunque se presentaba con mayor magnitud en
estados como Chiapas, Oaxaca, Hidalgo, San Luis Potosi, Zacatecas, Veracruz, Yucatan
y Quintana Roo (Velasco Castrejon, 1992). En el periodo 1990-1999 se han reportado
216 casos, de los cuales el estado de Morelos notificd 41, (18.9%), San Luis Potosi 32
(14.8%), Chiapas 31 (14.3%), Jalisco 24 (11.1%), y los restantes 88 casos (40.9%)
correspondieron a diecisiete entidades (SSA, 1990-1998).

Guzman Bracho en el 2001, publicé datos de seroprevalencia en México, y en esto puso
de manifiesto que individuos de areas en México, donde la enfermedad de Chagas es
endémica, tienden a migrar en busca de trabajo a los Estados Unidos y a zonas
industrializadas de ciudades mexicanas. El estudio revelo una seroprevalencia elevada en

ciudades fronterizas nortefias donde no se han encontrado vectores domésticos.

El problema de la enfermedad de Chagas por hemotransfusiéon en México, se comenzé a
tomar en consideracion cuando en 1978 Goldsmith y colaboradores, publicaron un estudio
en donde se reporta un 4.4% de seropositividad en donadores solamente en la ciudad de

Oaxaca. Mucho tiempo después en el 2001, Guzman Bracho, menciona que se realizo
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una busqueda en 65 000 donadores de sangre de los centros de transfusion mostrando
1.5% de predominio de anticuerpos anti-T. cruzi. Los estados econdmicamente mas
pobres (Hidalgo, Oaxaca y Chiapas) mostraron tres veces mas riesgo de transmisiéon por
T. cruzi, que los estados economicamente fuertes (Baja California, Nuevo Ledn y
Chihuahua). Esto es debido a que no se realizaba la busqueda de anticuerpos anti-T.

cruzi en unidades de sangre.

1.9 Cuadro clinico

En 1971, en una reunién de expertos enfocada a los aspectos clinicos de la enfermedad
de Chagas, se acord6 el uso de tres fases clinicas para el estudio del padecimiento: fase

aguda, fase indeterminada y la fase crénica (Guzman Bracho, 2000).

1.9.1 Fase aguda

La fase aguda se presenta después de un periodo de incubacion de 4 a 10 dias, y dura
generalmente de tres dias a cuatro semanas. Se hace evidente con un cuadro febril y
presencia o no del chagoma de inoculacion como nédulo o Ulcera, generalmente en cara
0 miembros superiores (Cevallos, 2003). Cuando la puerta de entrada ha sido la
conjuntiva, hay un edema no doloroso de los parpados y de los tejidos aledafios que
caracteristicamente es unilateral al cual se le conoce como signo de Romaria (Rodriguez
Morales, 2005) Fig. 5.

Fig. 5 Manifestacion del Signo de Romanfa.

La fase aguda de la enfermedad es generalmente asintomatica, sélo 1-2% de los
pacientes presentan sintomas, los cuales se presentan 1-2 semanas después de adquirir
la infeccidén. Las manifestaciones clinicas de la fase aguda incluyen fiebre, anorexia,

diarrea, inflamacion de los ganglios, inflamacion del higado y del bazo y miocarditis. La
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fase aguda se resuelve espontaneamente en 4-8 semanas. Un pequefio numero de
pacientes, generalmente nifios, desarrollan miocarditis aguda o meningoencefalitis que
pueden ser fatales. En estos casos, los estudios post-mortem muestran presencia de
numerosos parasitos, en su estadio de amastigotes, en los musculos liso y esquelético,
en el corazon, asi como también en las células gliales del sistema nervioso (Rodriguez
Morales, 2005). La fase aguda post-transfusional se presenta de 8 a 49 dias después de
recibir el hemoproducto infectado y cursa con fiebre de hasta 39.5° C, adenopatia
generalizada y esplenomegalia. La infeccién congénita con T. cruzi puede producir aborto,
muerte intrauterina o enfermedad aguda, la cual puede detectarse al momento de nacer,
pero se hace evidente varias semanas después. La enfermedad de Chagas congénita se
caracteriza por fiebre, ictericia, anemia, crecimiento de bazo e higado y lesiones
cutaneas. La mortalidad de la enfermedad congénita es secundaria a miocarditis,
neumonitis o encefalitis. La fase aguda sintomatica cede espontaneamente, en un
periodo de 4 a 6 semanas, y la enfermedad entra a la fase indeterminada, sin
manifestacion clinica alguna y cuya evidencia de facil demostracion, es la presencia de

anticuerpos séricos anti-T. cruzi.

1.9.2 Fase indeterminada

Empieza 8-10 semanas después de la infeccion (Guzman Bracho, 2000). Se trata de
personas aparentemente sanas, en las que la inoculacion del parasito y los sintomas de
las formas agudas o crénicas no son reconocidos por el portador del parasito. En esta
forma, son muy escasos los tripomastigotes en sangre y amastigotes en tejidos (Cevallos,
2003). A nivel estructural y funcional los tejidos del hospedero son normales y se refleja
en la ausencia de alteraciones en los examenes de gabinete, cardiolégicos y de tracto
digestivo, la enfermedad parece haberse curado espontaneamente, ya que no se

observan manifestaciones clinicas.

La situacion del portador se evidencio, generalmente, cuando la persona desea donar
sangre y el tamizaje demuestra serologia positiva para Trypanosoma cruzi. Entre el 70 y
el 80% de los individuos infectados permanecen en esta fase durante toda su vida, el 20

al 30% restante evolucionan a la fase cronica.
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1.9.3 Fase croénica

La fase cronica de la enfermedad se manifiesta en aproximadamente un 30% de los
casos, 10 a 30 afos después de la infeccidn inicial (Guzman Bracho, 2000), casi siempre

en personas de 20 a 50 afios de edad.

Principalmente se presentan complicaciones en el corazén y en el tracto digestivo. Los
problemas cardiacos son los mas serios y se manifiestan principalmente como dafno al
tejido muscular del corazén y con trastornos de la conducciéon de la sefal eléctrica del
corazén, lo que produce insuficiencia cardiaca y facilita la produccion de tromboembolias
(Guzman Bracho, 2000). El pronéstico de los individuos con cardiopatia cronica chagasica
evidente es malo, con una sobrevida de alrededor de 5 afos. La muerte subita es
frecuente y sucede por taquicardia paroxistica y fibrilacién ventricular y mas de la mitad

presentan insuficiencia cardiaca, cuya descompensacion significa poco tiempo de vida.

La afectacion gastrointestinal consiste en la dilatacion del eséfago (megaesofago) y del
colon (megacolon) y se debe muy probablemente a dafio local al sistema neuronal
autonomico. El megaeséfago se manifiesta como dificultad para tragar, dolor al tragar,
regurgitaciones, desnutricion, neoplasias, rompimiento del esofago, fistulas y alteraciones
pulmonares. El megacolon se manifiesta como dolor abdominal y estreiimiento crénico;
en casos muy severos puede haber obstruccion y perforacion. La hipertrofia de tejido se
debe al debilitamiento de células ganglionares en el plexo mesentérico provocando la
disminucion del peristaltismo y la acumulacion del contenido coldnico. Por razones que se
desconocen, la enfermedad chagasica gastrointestinal es comun al sur del Amazonas,
pero rara en México y en Centroamérica (Guzman Bracho, 2000). Todos estos dafos

ocurren con la virtual ausencia del parasito.
Finalmente, en la fase cronica, también es importante definirla en forma especifica, es
decir, subestratificarla en fase crénica reciente y en fase cronica tardia (Rodriguez

Morales, 2005).

Fase crénica reciente. Infeccidén adquirida en los ultimos 10 afios, puede incluir nifos.

Fase crénica tardia. Infecciéon adquirida hace mas de 10 afios.
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1.10 Inmunopatologia

La resistencia a la infecciébn con T. cruzi ha sido asociada con la mayoria de los
mecanismos inmunitarios efectores conocidos, que fueron estudiados principalmente en
modelos experimentales en los que los ratones desarrollan altas parasitemias. En estos
casos, los principales mecanismos efectores para el control del parasito en la etapa aguda
serian los anticuerpos especificos, dependientes de linfocitos TH2, y el aumento de la

actividad tripanocida de células fagociticas por IFN-y (Cardoni, 1999).

Durante la fase temprana de la infeccién y antes del desarrollo de inmunidad especifica,
puede encontrarse a T. cruzi en los diferentes tejidos y dérganos, y normalmente se
acompafa por una reaccion inflamatoria mononuclear en pequeios focos necroticos
(Gazzinelli, 1998). EI control de la infeccion con T. cruzi depende principalmente de la
produccién de IFN-y. Durante la infeccion experimental esta citocina se produce primero,

principalmente por las células NK y después por las células T (Une, 2003) Fig. 6.

En el hospedero infectado, el control del nimero de parasitos depende principalmente de
la activacién de la 6xido nitrico sintetasa de macrofagos inducible por IFN-y (iNOS), y del

consecuente aumento de la produccién de 6xido nitrico (NO) (Cardoni, 1999).

En la etapa aguda se observa globalmente una respuesta TH1 con produccion de IL-12 y
de altas concentraciones de IFN-y. Enmarcan a esta respuesta una activacion
generalizada de células fagociticas, que parece estar relacionada tanto con el proceso
inflamatorio como con la resistencia a la infeccion, y la aparicion de infiltrados

inflamatorios en varios tejidos (Une, 2003).

El primer blanco de la IL-12 liberada por los macrofagos expuestos a productos de
protozoarios intracelulares son las células asesinas naturales (NK). Después de la
exposicion a la IL-12, las células NK producen niveles altos de IFN-y, incluso en ausencia
de células T. El IFN-y derivado de las células NK es responsable de la activacion de las
funciones efectoras microbicidas (por ejemplo, la sintesis del 6xido nitrico) exhibido por
los macrofagos durante la fase temprana de la infeccion. La interleucina-13 (IL-1B) y el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) potencializan los efectos de la IL-12 en las células
NK 'y el IFN-y refuerza la sintesis de IL-12 por macrofagos expuestos a los productos

microbianos (Gazzinelli, 1998).
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Fig. 6 Induccion de IFN-y por células NK.

Las citocinas proinflamatorias, principalmente el TNF-a y el IFN-y, desempefian un papel
fundamental en el control del parasitismo tisular durante la infeccién por T. cruzi. En
modelos experimentales se ha podido establecer al corazén y al sistema nervioso central
como los principales sitios de reactivacion de la infeccion. Los macréfagos humanos in
vitro infectados con T. cruzi y los cardiomiocitos, responden a quimiocinas incrementando
la captacién de T. cruzi, aumentando la produccidon de o6xido nitrico y controlando la
multiplicacién del parasito (Pérez Climaco, 2007).

La estimulacion de las células Th precursoras (Thp) por células profesionales
presentadoras de antigeno como las células dendriticas, induce la sintesis de la IL-2 que
promueve la proliferacion y la diferenciacion hacia sus ultimas fases efectoras, Th1 o Th2,
via ThO. Los niveles altos de IL-12 favorecen la diferenciacién hacia el fenotipo Th1 y
desarrolla la inmunidad mediada por células. En contraste, los altos niveles de IL-4
favorecen la diferenciacion hacia el fenotipo Th2. El IFN-y producido por las células NK o
células Th1 es un inhibidor potente del desarrollo de linfocitos Th2, mientras favorece al
fenotipo Th1 B% (Fig. 7). La respuesta TH1 se caracteriza por la liberacién de IL-2, IFN-y y
TNF-a, mientras que IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 estan asociadas con la respuesta TH2.
La IL-12 induce la produccion de IFN-y por células NK, en la respuesta no adaptativa, asi

como por células T para el desarrollo de la respuesta TH1 especifica (Cardoni, 1999).
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Fig. 7 Proliferacion y diferenciacion de los fenotipos Thl y Th2.

Los macrofagos expuestos a los productos microbianos producen IL-10 asi como el factor
crecimiento transformante 3 (TGF-R) activo que modula la sintesis de I1L-12, IL-18 y TNF-
a por los macréfagos, inhibiendo asi la induccion de la sintesis de IFN-y por las células de
NK vy los linfocitos Th1. La actividad microbicida (por ejemplo, sintesis de 6xido nitrico)
desplegada por el IFN-y activada por macréfagos es también inhibida por IL-10 y TGF-
(Gazzinelli, 1998). La IL-10 juega un papel regulador importante en la resistencia a la
infeccion con T. cruzi conferida por la respuesta inmunitaria especifica (Fig. 8). Sin
embargo, la IL-10 también es un regulador esencial de las respuestas inmune e
inflamatoria que son perjudiciales al hospedero. Este papel regulador puede ser muy
importante controlando la patologia en las situaciones de intensa activacion de respuesta
de citocinas de tipo TH1, como es el caso en la infeccién con T. cruzi (Abrahamsohn,
1998).
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Fig. 8 Regulacion de la sintesis de INF-y por la IL-10 y el TGF-B.
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En la infeccidon con T. cruzi, las células productoras de TGF-3 se encuentran en el bazo,
tanto en la fase aguda como cronica de la infeccién. Ademas, la administracién in vivo de

TGF-B aumenta la parasitemia y la mortalidad.

In vivo, la IL-10 y el TGF-B podrian disminuir la activacion de células fagociticas, como
reflejo de su capacidad inhibidora de la destruccion intracelular de T. cruzi in vitro en
macréfagos activados. De esta forma, a pesar de disminuir la destruccién del parasito,
limitarian el dafio tisular causado por los mediadores de macréfagos activados (Cardoni,
1999).

La respuesta inmunolégica es polarizada a una respuesta tipo TH2 para combatir
patdgenos extracelulares mediante la produccion de anticuerpos, mientras que una
respuesta tipo TH1 favorece una reaccion inflamatoria para inducir una respuesta
inmunitaria celular. El balance de estas subpoblaciones de linfocitos T cooperadores, asi
como el balance de las citocinas pro y antiinflamatorias que producen es vital para el
mantenimiento de la homeostasis inmunolégica y control de la respuesta inflamatoria
(Ortiz, 2009).

El control homeostatico de la respuesta inmunitaria para prevenir el dafo tisular y limitar la
duracion del proceso inflamatorio, involucra células con potencial regulador que forman
parte de la inmunidad innata y adaptativa tales como las células dendriticas y los linfocitos
T reguladores (Treg) (Fabbro, 2007). La funcién supresora de los linfocitos Treg normaliza
el grado de activacion de los linfocitos T durante la respuesta inmunolégica. La carencia
de la actividad de linfocitos Treg conduce a condiciones patoldgicas caracterizadas por

una exacerbada respuesta inmunoldgica (Ortiz, 2009).

El aumento en la frecuencia de linfocitos Treg puede contribuir a la patogénesis de la
enfermedad crénica de Chagas, como efecto secundario a un mecanismo de control para
evitar el dafio tisular. Sin embargo, los datos reportados en la infeccion humana muestran
que la mayoria de pacientes en fase cronica indeterminada (asintomatica) presentan un
perfil predominante de citocinas reguladoras, al compararlos con pacientes crénicos con
la forma cardiaca de la enfermedad, siendo los linfocitos T reguladores la principal fuente

de citocinas (Lasso, 2009).
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1.11 Mecanismos de evasion de la respuesta inmunolégica

El primer mecanismo observado en T. cruzi, es la evasiéon a la via alterna del
complemento (VAC), ya que mientras el epimastigote del vector es susceptible, el
tripomastigote infectivo extracelular es resistente a este mecanismo. Esta propiedad se
debe a que el tripomastigote posee una glicoproteina de 160 kDa (gp160) que es
homologa a la proteina reguladora del complemento DAF (decay accelerating factor); en
la misma forma que este factor, la gp160 se une a C3b e inhibe la captacion de miembros
subsecuentes de la cascada del complemento, previniendo la formacion de la convertasa
y lisis del parasito. Ademas, el enlace de C3b a la gp160 permite a una proteasa del
parasito degradar a este complejo, lo cual puede representar un mecanismo para evitar la

lisis, asi como la opsonizacion mediada por complemento (Rosales Borjas, 2008).

También se ha propuesto que la IgM formada se enlaza a la superficie de los
tripomastigotes e interfiere con el enlace de anticuerpos IgG inhibidores, previniendo asi
su eliminacion. En relacién a la inmunidad mediada por células (IMC), se ha descrito
también una supresion mediada por células T, asociada con un aumento en la actividad
fagocitica. Otro mecanismo de evasién de T. cruzi lo lleva a cabo a través de una
glucosilfosfatidilinositol (GPI) anclada a la mucina (AgC10) que se une al macréfago e
induce la secrecion de interleucina (IL)-1B pero no de IL-12 o factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, esenciales para la proteccién de la enfermedad de Chagas. Ademas, el
tripomastigote de T. cruzi expone una fosfatidilserina que dispara una via de sefialamiento
del factor de crecimiento transformante (TGF)-f que conduce a la desaparicion de la 6xido
nitrico sintetasa inducible (iNOS) en los macréfagos infectados. Esta desactivacion del
macréfago favorece la supervivencia del parasito intracelular y puede ser una
caracteristica comun de parasitos intracelulares obligatorios que tienen que enfrentarse a

macréfagos activados (Rosales Borjas, 2008).

1.12 Diagnéstico

Para hacer un diagndstico apropiado de la enfermedad de Chagas es de suma
importancia tener presente los modos de transmision, las fases diferentes de la infeccion,
asi como la fisiopatologia y las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Lopez
Antufiano, 2000).
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En general, el diagnostico de una enfermedad infecciosa se apoya en informaciones
epidemioldgicas, clinicas y de laboratorio. En la infeccion por Trypanosoma cruzi, se

aplica lo mismo (Luquetti, 2007).

Diagnéstico clinico-epidemiolégico

Los criterios epidemioldgicos se basan en la investigacion que debe realizarse al iniciar la
clasificacion clinica del caso, o al sospechar que se trata de un caso de Enfermedad de

Chagas, siendo necesario investigar:

o Antecedentes epidemioldgicos (procedencia o residencia de é&reas endémicas,
caracteristicas de la vivienda y conocimiento del vector).

o Antecedentes de transfusion sanguinea.

o Antecedentes de transplantes de érganos.

¢ Antecedentes de madre seropositiva a T. cruzi.

¢ Antecedentes de infeccion previa.

e Sintomas y signos.

También se debe tomar en cuenta la posibilidad de infeccion accidental por manejo de
sangre, vectores o medios de cultivo infectados por T. cruzi o por la ingestion de

alimentos contaminados con heces de Triatomino.

Diagnéstico de laboratorio

En lo referente al diagndstico de laboratorio, los examenes a utilizar dependeran de la
etapa clinica que curse el paciente. En las etapas iniciales de la enfermedad se
encuentran parasitemias importantes, las que a medida que transcurre la infeccién van
disminuyendo hasta hacerse minimas y aleatorias. Por ello en la etapa aguda los estudios
van a centrarse en la busqueda del agente (metodologia parasitologica directa), en las
etapas crénicas (inaparente y sintomatica) el diagnéstico se realiza fundamentalmente por

métodos seroldgicos, que ponen de manifiesto la reaccion inmunoldgica (URL®).

Etapa aguda

En esta etapa se incluyen, ademas de los cuadros agudos adquiridos por via vectorial, los
cuadros producidos por la transfusiéon sanguinea, por los transplantes de 6rganos, la

reactivacion en inmunocomprometidos y transmisién congénita.
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Los estudios estaran centrados en la busqueda y reconocimiento de Trypanosoma cruzi
en sangre (Fig. 9). La sensibilidad de los mismos es variable, por lo que es aconsejable
mantener la siguiente rutina diagndstica de acuerdo a protocolos establecidos (URL®):
Examen directo, método de Strout, microhematocrito, hemocultivo y serologia.

En la serologia convencional, en la etapa aguda la capacidad de identificar anticuerpos se

registra a partir de la 4 semana de la infeccion.

.-
€
g

Fig. 9 Examen directo de sangre tefiida con Giemsa, en donde se observa un tripomastigote.

-

Etapa indeterminada y crénica

En estas etapas, las parasitemias son transitorias, por lo que la deteccién del parasito en
sangre es totalmente aleatoria y de baja sensibilidad. El diagndstico se basa en el
hallazgo de anticuerpos circulantes anti-T. cruzi. Se recomienda utilizar al mismo tiempo
por lo menos dos técnicas de formato diferente para identificar a un paciente como

chagasico:

Las técnicas seroldgicas son de mayor aplicacién durante estas etapas que es cuando la
parasitemia en el torrente sanguineo es baja o nula y las técnicas directas no pueden
evidenciar la presencia del parasito. Detectan anticuerpos a partir de la segunda o tercera

semana de iniciada la infeccion (Vega Chirinos, 2006).

4 ELISA: la sensibilidad es de 100% y la especificidad es del 96%, es actualmente el
método diagndstico mas difundido.
4 Inmunofluorescencia indirecta (IFl): la sensibilidad es de 100 %, y su especificidad es

cercana al 100 %.
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4 Hemaglutinacion indirecta (HAI): la sensibilidad es del 96 % y su especificidad es del
98%.

La sensibilidad y la especificidad son las medidas tradicionales y bésicas del valor
diagnéstico de una prueba. Miden la discriminacion diagndstica de una prueba en relacion
a un criterio de referencia (Fescina, 1985).

La sensibilidad (S) indica la capacidad de la prueba para detectar a un sujeto enfermo,
es decir, expresa cuan "sensible" es la prueba a la presencia de la enfermedad. Se define

como:

Concibifidad Verdaderos positivos VP
Sensibilidad = . =

Total de enfermos VP + FN

La especificidad (E) indica la capacidad que tiene la prueba de identificar como sanos

(no enfermos) a los que efectivamente lo son y se expresa como:

. . Verdaderos negativos VN
Especificidad = = —
- Total de no enfermos VIN + FP

La seleccion de las técnicas serolégicas a usar segun la fase clinica de la enfermedad se

realiza como se indica en la tabla 2.

FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
AGUDA INDETERMINAD A CRONICA

Examen drecto ++ - -

TECNICA

Frotis v gota gruesa 1

Strout

Microstrout

Microhem atocnito
fluorescente

Xenodiagnostico

Hem ocultivo

Inoculacidn en
animales

Aglutinacidn directa
(aD)

Hem sglutinacion
indirecta (Hal)

Inmunofluorescencia
indirecta (IF1)

ELISA (IgG)

Tabla 2. Seleccion de las técnicas de laboratorio segun la fase clinica del padecimiento.
En donde (+) indica poco util, (++) atil y (+++) muy atil.
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En la actualidad se estan examinando fracciones antigénicas del parasito que
posiblemente permitiran la interpretacion del estadio clinico del paciente. Asi mismo,
técnicas inmunocromatograficas basadas en proteinas recombinantes o péptidos

sintéticos para un diagnéstico rapido de la infeccion.

Los criterios de laboratorio para la clasificacion de los casos clinicos se haran segun se
indica en la tabla 3 (PROY-NOM-032-SSA2-2000):

Criterio
diagnoéstico

Parasitos Serologia dos

cualquier método pruebas Sintomatologia

+ _ - Agudo

Agudo

Agudo

Indeterminado

Indeterminado

Cronico

No caso

Tabla 3. Criterios para la clasificaciéon de casos en la Enfermedad de Chagas.

La demostracion del parasito y/o la reactividad positiva del suero del paciente a dos
técnicas de determinacion de anticuerpos es la confirmacion de infeccion por T. cruzi, sin
embargo por las caracteristicas de esta parasitosis un resultado negativo no indica
necesariamente ausencia de infecciéon. El resultado seroldgico positivo es indicativo de
infeccién y no del estado clinico del paciente, el mismo sirve de orientacion al médico,

junto con el examen clinico y los antecedentes, para llegar al diagndstico final.

1.13 Tratamiento

El tratamiento etioldgico en la enfermedad de Chagas esta dirigido a eliminar el parasito
del organismo del hospedero, y evitar la aparicién y/o progresién de lesiones viscerales,
procurando la cura total del paciente (URL®). LA OMS postulo que el farmaco ideal

deberia de cumplir con los siguientes aspectos (Pinto Dias, 2003):

4 La cura para la fase aguda y para la fase crénica
4 De administracién oral para adultos y una presentacion pediatrica

4 Efectividad en pocas dosis (o dosis Unica)
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4 Bajo costo
4 Ausencia de efectos secundarios indeseables

4 La no induccion de resistencia

Desde la década de los afios 1930 se realizaron intentos para obtener una droga
apropiada para el tratamiento de la infeccibn por Trypanosoma cruzi. En forma
experimental se han utilizado cerca de un centenar de compuestos, de los cuales
solamente algunos superaron la etapa preclinica (Sosa Estani, 1999). Sélo dos
medicamentos han demostrado poder tripanosomicida, con efectos adversos tolerables: el

nifurtimox (Lampit®) y el benznidazol (Rochagan®) (Luquetti, 2007).

El nifurtimox un nitrofurano (3-metil-4-(5"nitro furfuril idenamina)-tetra-hydro-4H-1,4-
tiazida-1,1 didxido) (Lopez Antufiano, 1997), fue aprobado para su uso en 1965. Actua por
la via de la reduccion del grupo nitro a radicales aniénicos inestables, lo cual produce una
reaccion que conlleva a la produccién de metabolitos de oxigeno reducido altamente
toxicos (Ej.: anion superdxido, peroxido de hidréogeno). T. cruzi es deficiente en
mecanismos de destoxificacion para metabolitos de oxigeno, particularmente peréxido de

hidrogeno, muy sensible al estrés oxidativo (Rodriguez Morales, 2005).

El benznidazol es un nitroimidazol (N-bencil-2-nitro-1-imidazol acetamida), fue lanzado al
mercado en 1971. Su modo de accién afecta la sintesis de proteinas y del ARN del
parasito; 100 mg de la droga provocan la inhibicidn total de la produccion de proteina en

una hora (Lépez Antuiano, 1997).

Dosificacion segun contextos clinicos

4 Fase Aguda: De 8-10mg/kg/dia de nifurtimox o 5-7.5mg/kg/dia de benznidazol. Los
dos medicamentos se deben administrar en 2 6 3 dosis diarias por 30 a 60 dias.

4 Fase Cronica Reciente: 8mg/kg/dia de nifurtimox ¢ 5mg/kg/dia de benznidazol,
administrandose en 2 o 3 dosis diarias por 30-60 dias (Rodriguez Morales, 2005).

4 Fase Cronica Tardia: El nifurtimox se administra en dosis de 8-10 mg/kg/dia durante
60 a 90 dias, cada 8 horas. El benznidazol en dosis de 5 mg/kg/dia durante 60 dias,
cada 8 o cada 12 horas (OPS/OMS, 1999).

4 Infeccion Congénita: nifurtimox, 10-15/mg/kg/dia, o benznidazol 10 mg/kg/dia. En
caso de bajo peso, el tratamiento debera iniciarse con la mitad de la dosis. Si a las 72
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horas no se evidencia leucopenia o plaquetopenia, se debe pasar a la dosis definitiva por

los proximos 60 dias.

Las indicaciones para el tratamiento etiolégico en la enfermedad de Chagas, propuestas

por la OMS y con el consenso de la comunidad cientifica son:

4 Todos los agudos, inclusive los congénitos.

4 En quimioprofilaxia (accidentes, transplantes).
4 En episodios de reactivacion.

4 En crénicos de baja edad y cronicos recientes.

4 Para las formas clinicas iniciales (en caracter experimental).

Los efectos colaterales de los farmacos son raros durante la fase aguda o en nifios, pero
mas frecuentes en adultos, pues afectan hasta el 40% de los pacientes chagasicos
cronicos tratados (Galvao, 2003) (Tabla 4).

Efectos colaterales del uso de Benznidazol y nifurtimox en

chagasicos adyitos

Sintoma/senal Benzomdazol Nifurtimox
Anorexia +4 +44
Cefalea +

Dermatitis

Excit. Siquica

Gastralgia

Insomnia

Mareos

Pérdida de peso

Polineuropatia

Deplecion medular

Vomitos

Tabla 4. Efectos secundarios adversos detectados en el tratamiento. En donde (+)
indica efectos leves. (++) efectos moderados v (+++) efectos severos.

1.14 Valoracion del tratamiento

Aunque la eficacia del tratamiento etiologico contra la infeccion por T. cruzi ya ha sido
demostrada, las herramientas para su evaluacién son todavia de implementacion e
interpretacion complejas (OMS, 2005). Para evaluar la respuesta a la quimioterapia
especifica, es recomendable utilizar la combinacion diagndstica, clinica, seroldgica y

parasitolégica.
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En los ultimos afios se ha demostrado en Argentina y otros paises como Brasil, la
utilizacion de nuevas herramientas (Ag recombinantes o Ag de tripomastigote, asi como la
reaccion en cadena de la polimerasa PCR) para la evaluacién de la efectividad del
tratamiento. A la luz de los conocimientos actuales, es necesario considerar en la eficacia
antiparasitaria del tratamiento, la ausencia del parasito y la disminucion significativa de la
concentracion de Ac o hasta la negativizacion de la serologia. Se debe tener en cuenta la
limitacion de los métodos parasitologicos como el método de Strout y el xenodiagnostico
en la evaluacion del tratamiento en fase indeterminada y cronica debido a la baja

sensibilidad y complejidad del xenodiagndstico para su realizacion (Sosa Estani, 1999).

El tratamiento en la fase crénica requiere una vigilancia sistematica durante afos, sobre
todo en los casos tratados tardiamente o en forma incompleta. La vigilancia comprende:
control del paciente en tratamiento: examenes clinicos periddicos, parasitoscopias de
sangre para verificar la erradicacion de los tripanosomas circulantes, serologia para
conocer los niveles de anticuerpos y vigilancia de funcionamiento del corazén. El enfermo
puede considerarse como curado si dos examenes diagndsticos consecutivos con treinta
dias de intervalo, resultan negativos; con frecuencia, los cuadros agudos tratados a
tiempo remiten pronto hacia la curacion (PROY-NOM-032-SSA2-2000).

La experiencia indica que para llegar a una serologia negativa, debe esperarse un tiempo
proporcional al tiempo de infeccién. En los lactantes con transmision congénita, se logra la
negativizacion hasta en dos afios. En la fase aguda, si se ha tratado durante los primeros
30 dias del inicio de los sintomas, la serologia se negativiza en 3 a 5 afios. En la fase
cronica reciente se logran esos resultados en 5 a 10 afnos y en aquellos tratados durante

la fase croénica tardia, en general entre 20 y 30 afios después (Luquetti, 2007).

En la actualidad, se esta recomendando la Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)
como el estandar de oro para evaluar la eficacia pos-tratamiento, sin embargo esta
prueba es cara, exige un laboratorio de alta tecnologia con personal calificado, por ello no

se usa de rutina (Galvao, 2003).

1.15 Prevencion y control

En la enfermedad de Chagas la vigilancia epidemiolégica debe contemplar la vigilancia

vectorial y la vigilancia no vectorial:
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La vigilancia vectorial es un conjunto de acciones que suministran informacién necesaria
que permita la implementacion de acciones para la eliminacion de los vectores en la

vivienda humana y sus anexos peridomiciliarios en forma permanente (OPS/OMS, 2003).

Eventos a vigilar:

4 Infestacion (intra y peridomiciliaria)
Dispersién

Colonizacién

Infecciéon natural

R

Se debe incluir la vigilancia con participacion comunitaria

La vigilancia no vectorial se encarga de actividades regulares de salud, para la obtencion
de informacion especifica y oportuna que oriente a efectivas acciones de intervencion en
los niveles primarios y secundarios de prevencion, y para la supervision y evaluacion del

programa.

Eventos a vigilar:

Control de sangre a transfundir

Deteccidon de mujer embarazada y seguimiento al hijo de la mujer portadora de T. cruzi
Deteccién de nifios infectados para tratamiento etiolégico

Control de donantes y receptores de 6rganos

4 & b & ¢

Farmacovigilancia de los medicamentos para tratamiento etiolégico (debe incluir la

vigilancia de las reacciones adversas a los medicamentos)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque la eficacia del tratamiento etiologico contra la infeccion por T. cruzi ya ha sido
demostrada, las herramientas para su evaluacién son todavia de implementacion e
interpretacion complejas. Un tema importante que todavia presenta controversias es la
definiciéon de cura de pacientes que recibieron tratamiento etiolégico. Hasta ahora, el
criterio universalmente aceptado es el obtenido por la conversion negativa de la serologia
convencional. Sin embargo, las técnicas serolégicas fueron disefiadas para el diagnostico
y no para evaluar la eficacia del tratamiento, ya que presentan diferentes respuestas
segun el antigeno o mezcla de antigenos empleados, y el disefio de prueba seroldgica a
usar. Otro inconveniente son aquellos pacientes en quienes la enfermedad ha
evolucionado por lo menos 20 afios y la evidencia de conversion negativa sélo puede
observarse muchos afios mas tarde. Por tal motivo es importante evaluar nuevas
herramientas que puedan ser utilizadas como indicadores de cura después del
tratamiento, en este caso se emplea la Inmunoelectrotransferencia, ya que su utilidad en

seguimiento de tratamiento es poco conocida.

3. OBJETIVOS

® General
Evaluar la cinética de anticuerpos IgG que reconocen proteinas en un rango de 65-200

kDa en individuos crénicos tempranos y tardios post-tratamiento.

® Particulares
A) Evidenciar la tendencia de cambio en la respuesta de anticuerpos de la clase IgG
mediante las técnicas seroldgicas convencionales (HAI, IFI, ELISA) en individuos post-

tratamiento.

B) Evidenciar la tendencia de cambio de los anticuerpos de la clase IgG mediante la
técnica de Inmunoelectrotransferencia en individuos crénicos tempranos (CTe) y

cronicos tardios (CTa) post-tratamiento.

C) Examinar la avidez de anticuerpos IgG con la técnica de Inmunoelectrotransferencia

en individuos crénicos tempranos (CTe) y crénicos tardios (CTa).
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D) Comparar la respuesta de anticuerpos IgG en individuos CTe y CTa post-

tratamiento.

E) Identificar posibles marcadores para el seguimiento de tratamiento.

4. HIPOTESIS

La especificidad de los anticuerpos de la clase 1gG, hacia los determinantes antigénicos
de 65-200 kDa es diferente en individuos crénicos tempranos y cronicos tardios post-

tratamiento.

5. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1 Tipo de estudio

Observacional, retrospectivo, longitudinal y comparativo.

5.2 Material Biolégico

Se utilizé una cepa del banco de cepas del Laboratorio de Enfermedad de Chagas del
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos de la Secretaria de Salud, la cual se
aislé de un vector (T. dimidiata) en la localidad de La Laja en el estado de Veracruz, en
junio del 2000. De esta cepa (epimastigotes) se obtuvo un extracto rico en proteinas el
cual se utilizé como fuente de antigeno en la electroforesis y electrotransferencia para la

produccién de tiras de nitrocelulosa sensibilizadas.
5.3 Poblacion

Constituida por 30 individuos mexicanos bajo tratamiento con Benznidazol a una dosis de
5 mg/kg, dos dosis diarias durante 30 dias; de estos se colectaron 70 muestras de sangre
entre el 2005 y el 2009 de las cuales se obtuvieron los sueros empleados en este estudio,
los cuales se encuentran resguardos en el banco de sueros del Laboratorio de
Enfermedad de Chagas del departamento de Parasitologia del Instituto de Diagnéstico y

Referencia Epidemiolégicos de la Secretaria de Salud, InDRE, SSa.
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Tabla 5. Poblacidon estudiada, las muestras sombreadas son las disponibles en el banco de
sueros y por lo tanto son las que se utilizaron en la prueba de Western Blot.

Los 30 casos que comprenden el universo de estudio (Tabla 5) se clasificaron en dos
grupos de acuerdo a la edad en: Cronicos Tempranos (CTe) incluyendo a individuos
menores de 18 afos y Cronicos Tardios (CTa) individuos mayores de 18 anos. Este
criterio de clasificacion se realizé tomando en cuenta que los individuos menores de 18
afios se encontraban en una etapa inicial de la infecciéon y los mayores de 18 afos el
tiempo de infeccidon era mayor o se encontraban en fase indeterminada detectados en el
Banco de Sangre. Como testigos se utilizaron 40 sueros obtenidos a partir de muestras de
sangre de pacientes que no recibieron tratamiento (20 de pacientes menores de 18 afos y
20 mayores de 18 afios).

. W

35



_

5.4 Criterios

Criterio_de Inclusiéon: Muestras de individuos tratados y que de estos, los que se

encuentran en el banco del laboratorio contaran con las tres pruebas convencionales
serolégicas, ademas de que cumplieran los lineamientos establecidos en los

procedimientos estandares del laboratorio referentes a su conservacion.

Criterio de Exclusion: Aquellas muestras que no fueran de individuos tratados, que no

contaran con la serologia requerida, también aquellos que no cumplieron con los

requerimientos establecidos por el laboratorio referente a su conservacion.

Criterio _de Eliminacion: Aquellos muestras que presentan contaminacion, aquellos en

donde solo se contara con una muestra de suero y aquellas muestras de individuos que
presentan algun otro padecimiento que pudiera interferir en los resultados (parasitosis

como leishmaniasis o toxoplasmosis y cardiopatias originadas por otra patologia).

5.5 Variables

X Tratamiento etioldgico
X Respuesta de anticuerpos IgG al tratamiento
X Grupo de edad

* Tiempo de recoleccion entre cada una de las muestras.

5.6 Materiales

m
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=
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Agitador: Rotator-MODEL G2

Balanza analitica: Precisa 1802

Centrifuga: JOVAN

Charolas para Western Blot

Criotubos de 1mL: Eppendorf

Embudo de plastico

Equipo de electroforesis: GIBCO BRL MINI-V810
Equipo de electrotransferencia: BIO-RAD Mini-Protean 3
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Espectrofotometro Milton Roy Spectronic 21D

Filtros pirinola de 0.45um: Millipore

Fuente de Poder: BIO-RAD MODEL 200/2.0 Power Supply
Matraz volumétrico de 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
Micropipetas de volumen variable de 0.5-10, 5-20, 50-200 y 1000 pL
Papel filtro Whatman poro mediano

Papel de Nitrocelulosa: BIO-RAD 0.2um de poro

Pipeta seroldgica graduada de 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 mL
Potenciémetro: THERMO Orion 3 Star

Puntas para cargar geles: SORENSON 5-200uL
Termoagitador: Felisa

Tubos de ensaye 13x100

Vaso de precipitado de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL

Reactivos

LR e b N N N N N N S NS S S S b

Acido acético glacial (Productos Quimicos Monterrey, Lot. G13214)
Acido clorhidrico 37% (MERCK, Lot. 821)

Acido tricloroacético (SIGMA, Lot. 113H02551)

Acrilamida (BIO-RAD, Cat. 161-0107)

Agua ultrapura (Milli-Q)

Albumina Sérica Bovina V (ROCHE, Lot. 70153825)

AP Conjugat Substrate Kit (BIO-RAD, Lot. 1706432)
Aprotinina (ROCHE, Lot. 70144531)

Azul de Bromofenol (SIGMA, Lot. 34H35181)

Azul de Coomassie (SIGMA, Cat. B-0149)

Bis-acrilamida (BIO-RAD, Lot. 1610201)

Carbodn Activado (SIGMA, Cat. RA20115)

Carbonato de Sodio Na,CO3; (MERCK, Lot. 407236R)

Cloruro de Sodio NaCl (Omnichem, Lot. 15304078)
Conjugado Anti-lgG humana-biotina (ZYMED, Lot. 01062583)
DDT (Ditiotretiol) (APPLICHEM, Lot. 7TKD05835)

EDTA (BIO-RAD, Lot. 1610728)

Etanol (REPROQUIFIN, Lot. 4010-C)
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Estreptavidina-fosfatasa alcalina (JACKSON INMUNO RESEARCH, Lot. 59994)
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo PMSF (SIGMA, Lot. 066K0720)

Fosfato de sodio monobasico monohidratado (MERCK, Lot. A957546)
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (J. T. BAKER, Lot. X14C20)
Glicerol (SIGMA, Lot. 056K0079)

Glicina (BIO-RAD, Lot. 1610718)

Hidréxido de Sodio (J. T. BAKER, Lot. 3722-20)

Marcadores de peso molecular 10-250 kDa (BIO-RAD, Cat. 161-0363)
Metanol (J. T. BAKER, Lot. A48C62)

Persulfato de Amonio (SIGMA, Lot. 054K0618)

Reactivo de Folin (SIGMA, Cat. F9252)

Regulador de Muestra (Laemmli simple Buffer) (BIO-RAD, Lot. 1610337)
Rojo de Ponceau S (SIGMA, Lot. 110H3737)

SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) (SIGMA, Lot. 14H0696)

Sulfato de cobre (SIGMA, Lot. 1025H5)

Tartrato de sodio (SIGMA, Lot. 2458H54)

TEMED (N,N,N'N'-tetrametil etilén diamina) (BIO-RAD, Lot. 210003190)
Tioglicolato de sodio (BIOXON, Lot. L228490M)

Tris-base (ROCHE, Lot. 93401120)

Tween 20 (BIO-RAD, Lot. 201113162)

Urea (GIBCO BRL, Lot. 1017061)

Yodacetamida (SIGMA, Lot. 75H5058)

5.7 Métodos

5.7.1 Obtenciéon de un extracto rico en proteinas a partir de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi

1. A un gramo de parasitos (masa humeda) se le agregé 10 mL de tris base 100 mM,
NaCl 0.15 M pH 7.5 - tioglicolato de sodio 1/20 000 (ver anexo 1).

2. Se resuspendieron y se dejaron durante 1 hora a 4°C.

3. Se centrifugaron durante 15 minutos a 3500 rpm a 4°C.
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4. Se filtr6 el sobrenadante por membrana con 0.45 uym de poro.
5. Se determino la concentracion de proteinas.

6. Se agregd 5 pL de PI-A, PI-B y aprotinina (ver anexo 2) por cada mL de extracto del

parasito.

7. Se fraccioné y se almacené a -70°C.

5.7.2 Determinacién de la concentracion de proteinas por el método de Lowry

1. Se construyd una curva estandar de 5 a 200 pg/mL de proteina. La solucién de

proteinas es albumina sérica bovina a una concentracion de 1 mg/mL.

2. Se prepararon las diluciones de la muestra problema en agua vy se agregaron los

reactivos Ay B (ver anexo 3) como indica la siguiente tabla:

Curva Estandar
Tiempo |l O pug | 5 g | 10 pg 20 pug 40 pg 20 ug 100 pg 200 pg vol.
- 1000 | 9os 290 as0 o60 20 200 2800 A‘g‘[‘_‘a
- 0 5 10 Z0 40 g0 100 200 BS2A
pL
10 min | 2000 | 2000 | =000 2000 3000 3000 3000 2000 RE:[‘_: =
30 min | 200 300 200 300 300 200 200 =00 RE:[‘_: B

3. Se ley6 a 500 nm de longitud de onda. Con el tubo 1 se calibré a cero de absorbancia
(100% de transmitancia) y se leyeron los tubos de la curva estandar y muestra (s)

problema.

Para determinar la concentracion de proteinas, se calculan los estimadores de los
parametros m = pendiente y b = ordenada al origen de la relacién lineal y = mx+b, se
despeja x, se sustituye los valores m, b e y (absorbancia muestra problema) y se realizan

las operaciones indicadas.

La concentracion de proteinas obtenida corresponde a la dilucion ensayada de la muestra
problema, éste valor tiene que ser multiplicado por el factor de dilucién para conocer la

concentracion de la solucién sin diluir.
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5.7.3 Electroforesis _en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras
(PAGE-SDS 10%, glicerol 10%)

1. Se llevaron las soluciones a temperatura ambiente, se recomienda preparar nuevas por
lo menos cada mes para evitar la formaciéon de componentes indeseables en la mezcla de

monomeros (ver anexo 4).

2. Se lavaron los vidrios de las camaras de electroforesis con detergente liquido neutro, y

se secaron al aire.

3. Se armo el equipo de electroforesis.

4. Se verificd que no existiera fuga, agregando agua entre los vidrios, se eliminé ésta y se

secaron los compartimentos.

5. Se preparo el persulfato de amonio justo antes de usarse.

6. se agregd en un matraz limpio cada reactivo para formar el gel separador y se vacio6 la

mezcla entre los vidrios hasta el nivel deseado.

7. Se agrego lentamente unas gotas de agua destilada, esto permitié la formacién regular
del limite superior del gel separador. El tiempo de polimerizar de un gel de 7x10 cm es de
aproximadamente 20 minutos.

8. Se seco con papel filtro el exceso de agua.

9. La cantidad proteica del extracto o mezcla por separar electroforeticamente depende

del tamafio y espesor del gel, del numero de carriles y de la tincién a usar:
10. En un vial se deposité la cantidad correspondiente del extracto y se agregé un

volumen de regulador de muestra 2X, se incub6 en bafio de agua a 100° C durante 5

minutos.
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11. Para evitar la formacion de complejos proteina-proteina se agregd 5 uL de

yodoacetamida al 10%.

12. Se agregd en un matraz limpio cada reactivo para formar el gel concentrador mas 10
pL de azul de bromofenol al 0.5% p/v, se coloco la mezcla hasta el borde superior de los

vidrios, se coloco el peine y la polimerizacion ocurrié entre 10 a 15 minutos.
13. Se preparé regulador de corrimiento.
14. Al término de la polimerizacion, se retiraron los peines.

15. Se agrego el regulador de corrimiento. Para los equipos de electroforésis de dos
compartimentos, el regulador del interior debe ser nuevo en cada corrida y el exterior
puede usarse 3 6 4 veces, en los equipos de un solo compartimiento el regulador puede

usarse 3 6 4 veces.

16. Se colocaron cuidadosamente los extractos en los carriles deseados, si el volumen de
la mezcla al diluirla con el regulador de muestra era mas que la capacidad del pozo, se
colocaba el maximo volumen y después de un tiempo de corrimiento se agregaba el resto

de la muestra.

17. Se colocaron los marcadores de peso molecular siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

18. Se conectaron los cables a la fuente de poder y se ajusté el voltaje a 100 volts en el

gel concentrador y a 150 volts en el gel separador.

19. Al termino se procedié a tefiir (Azul de Coomassie) o bien se transfiri6 a papel de

nitrocelulosa.
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5.7.4 Tincion con Azul de Coomassie

1. Se colocé en un recipiente limpio el gel y la cantidad necesaria de colorante de trabajo
de azul de Coomassie (ver anexo 5) e incubé 60 minutos a 37°C, o toda la noche a

temperatura ambiente. Al término se recupero el colorante.

2. Se agreg6 la solucion decolorante y se cambi6 las veces necesarias hasta observar la

nitidez de las bandas.

NOTA: El colorante de trabajo puede ser usado hasta 5 veces al igual que la solucion

decolorante que se adsorbe con carbdn activado para eliminar el colorante.

5.7.5 Electrotransferencia

1. En un recipiente se colocé la cantidad suficiente de regulador de transferencia, pH 8.3,

(ver anexo 6) para cubrir las esponjas y papel filtro.

2. Se retird cuidadosamente el gel de los vidrios y se colocé en un recipiente que
contenia regulador de transferencia. Se estabilizaron por 10 a 15 minutos a temperatura

ambiente.

3. Se corté el papel de nitrocelulosa al tamafo del gel y se tratd, primero con agua (5

minutos) y luego con regulador de transferencia (5 minutos)

4. Se empalmé el papel de nitrocelulosa y el gel y se hicieron marcas con lapiz para
reconocer los limites y orientacion del gel, fue necesario revisar entre ellos que no

existieran burbujas, ya que provocarian una mala transferencia de las proteinas al papel.

5. Se ensamblo el cartucho de transferencia formado por la esponja, papel filtro, papel de

nitrocelulosa, el gel, papel filtro y esponja.

6. El cartucho de transferencia se incorporé al tanque de la camara de transferencia lleno

con regulador de transferencia.
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7. Se conectaron los cables a la fuente de poder, la transferencia para un Gel 7x10 cm se
realizé durante 1 hora a 100 volts. Se recomienda trabajar a 4°C para disminuir el calor

generado por el campo eléctrico.

8. Se verifico la eficiencia de la transferencia mediante la tincion con rojo de Ponceau S,
al incubar la membrana en una solucion de colorante al 0.02%. Si hay regularidad en la
tincion indica que la transferencia no fue influida por burbujas. Los marcadores de peso
molecular deben ser remarcados con lapiz. Lavar con agua destilada hasta eliminar el

colorante.

5.7.6 Inmunodeteccion

1. Una vez transcurrida la transferencia, el papel de nitrocelulosa se colocé en un

recipiente y se lavé una vez con PBS-Tween 20 0.1%, durante 5 minutos.

2. La membrana se bloque6 con PBS-BSA 1%-Tween 20 0.1% 1 hora a 37°C.

3. Se cortaron tiras de papel de 3 mm segun el numero de sueros a evaluar. Las tiras con

los marcadores de peso molecular se conservaron para la evaluacion.

4. Se lavaron 1 vez (5 min) con PBS-Tween 20 0.1%

5. Se agregd 1 mL (1/500) de la dilucién del suero problema o suero de referencia a cada
tira. La dilucion se realizé en PBS-BSA 1%-Tween 20 0.1% y se incubd 1:30 horas a

temperatura ambiente, en agitacion.

6. Se lavd 1 vez con una solucion de Urea 6M durante 30 minutos, Unicamente cuando se

realizo la determinacion de la avidez de los anticuerpos.

7. Se lavaron 4 veces con PBS-Tween 20 0.1%, un lavado rapido y 3 de 5 minutos cada

uno.
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8. Se adicioné 1 mL del conjugado Anti IgG humana-Biotina, 1:4000 por tira diluido en
PBS-BSA 1%-Tween 20 0.1%, al suero problema o control y se incubd 1 hora a

temperatura ambiente, en agitacion.

9. Se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20 0.1%, un lavado rapido y 4 de 5 minutos cada

uno.

10. Se adicionaron 1 mL de Estreptavidina-Fosfatasa Alcalina (Ex-PA), diluida 1:2000 en

PBS-BSA 1%-Tween 20 0.1% e incubar 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.

Nota: El conjugado Anti IgG humana-Biotina como la Estreptavidina-Fosfatasa Alcalina
deben ser titulados en cada cambio de lote de reactivo, con base recomendacion del

fabricante.

11. Se lavaron 3 veces (5 minutos c/u) con PBS-Tween-20 0.1% y 2 con PBS.

12. Se agregaron 10 mL de la solucion de sustrato fosfatasa alcalina, la cual se preparé al
momento de usarse, y se incubaron 20-30 minutos. Una vez observadas las bandas se
agrego solucién de paro, se lavaron con suficiente agua destilada y se secaron al aire

para su analisis.

CULTIY¥O DEL PARASITO
Medio monofdsico libre de sangre

MASA HOMEDA I

Tratamienta Tioglicolao de sadio
1:20 000

|
EXTRACTO

Detarminacidn de protalnas
Metodo de Loveny

I_I PAGE-SDS 10% GLICEROL 10% |
|

TINCION | ELECTROTRANSFERENCIA |
AZUL DE COOMASSIE [

I 1MMUNODETECCIGN I

I
I DIGITALIZACICON DE IMAGENES I

| anaLisis crarico |

Fig. 10 Diagrama de flujo que muestra la metodologia utilizada.
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5.8 Analisis estadistico

Los patrones de inmunoreconocimiento se fotodocumentaron en un escaner hp 1200c, el
formato de las imagenes se cambio a 8 bits utilizando el programa Imagend v.1.4.1.0. Con
el programa EagleSight v.3.2 se determiné el peso molecular (PM) en kDa a las primeras
5 bandas del patron electroforético. Con el programa RFLPscan plus versién 3.0 para
Windows se determino la Densidad Optica Integrada (DOI) de cada una de las bandas de

interés y se cred una base de datos en Microsoft® Excel 2002.

La base de datos final contenia los resultados de serologia convencional a razén de titulo
de anticuerpos entre el valor de corte, y los de DOI de cada muestra, organizada por
caso. Esta base se proceso en el programa Minitab® 15 v.1.0.0., en donde se
estratificaron los datos de acuerdo al grupo de edad y se elaboraron graficos para

evidenciar la diferencia entre CTe y CTa.

Posteriormente utilizando el programa SPSS se realizé un analisis de varianza para los
datos obtenidos en las dos metodologias empleadas. Trabajando Unicamente con los
resultados de DOI con el WB estandar se empleo el modelo de regresion lineal,
calculando los limites superior e inferior a un 95% de confianza, asi como el ajuste. Con
este programa también se obtuvieron tablas mostrando el modelo de la regresion y el
analisis ANOVA y con Microsoft® Excel 2002 se elaboraron graficos empleando los

estimadores anteriores.
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6. RESULTADOS

Todas las muestras que comprenden este estudio fueron procesadas con serologia
convencional en el Laboratorio de Enfermedad de Chagas del INDRE con tres pruebas de
elaboracién propia: Hemaglutinacion Indirecta (HAI), Inmunofluorescencia Indirecta (IF1) y
un Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) realizadas en tiempos diferentes. Cuyos resultados

se presentan en la tabla 6.

— WAL IF1 ELISA

M1 M2 | M3 | M4 MS | MI M2 M3 M3 | M5 ML | M2 | M3 | M4 | MS
T | 1132 | 1306 | 1:32 | 1:32] 1:16] 1:028] 13128 | — | 1:64 | 1:32 | 1.553| 0.824] 1.991] 1.709] 0,753
2 Blazel u32 ] 8 ) 1a2) Laae) izl 64 | 164 | 1032 | 1028 0874) 0.721) 0.624) 1.132] 0677
3 J151z] 11512 1512 == | - Q1:028] 164 | 1:128) - 2.13}‘ 1.806[ 2894 =
4 16| 0 | 0 | — ] — | 0 | 1:128 | 1:64 | — | — | 0.375] 0.762] 0.546] - | -
5 | 0 | 14| 1:32] — | — | 0 | — |64 — | — |0.34] 0.495] 0601] — | -
€ |18 0 | — [ = [ — JTea| a2 | = | = | -~ [oso7| 0391 = | = | =
T | 1:64 | 1:02 | 164 | = | = Q1:028] 0 | 1:32 | = | = | 1.626] 1.963] 1.154
g izl 1z = | = TL:i28] 1332 | — - = L1321 1.040] =~ | =
9 0 0 0 | - RLA28| 1032 | 164 | -~ -~ [ 1.061] 0.435] 0.323] --
0] 0] 0 =] =[] — 0 0 | — | — |0422]| 0037 0.164] — | -
11 P14 0 | = | = | = J1:128] 164 | = | = | -~ J1538] 1.249] - | o | -
VI I T O e I e
3 TR 06| == | = | = P1€d| 0 | = | = | = [1542| 0.480] == | = | =
@af18] 0 | — — | 1:028] 1296 | = | = | = |0.964| 1,007 = | = | -
15 Q6] 6] — | — | —Q1ed]| 132 | — | — | — | 1186 0885 — | — | -
16 128 1:32 | ~ | -~ | — [1028] 164 | — | — | — |toze[1209] — | — | -
1T L6l 6] = | = | — Q132 1128 = | = | = 0655 0.422] = | = | -
18 | 1:18 | 106 | == | = | = Q1:028] 164 | = | = | == | 1.027] 0,333] = | == | -
D T 6| — | — | — s sl — | — [ = [ 130 — [ — [ -
D B[R | = [ | — g tste | — | = | - |24z 130 — | = | -
2018 0 | = | =] = J164] 0:128] = | = | -~ J0S06] 0706] == | == | -
Z Q16| 18| — | —| —Q1ed]| 1:128] = | — | — JO0£6S| 0335 = | = | -
% | 128 164 | 106 | 18 | — | 164 | 1ied | 16a | Ted | — | 1022] 0.160] 0403] 0511]
€3 | 1132 | 1:32 |~ | - | = |1:128] 1:2%6 | = | = | - P 1.165| 0800 =~ | — | =
84 | 1:128] 1Z8] = | = | — Q1:512] 1:1024] = | — | -~ | 2100 1.552] == | = | -
65 | 1io4 | 1:64 | 1:32 | 0:16] — | 1:296] 1:296 | 1:128] 1:128] — | 1.588] 1.120] 1.039] 1.009] -—
66 | tit6 [ 16 [ — | = | — |tz s | — | — | - |14s8| 1222 - | - | -
61 | 1:64 | 1:32 | — | 1:32] — J1:S12] - |1:128| 1:128] - | 1.559| 1.308] 1.143] 0458 -~
88 | 1:128] 1129k 1:64 | 0 | 1:06) 1:128] 1:912 | 1296 ] = | 1:296] 0.114] 1.296] 1.339| 1.994] 0.861
9 | 1ie | 1ig | Lile | Bid6] — | - .- 0 | 4| -~ J1008] 0709] 0.424] 1508 ---

Tabla 6. Resultados de serologia convencional de la poblacion en estudio. En donde (---)
indica las muestras no disbonibles para este estudio.
Los resultados de las pruebas de HAI e IFI se expresan como titulo final y O equivale a un
resultado negativo; en ELISA los resultados se expresan en valores de absorbancia, los
que son menores de 0.30490,m SON Negativos, ya que este valor corresponde al valor de
corte de la prueba. Los espacios en donde no hay valores, corresponden a las muestras

no disponibles en el banco de sueros del laboratorio, al momento de realizar el analisis.
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Con los datos de la tabla anterior se calculé la razén titulo 6 absorbancia / valor de corte,
esto con la finalidad de que los datos pudieran ser comparables; el valor de corte de la
prueba de HAl es 1:8, el de IFl es 1:32 y el de ELISA es 0.30, estos valores son los que
se utilizaron para el analisis, con estos datos se elaboré un grafico teniendo en el eje de
las abscisas el numero de muestra y en el eje de las ordenadas la razoén titulo 6
absorbancia; se estratificaron en CTe (<18 afos) y CTa (>18 afios) para hacer la

comparacioén del tratamiento etioldgico, se incluyen testigos sin tratamiento (C). Grafica 1

b,r
SEROLOGIA CONVENCIONAL
C Ml M2 M3 M4 M5
\ | . N TECNICA
400 <18 ANDS | 18 ANOS HA[I i [
—— a1

350 - . rLIsA

.
0
250
200
130

L]
100 -
50 - \\

S
0 R N
€ MiMzMIMeMs

Grafica 1. Resultados de serologia convencional, en donde se observa la marcada
diferencia en los niveles de anticuerpos en los grupos CTe y CTa.

La grafica 1 muestra una diferencia evidente entre CTe y CTa, siendo la respuesta de
anticuerpos mas baja en CTe, en ambos grupos se observa tendencias hacia la
negatividad en las tres técnicas empleadas conforme avanza el tiempo. Consistente con
lo observado en grupos de expertos internacionales. Los valores del grupo control, en

CTe y CTa, muestran un patron semejante de respuesta.
Con el modelo de regresion lineal se efectio un analisis exploratorio de la cinética de

anticuerpos en la serologia convencional a través del tiempo, empleando datos generales

y realizando una estratificaciéon en CTe y CTa (Tabla 7, 8 y 9).
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DESCRIPCION GENERAL DE LAS TECNICAS SEROLOGICAS

200 HAI
150 4 ——tmmesaLos Resumen del modelo
[=]
S s0 / 0.817 | 0.668 | y=-26.634 +19.130x | 3.5 afios (M7)
>
E 0 < *
3 ANOVA
w 50 n
Z Suma de I Media F si
=100 cuadrados 9 cuadratica 9.
Regresion 3659.569 1 3659.569 6.029 0.091
-150 ) . . . . Residual | 1821.023 3 607.008
MUESTRA Total 5480.592 4
e
200 IEl
150 I Resumen del modelo
—AJUSTE R R Modelo PLeedgigtt:ii‘:';z aadla
g 100
= 0.380 | 0.145 | y=5.779 +5.085x 9.5 afios (M19)
E 50 ry A 4
g o} —= . ANOVA
2 Suma de I Media F si
S -50 cuadrados 9 cuadratica 9.
100 Regresion 258.572 1 258.572 0.507 0.528
1 ” 2 ” 3 ” 4 ” 5 Residual 1528.856 3 509.619
MUESTRA Total 1787.429 4
” ELISA
604 Cmmes aLoss Resumen del modelo
a0 —AJUSTE R R? Modelo P:]eedglgtt:il‘?iz aadla
< *
S E— 0584 | 0.342 | y=-7.813 +4.673x | 11.5 afios (M23)
E 0 - = 3 A 4
Q 20 ANOVA
z° Suma de | Media F si
40 cuadrados 9 cuadratica 9-
60 Regresion 218.369 1 218.369 1.556 0.301
1 0 2 0 3 0 4 0 5 Residual 421.039 3 140.346
MUESTRA Total 639.408 4

Tabla 7. Analisis de seroldgia convencional empleando datos generales.

48



_

140 HAI
1204 % TCTe o — Resumen del modelo
100 JUSTE ——— R R? Modelo Prediccién a la
o 8 —— //e negatividad
< w0 0.975 | 0.951 | y=-14.825+21.085x | 2.5 afios (M5)
g 0 / / /
g 20 — ,’/// ANOVA
2 o Suma de | Media F si
X 20 // cuadrados 9 cuadratica 9-
.40 - - - - Regresion 4445772 1 4445772 57.656 0.005
] ) 2 R s Residual | 231.326 3 77.109
MUESTRA Total 4677.098 4
200 IEl
150 L res a o Resumen del modelo
——AJUSTE R R? Modelo Prediccion a la
2 100 negatividad
s 5 . N 0.502 | 0.252 | y=5.062 +7.060x 6.5 afios (M13)
) — .
g 0 ¢ = ANOVA
* Suma de Media .
50 cuadrados gl cuadrética F Sig.
4100 . . . . Regresion | 498436 1 489436 1.008 0.389
1 2 3 4 5 Residual | 1483.153 3 494.384
MUESTRA Total 1981.589 4
120 ELISA
100 40 e a e Resumen del modelo
80 § ——nauUsTE 2 Prediccion ala
9 6 R R Modelo negatividad
S :‘; * 0421 | 0178 | y=-4.161+3.979x 13 afios (M26)
e &
< -
0 -
2 5 = M ANOVA
R 40 Suma de Media .
60 cuadrados gl cuadratica F Sig.
80 . . . . Regresién | 158.324 1 158324 | 0648 | 0480
1 2 3 4 5 Residual 732.950 3 244317
MUESTRA Total 891.274 4

Tabla 8. Analisis de serologia convencional para el grupo CTe.
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200 HAI
150 I = Resumen del modelo
A 2 Prediccion a la
2 100 g e R R Modelo negatividad
s 50 (3 0.809 | 0.654 | y=-16.553 +18.671x 3 afos (M6)
> /
< 0 2 4
g 4 __—— ANOVA
=2 Suma de | Media F si
-100 cuadrados 9 cuadratica 9-
150 - - - - Regresion 3486.062 1 3486.062 5.667 0.098
1 2 3 4 5 Residual 1845.414 3 615.138
MUESTRA Total 5331.477 4
R i I
200 IEl
150 4 —taesausss Resumen del modelo
——RAJUSTE R R? Modelo Predlcc_lo_n ala
a 100 negatividad
g 50 Y ® 0.661 | 0.436 | y=8.552+10.050x 4.5 afios (M9)
> >
E /
S ol ANOVA
uz: Suma de I Media F si
& 50 cuadrados 9 cuadratica 19
100 Regresion 1010.025 1 1010.025 2.322 0.225
1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 R Residual 1304.719 3 434.906
MUESTRA Total 2314.744 4
80 ELISA
o d ST Resumen del modelo .
a —AJUSTE R R? Modelo Predlcc_lqn ala
2 40 * negatividad
g 2 / / 0.914 | 0.835 =-11.212 + 8.682x 6.5 afios (M12)
=
< /
g ol —2— $: ANOVA
S Suma de gl Media F sig
- / cuadrados cuadratica )
40 - - - - Regresion 753.771 1 753.771 15.207 0.030
1 2 3 4 5 Residual 148.699 3 49.566
MUESTRA Total 902.470 4

Tabla 9. Andlisis de serologia convencional para el grupo CTa.

TIEMPO EN ALCANZAR EL 100% DE NEGATIVIDAD

TECNICA GENERAL CTe CTa
HAI 3.5 afos (M7) 2.5 anos (M5) 3 anos (M6)
IFI 9.5 afios (M19) 6.5 afos (M13) 4.5 afios (M9)
ELISA 11.5 afios (M23) 13 afios (M26) 6.5 afios (M12)

Tabla 10. Resumen de los valores de prediccion al 100% de negatividad. M= Muestra.
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Los resultados de serologia convencional para dar seguimiento a la efectividad de
tratamiento en individuos chagasicos son consistentes con lo reportado. Es necesario
evaluar nuevas herramientas como indicadores de cura post-tratamiento a recomendacion
de expertos internacionales en los ultimos afos (OMS, 2005). La efectividad de la
Inmunoelectrotransferencia o Western Blot es poco conocida en la evaluacién de
seguimiento de tratamiento etiolégico, nosotros evaluamos la densidad éptica integrada

(DOI) de la respuesta de anticuerpos frente a moléculas de 190, 143, 110, 75y 69 kDa.

La inmunodeteccion se realizé en condicion estandar (Pastén Sanchez, 2003) y con Urea
6M (Singh Redhu, 2006 y Mancipar, 2001). El perfil de reactividad de cada una de las
muestras estudiadas se presenta en las figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18 y 19.

l(MPMI23456}'391l]1112131415161}'131920
Da - =

2 50 m—
1 50 m—

100 == |
?5—

L w——

37 e——

25 e—

21— i | | |

[l 1T ; b '
b A IR SENED (REEL ¢ sillh diNb a2 b diT D ¢
Fig. 11 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C8M2, 5y 6) C9M1, 7 y 8) COM2, 9) C+,
10) C-, 11 y 12) CiM1, 13 y 14) CiM2, 15 y 16) CiM3, 17 y 18) C3M1, 19 y 20)

C3M2. T+: Testigo positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C es caso, M es muestra y #
ndmero que le corresponde. Las marcadas con ¥ fueron tratadas con Urea 6M.
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Fig. 12 Western Blot, carril 1 y 2) C2M1, 3y 4) C2M2, 5y 6) C2M3, 7 vy 8)
C2M4, 9 y 10) C2M5, 11y 12) T+, 13) T-. T+: Testigo positivo, T-: Testigo
negativo, C#M#: C es caso, M es muestra y # numero que le corresponde. Las
marcadas con ¥ fueron tratadas con Urea 6M.
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Fig. 13 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C3M3, 5y 6) C4M1, 7y 8) C4M2, 9y
10) C4M3, 11y 12) C26M1, 13 y 14) C26M2, 15y 16) C26M3, 17 y 18) C65M1, 19y
20) C65M2, 21y 22) C65M3, 23) T+. T+: Testigo positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C
es caso, M es muestra y # numero que le corresponde. Las marcadas con Y fueron

tratadas con Urea 6M.
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Fig. 14 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C5M1, 5y 6) C5M2, 7y 8) C6M1,
9 y 10) C6M2, 11 y 12) C7M1, 13 y 14) C7M2, 15 y 16) C8M1. T+: Testigo
positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C es caso, M es muestra y # numero que le
corresponde. Las marcadas con % fueron tratadas con Urea 6M.
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Fig. 15 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C10M1, 5y 6) C10M2, 7 y 8) C11M1, 9y 10)
C1iM2,11y 12)Ci2M1, 13y 14) C12M2, 15y 16) C13M1, 17 y 18) C13M2, 19 y 20) C14M1,
21y 22) C14M2. T+: Testigo positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C es caso, M es muestra y #
ndmero que le corresponde. Las marcadas con v fueron tratadas con Urea 6M.

53



MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 1718 19 20 21 22

kDa
2 5[ m—

150 = ' —
100 - _—— T q_w*_:j —

75 e

50 =

37 ——
' L LB ]
25 e—

2 [) —

el ke e ok L el ok g e T ke PR [N Y

Fig. 16 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C15M1, 5y 6) C15M2, 7y 8) C16M1, 9y
10) C16M2, 11y 12) C17M1, 13y 14) C17M2, 15y 16) C18M1, 17 y 18) C18M2, 19y
20) C19M1, 21 y 22) C19M2. T+: Testigo positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C es caso,
M es muestra v # nimero que le corresponde. Las marcadas con X fueron tratadas con Urea
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Fig. 17 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C20M1, 5y 6) C20M2, 7 y 8) C21M1, 9y 10)
C21M2, 11y 12) C22M1, 13y 14) C22M2, 15y 16) C63M1, 17 y 18) C63M2, 19 y 20) C64M1,
21y 22) C64M2. T+: Testigo positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C es caso, M es muestra y #
ndmero que le corresponde. Las marcadas con vk fueron tratadas con Urea 6M.
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Fig. 18 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C66M1, 5y
6) C66M2. T+: Testigo positivo, T-: Testigo negativo, C#M#:
C es caso, M es muestra y # numero que le corresponde. Las
marcadas con X fueron tratadas con Urea 6M.
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Fig. 19 Western Blot, carril 1) T+, 2) T-, 3y 4) C67M1, 5y 6) C67M5, 7 y 8) C68M3, 9y 10)
C68M5, 11 y 12) C68M7, 13 y 14) C68M8, 15 y 16) C69M3, 17 y 18) C69M4. T+: Testigo
positivo, T-: Testigo negativo, C#M#: C es caso, M es muestra y # numero que le corresponde.
Las marcadas con Yfueron tratadas con Urea 6M.

Los perfiles de inmunodeteccién se fotodocumentaron, se determiné el peso molecular de
los marcadores de interés y se midio la densidad o6ptica integrada (DOI) en las muestras

disponibles de cada caso, los resultados se presentan en las tablas 11y 12.
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4 Resultados de DOI utilizando Western Blot estandar

CASD 190 kDa 143 kDa 110kDa 75 kDa 69 kDa
M1 | M2 | M3 | M4 | M3 | M1 | M2 | M3 | M4 | M3 | M1 M2 | M3 | M4 | M5 | ML M2 | M3 | M4 [ M5 | M1 | M2 | M3 | M4 | M3
1 - 180 | - 207 116 - 216 - | 226] z200f - 679 - | 457 | 487) - 529 | - | 444|370 - 0 - 1] 1]
2 64 | 64 | 47 | 33 [ 36| 6k | FO | 45 | 3F (22} 17 14 g |18 [17) 14 15 |09 [ 14 10) 14 21 [12]23]13
3 594 | 603 | SYE [ - - 1027 982 ) 896 [ - - | 7hE | 593 ) 218 | - - | 789 | BBE | V2| - - 0 0 0 - -
4 624 | 304 | 714 | - - Q1051 [ V17| Tee | - - 176 | 293 | 237 | - - 1156 0 - - 0 0 0 - -
2 154 - 487 - - | 208 - 24| - - 16 - 302 | - - 70 - [ 136] - N - | 968| - -
5 354 | 283 - - - | 2538 0 - - - ) 634 | 326 - - - 21 4.3 - - - 0 0 - - -
7 - 410 | 323 [ - - - 520 | 438 [ - - - 308 | 199 - - - 310257 - - - 1981 0 - -
3 1 0 - = = 0 0 - - = 1 404 - : - | 986 | 448 - : - pi124] 425 [ - : -
£ - 0 0 - - - 0 0 - - - 688 | 1002) - - - 0 0 - - - 0 0 - -
10 - 0 i = = - 0 1] - = - 1 0 : = - 1 0 : = - 0 0 : -
11 36,7 [ 405 ] - = - 925 [ 1053 - s - | 188 | 202 = s B E SN s = 0 i = s =
12 0 0 - = = 0 0 - = = 0 0 - - = 0 0 = - = 0 0 - - -
13 1 0 = = = i 0 = = = 0 0 = s NSRS s - 43635 - s =
14 0 0 - = - | 257 | &8 = . - j1ad] 210 - - = a1 0 = = = 47 | 58 - - -
15 0 0 5 = = 0 0 § 3 - | 1135 735 5 5 - 27| 28/e - 5 = 9.3 0 5 5 z
16 171 | 87 = = - 163 | 114 = s - ) 737 | 484 = = - J148 | 116 - = - jwosl 0 = = =
17 134 | 98 - - - J 146 | 164 - - - 1296 %10 - - - 0 0 - - - 74 | 88 - - -
18 254 | 264 = = - | 396 | 564 = = - | vez | 1028 - = = 0 0 = = = 0 0 = = =
19 199 | 230 | - - - | 6B8 | B3E - - - | 897 | 844 - - - s |13y - - - 0 0 - - -
20 524 | BT = = - | 588 | £5.3 = = - | 624 | BES = = - j 1188|1265 - = - | 304 |32 - = =
21 322 | 452 | - - - J 488 | 324 - - - J1183) %18 - - - 43| 280 - - - 0 0 - - -
22 99,3 | 83l - - B KEER T - - - 0 0 - - - i222] 1023] - - - 0 i - -
26 - 183 | 76 | 147 - - 208 43 [ 56| - - 0 0 1] - - 83 [44 | 70| - - 0 0 1] -
63 450 | 538 | - - - |45l | 963 - - - | 285 | 206 - - - pive o3l - - - 0 i -
64 913 [ 926 | - - - J 67l | 823 - - - | 857 | 1282 - = - ) 3le | 3@e | - - = 0 0 - - -
65 282 | 262 | - 194 - ) 342 | 34 - 1183 - 23| 2vs - | 200 - pi08) 805 ) - | S00f - p 503|164 - 108 -
66 1025 1031 - = - 976 | 114 - - - jaid | 3la - - - | %28 | 86 | - = - | 289|278 | - - -
&7 89 s = 49 | - 9.0 s = 49 | - 1.0 s = 1.3 = 4.3 = = 12] - 0 = = o =
58 - 0 o 0 0 = 0 0 0 0 = 26 | BE | 23 | 39 = 30 | 49 | 49| 4.2 = 19 0 o o
59 - - 32 | 43| - - - 24 | 34 | - - - 23 | 7.2 - - - 0 0 - - - 0 0 -

Tabla 11. Respuesta de anticuerpos medida en Densidad éptica Integrada (DOI) en cada uno de los casos estudiados. M#: M es muestray #
numero de muestra.
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4 Resultados de DOI utilizando Western Blot Urea 6M

CasO 190 kDa 143 kDa 110 kDa 75 kDa 69 kDa

M1 | M2 [ M3 [ Ma [ M5 ] ma | w2 [ M3 [ Ma M5 ] w1 [ 2| M3 [ ma [ M5 | oMt [ M2 M3 [ [ M5 | M1 [ M2 [ M3 [ Ma] M5
i - (172 ] - [172lies] - (153 - [zadliss] - [ zo| - [asd[203] - [se2] - [sorfas] - [ o [ -[o o
27 | 53 | 50 | 48 |40 [ 14| 65 | 49 | 38 |32 [ 11| 04 | 07 | 10 [ 04 |02 | 02 (01|04 |01 |02| 03] 0 [0 | 00
3 | 616 980 53] - | - |I5r0| 352|129 - | - |10z %3] 0 | - [ - | 0 [ 0 |%®&] - [ -0 [ 0 |0]-
4 | 788 | 495 | 610 | - | - 1154 453 | 796 | - | - | 142 [ 320|269 - | - | 0 [0 [0 -] - o o0 [o0]-
5 |40 - |44z - | - [s05] - |38 - | - [ 35 [ - | 18] - | - | 621 - (84| - | - | 265 - [308] -
6 |437 162 - | - | - 35| o | - | - -lwa2t0] - [ - | - |48 44| - [ - - o[ o [ -]-71-
7 - |ess|ste| - [ - | - [mo]4@ | - | - | - [fis[ o0 | - [ - - [»51]228] - [ - - [0 [0 [-[-
B 0 10 | - | -1 - L0 01 - -1 -010 [124] -1 -1 - |=&li] - -1 -3l 0 -1 -1-
E - o0 o | - -1 -[olo-1-1-Tolol-1-1-JTolo[-1-1-109o @®o/[-
o | - 10 [0 -] -1 -l®61®0 -1T-1-10]]0 [ -1-1 -Tolo]-1-1-1@87/0o]-
0 |7 e8] - | - | - |13 as] - | - | - [ 82 [ 87 ] - [ - | - | S04 &0 - [ - | -0 [ 0 [ -1-
iz o o - -] -folol -1-1T-1To o] -[-T1T-folol-1-1-1oloJ-1-1-
3 | 010 -1 -1 Lol o]l -1 -1 -010 0] -1 -1 -|z/74] [ -1 - |@26[®5]-1-1-
@ | o0 -1 -] -1olo]l -1 -1 -1®2]2z] - -1 -1 010 -1-1-01o0 ] -1-1-+-
5 o o | - |- -0olo]l| -1 -1 -Isie[®4| - -1 -|»szles] --1-Lo o] -1-1-
6 | 12682 - | - | - Q05| 140 - | - | - | 654 2] - | - | - L 7l140] - -1 - |65 0 [ -1 -1-
17 | 10683 - | - | - |150] 84 - | - | - |85 [®s5] - [ - | - 0 1o -1-1-0o o -1-1-
18 |37 (192 - | - | - |ss4|esa| - | - | - |tzid[92d4| - | - | - o o] -|-1-Vo o -1-71-
19 |33 78| - | - | - #2435 - | - | - |32 [181] - [ - | - |82 e8] - -1 -0 0 [ -1-7-
20 | 754 (00| - | - | - |78 [ 8es] - | - | - [ 555 68| - [ - | - |148&(57a] - | - | - |40 ®ma] - | - | -
71 | 304 | 23] - | - | - |30 &2 - | - | - |4& | 6] - | - | - |3el33] - -1 - Lo 0 -1-]1-
22 | 905 636 - | - | - |sta|4@s] - | - [ - L0 [0 [ - | -1 -|#z2[846] - - -1 00 -
26 | - (133 71 |88 - | - [122]95 (98 - | - [0 | o [0 | -| - [48|24[53] - | - [0 [0 |@a]-
63 | 708 (506 - | - | - |ebs [ 618 - | - | - |240 (132 - | - | - [tos[80| - | - [ - [ 0 [ © -
64 | 943 594 | - | - | - ledn|eds| - | - | - Ilze7[ o8| - | - | - | 293206 - | - | - [0 [ 0 [ - -1~
65 | 451 [ 384 | - [27.7] - | 484 | 784 | - 242 - | 255 | 172 | - [ 163 | - | 596 [d85] - |200] - | 178 | 192 | - [10.2] -
66 | 1183 576 | - | - | - | 16z2|1034] - | - | - [ 152 [ 266] - | - | - | ®95 664] - | - | - L 0 [ 0 [ - -
67 | 86 | - | - |47 - &8 | - | - (a6 - [ 10| - | - [0 ] -l a7 - -] -1o ] -]-lau
68 | - [0 | 0 oo -] 0ol 0o oo - [26|65][2332] - [28[43|38[30] - |[to] 0|00
65 | - | - [ 2536 - | - | - |16 (18] - - | - [ 15 [53] - - -Jolol -1 -[-Jolu®

Tabla 12. Respuesta de anticuerpos medida en Densidad Optica Integrada (DOI) en cada uno de los casos estudiados. M#: M es muestray #
numero de muestra.
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Se realizé un analisis de varianza con los datos obtenidos en las dos técnicas de Western

Blot con el fin de observar si existia diferencia significativa entre ellas, el resultado indico

que la DOI en ambas técnicas son semejantes; por tal motivo el analisis de los cinco

marcadores solo se realizd utilizando los resultados del Western Blot estandar.

Se calculd el porcentaje de reconocimiento de cada marcador con respecto del numero de

casos estudiados, estratificado en CTe y CTa (tabla 13).

WwWB MUESTRA | MUESTRA | MUESTRA | MUESTRA | MUESTRA
estandar 1 2 3 4 5
MARCADOR] CTe |[CTa]JCTe|CTa]CTe | CTaJCTe ] CTa | CTe | CTa
190 kDa |100%] 76% | 80% | 68% | 75% | 67% | 80% J100%] 50% | 100%
143 kDa |100%]81% | 80% J 73% ] 75% | 67% | 80% J100%] 50% | 100%
110 kDa |100%] 81% | 80% § 82% ] 75% | 83% | 80% J100%]100%] 100%
75 kDa 100% ) 86% | 80% | 73% | 75% | 50% | 80% | 100%]100% | 100%
69 kDa 0% [52%40% |36% ] 0% §33% | 0% [100%] 0% J100%

Tabla 13. Porcentaje de reconocimiento de cada marcador con respecto al niimero de casos
estudiado, en CTe y CTa obtenidos con el Western Blot estandar.

Utilizando el modelo de regresion lineal se efectio un analisis exploratorio de la cinética

de anticuerpos de los cinco marcadores analizados a través del tiempo, empleando datos

generales y realizando una estratificacion en CTe y CTa (Tabla 14, 15y 16).
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DESCRIPCION GENERAL DE LOS MARCADORES

200 190 kDa
150 J ——immesaLo Resumen del modelo
il / 2 Prediccién a la
g 100 R R Modelo negatividad
S s / 0.977 | 0.955 | y=-28.039 +22.415x 3 afios (M6)
=
< /
g 0 *— ANOVA
= Suma de Media .
-50 cuadrados 9l cuadratica F Sig.
-100 T T T v Regresion 5024.322 1 5024.322 62.973 0.004
1 2 3 4 5 Residual | 239.355 3 79.785
MUESTRA Total 5263.677 4
.
250 143 kDa
143 kDa
200 JEE [y e Al Resumen del modelo
150 4 ——ALETE R R? Modelo Prediccionala
2 100 negatividad
§ 5 ¢ e 0.867 | 0.752 | y=-9.662 + 16.382x 3.5 afios (M7)
> /
g o1 —* ANOVA
Z 50 Suma de Media .
s -100 cuadrados gl cuadratica F Sig.
150 Regresion 2983.699 1 2683.699 9.100 0.057
1 i 2 i 3 i 4 i 5 Residual 884.727 3 294.909
MUESTRA Total 3568.426 4
250 110 kDa
200 4 L res Lo Resumen del modelo
— A JUSTE i id
g 100 p 0.952 | 0.907 | y=-34.970 +27.403x 2.5 afios (M5)
2 50 .- ——
E o, / ANOVA
o e Suma de Media .
a gl o8 F Sig.
2 -50 cuadrados cuadratica
° 100 . . . . Regresion 3754.622 1 3754.622 19.455 0.048
1 2 3 4 5 Residual 385.974 2 192.987
MUESTRA Total 4140.596 3
250 75 kDa
® 75kDa
200 9 =——LMITES AL95% Resumen del modelo
—AJUSTE - V3
100
2 o o Jm— 0.869 | 0.756 | y=-8.332 + 16.116x 3.5 afios (M7)
s /
g0 M ANOVA
g -50 Suma de I Media F si
2-100 cuadrados 9 cuadratica 9-
150 Regresion 2597.255 1 2597.255 9.290 0.056
1 i 2 i 3 i 4 i 5 Residual 838.703 3 279.568
MUESTRA Total 3435.958 4
250 69 kDa
200 4 ——Cnires avesn Resumen del modelo
— A JUSTE H 16
g " / hd 0.962 | 0.926 y=-9.822 + 23.394x 2.5 afios (M5)
S 50 ®
= ANOVA
u Suma de I Media F si
*® -50 cuadrados 9 cuadratica 9-
100 . . . . Regresion | 5472.792 1 5472792 | 37492 | 0.009
1 2 3 4 5 Residual | 437.912 3 145.971
MUESTRA Total 5910.705 4

Tabla 14. Andlisis con datos no estratificados para cada uno de los marcadores en estudio.
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200 190 kDa
150 4o _— Resumen del modelo
——AJUSTE / R R? Modelo Predlcc_lqn ala
100 negatividad
2 s - — 0957 | 0.915 | y=-21.731 +20.157x 3 afios (M6)
S /
£ 0 *- £ ANOVA
i / Suma de Media )
w
2 -50 cuadrados gl cuadratica F Sig.
* 100 . . . . Regresion | 4063.046 1 4063046 | 32487 | 0.011
1 2 3 4 5 Residual 375.196 2 125.065
MUESTRA Total 4438.243 4
200 143 kDa
150 - ——{mmesavss% _— Resumen del model: S
—AJUSTE 2 rediccion a la
100 R R Modelo negatividad
2 50 ® + 0.854 | 0.730 | y=-21.446 +15.136x 4 afios (M8)
S B —
= 0 2
3 i ANOVA
'% -50 Suma de | Media F si
=100 cuadrados 9 cuadratica 9-
Regresion 2290.985 1 2290.985 8.115 0.065
-150 T . . . Residual 846.968 3 282.323
MUESTRA Total 3137.953 4
250 110 kDa
200 § ——Lmesac o — Resumen del modelo
150 4——ANSTE R R Modelo Prediccion a la
100 negatividad
2 * * 0.891 | 0.793 | y=-22.050 +25.570x 2.5 afios (M5)
8 50 p = "
E 0 M ANOVA
@ -50 Suma de I Media F si
Z.100 cuadrados 9 cuadratica 9-
°\_150 Regresion 3269.125 1 3269.125 7.671 0.109
1 i 2 i 3 i A i 5 Residual 852.365 2 426.183
MUESTRA Total 4121.490 3
800 75 kDa
600 4 ——Cligzcnt oo — Resumen del modelo
400 4 ——nJusTE 2 Prediccion a la
200 R R Modelo negatividad
g 0 = L 3 7y 0474 | 0.225 | y=-16.237 — 30.331x -—-
S -200 > —%
g -400 ANOVA
i -600 Suma de Media .
2 800 cuadrados 9l cuadratica F Sig.
1000 Regresion 9199.696 1 9199.696 0.869 0.420
) 1 Y 2 Y 3 Y 4 Y 5 Residual 31747.487 3 10582.496
MUESTRA Total 40947.182 4
200 69 kDa
e Resumen del modelo
180 T —nuusre 2 Prediccion a la
R R Modelo L
100 negatividad
2 el 0.877 | 0.786 | y=-6.535 +18.475x 3 afios (M6)
g ® /
S
20 & ANOVA
[ Suma de Media -
w
z 50 cuadrados gl cuadratica F Sig.
100 . . . . Regresion 1706.628 1 1706.628 7.359 0.113
1 2 3 4 5 Residual 463.824 2 231.912
MUESTRA Total 2170.452 3

Tabla 15. Analisis con datos estratificados para cada uno de los marcadores en estudio.
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190 kDa
250 # 190kDaCTa —
200 4 =—LIMTES AL95% Resumen del modelo
———AJUSTE / 2 Prediccién a la
150 _— R R Modelo L
2 100 negatividad
g 50 (s — 0.808 | 0.653 | y=-26.535 + 18.865x 3.5 afios (M7)
g o /
g T ANOVA
z -50 Suma de | Media F si
°74100 cuadrados 9 cuadratica 9-
150 . . . . Regresion 1779.441 1 1779.441 3.768 0.192
1 2 3 4 5 Residual 944583 2 472.292
Total 2724.024 3
MUESTRA
250 143 kDa
200 | T N Resumen del modelo
150 4 ——=nuste R R? Modelo Predlcc_lqn ala
2 100 i negatividad
g 5 —— e — 0.927 | 0.859 | y=-32.335+24.073x | 2.5 afios (M5)
=
< _.,_/
g 01 —___— ANOVA
2 50 Suma de Media .
°\-100 — cuadrados gl cuadratica F Sig.
150 - - - - Regresion 2897.547 1 2897.547 12.174 0.073
Residual 476.018 2 238.009
1 2 3 4 5 Total 3373.564 3
MUESTRA
250 110 kDa
200 -2 o Resumen del modelo o
150 AJUSTE / R R Modelo P:]eedglgz:il‘zzaadla
100
2 5 s 0.931 | 0.866 | y=-38.580+26.727x | 2.5 afios (M5)
s N /
g 0 A L 4 - ANOVA
g -50 Suma de | Media F si
=100 cuadrados 9 cuadratica 9-
150 - - - - Regresion 3571.663 1 3571.663 12.970 0.069
1 2 3 4 5 Residual 550.747 2 275.374
Total 4122.410 3
MUESTRA
250 75 kDa
200 .t hoaere ——— Resumen del modelo
o 150 4 ——ALTE — R R? Modelo P:‘eeds;:fi"zg:d'a
100 A
g 50 P .’ 0.721 | 0.520 | y=-7.570 +14.129x 4 afios (M8)
< /
g 0 M ANOVA
50 Suma de Media
= .
-100 cuadrados gl cuadratica F Sig.
150 - - - - Regresion 998.143 1 998.143 2.166 0.279
1 2 3 4 5 Residual 921.543 2 460.771
Total 1919.686 3
MUESTRA

Tabla 16. Analisis con datos estratificados para cada uno de los marcadores en estudio.

TIEMPO EN ALCANZAR EL 100% DE NEGATIVIDAD
GENERAL CTe CTa
190 kDa 3 anos (M6) 3 anos (M6) 3.5 afos (M7)
143 kDa 3.5 afios (M7) 4 anos (M8) 2.5 anos (M5)
110 kDa 2.5 anos (M5) 2.5 anos (M5) 2.5 anos (M5)
75 kDa 3.5afnos(M7) | - 4 afos (M8)
69 kDa 2.5 anos (M5) 3anos(M6) | = -----

Tabla 17. Resumen de los valores de prediccion al 100% de negatividad. M= Muestra.
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7. DISCUSION

Uno de los aspectos mas complejos de la enfermedad de Chagas es evaluar el efecto del
tratamiento etiolégico con relacion a los resultados de las pruebas seroldgicas, donde se
necesita un seguimiento prolongado y los resultados obtenidos son en gran parte
controversiales. Como criterios de evaluacion del tratamiento (criterios de cura), se han
empleado los cambios en la serologia, la parasitemia y la evolucién clinica; mientras los
primeros se pueden observar en meses, la evaluacion clinica requiere afos de control,
hecho que ha desalentado a varios grupos de investigacion. Para muchos, aunque no
exista correlacion clinica que lo confirme, aquellos pacientes tratados que cursan con una

parasitemia y serologia negativas, se consideran curados (Espinoza, 2003).

Lo anterior sugiere la necesidad de revaluar los criterios de cura en los pacientes con
enfermedad de Chagas que reciben tratamiento etiolégico, asi como buscar nuevas

herramientas para valorar el éxito terapéutico.

Este trabajo es el inicio de un proyecto en donde se plantean nuevas alternativas en la
busqueda de marcadores para evaluar la eficacia del tratamiento etiolégico contra la
Enfermedad de Chagas. La técnica del Western Blot o Inmunoelectrotransferencia, es
empleada en la actualidad en apoyo al diagndstico o investigacion, por su alta sensibilidad
y especificidad. En el laboratorio de Enfermedad de Chagas del INDRE fue implementada
como apoyo al algoritmo de diagnéstico y se identificaron complejos proteicos de
determinado peso molecular que son reconocidos por individuos en fase cronica

asintomatica.

La primera parte de este trabajo evalla el comportamiento de la poblacién en estudio,
utilizando serologia convencional (Grafica 1). Entre CTe y CTa hay un patron de
comportamiento diferencial en donde; la respuesta de anticuerpos es menor en CTe con
respecto a CTa. En el grupo control sin tratamiento el comportamiento es igual, sin
embargo la caida post-tratamiento es mayor en CTe. Esto es consistente con lo
observado por otros grupos de investigadores. En 1996, Andrade y col. En 129 nifios de
7 a 12 anos de edad, cronicos tratados con Benznidazol, seguidos tres afios observé que
solo el 58 % fueron negativos a un glicoconjugado de tripomastigote como antigeno y la
Inmunofluorescencia indirecta (IFl), presentd una caida de cinco titulos sin llegar a la
negatividad (De Andrade, 1996). En 1998, Sosa Estani y col. En 106 nifios crénicos, de 6
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a 12 afios, que fueron tratados con Benznidazol y seguidos por cuatro afios, solo el 62.1
% negativizaron al antigeno recombinante F29, y en las técnicas convencionales hubo

una disminucion significativa (Sosa Estani, 1998).

Evidenciando la tendencia de cada una de las técnicas de serologia convencional (Tablas
6, 7 y 8), se pone de manifiesto que la técnica de HAI es la que presenta una tasa de
cambio mayor comparada con las otras técnicas en los grupos de edad estudiados;
aparentemente en un tiempo aproximado de 3 afios se podria llegar a la negatividad,
aunque este tiempo estimado es altamente variable en los parametros del modelo ya que
los valores de R? para esta técnica son muy bajos, lo cual puede deberse a la variabilidad
entre reactivos utilizados. La aparente eficiencia de la técnica de HAI con respecto a IFl y
ELISA, es debida a la sensibilidad analitica de la prueba ya que la técnica de HAI es

menos sensible pero mas especifica y este puede ser el efecto que se esta observando.

Esta podria ser una limitante operativa para utilizar estas técnicas en la evaluacién eficaz
del seguimiento de tratamiento; aunque no se le ha dado la importancia debida y se ha
convertido en un problema poco considerado sin embargo la serologia convencional y
otros antigenos han sido utilizados para evaluar la efectividad terapéutica, estas pruebas
fueron disefiadas para el diagndstico seroldgico de la enfermedad. Teniendo este principio
como fundamento pueden presentarse diferentes escenarios segun el antigeno o mezcla
de antigenos empleados, el linaje de T. cruzi utilizado y la poblacién en donde se aplica la
prueba. Actualmente en el reporte del grupo de trabajo cientifico sobre la enfermedad de
Chagas (TDR/GTC/09) se ha hecho la recomendacion de evaluar herramientas
diagnésticas que puedan ser utilizadas como criterio de cura después del tratamiento
(OMS, 2005).

La siguiente parte del trabajo analizé cinco antigenos inmunodominantes de 65 a 200 kDa
que son reconocidos por anticuerpos especificos provenientes de individuos post-
tratamiento. En donde se observé que los perfiles de reactividad de cada uno de los casos
son independientes entre si; y la DOI de cada marcador varia conforme al tiempo después
de recibido el tratamiento, esto se debe a que cada individuo responde de forma diferente
al mosaico antigénico existente, tanto en relacién con la concentracion y afinidad de
anticuerpos. La respuesta al tratamiento depende de la interaccion entre el hospedero-

parasito y farmaco lo cual es poco conocido (Espinoza, 2003). Por tal motivo es necesario
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identificar marcadores especificos para la evaluacion del tratamiento, con la finalidad de
emitir informacion oportuna que permita establecer los lineamientos para un tratamiento

terapéutico seguro, asi como su seguimiento.

Para determinar la utilidad de los marcadores estudiados se realizd un analisis de
regresion lineal; para esto se utilizaron los datos de media aritmética de la DOI de cada
marcador expresado en %, como referencia tomamos la primera muestra considerandola
como el 100% de positividad, la diferencia con las siguientes muestras nos da el % de
negatividad en el tiempo. Como resultado de esto se obtuvieron graficas de % de
negatividad en donde se presenta el modelo lineal ajustado, asi como sus intervalos con
un 95% de confianza; también se obtuvieron tablas indicando el coeficiente de
determinaciéon (R?), la ecuacion del modelo y el valor de prediccion al 100% de
negatividad. (Tablas 13, 14 y 15).

Tomando en cuenta lo anterior, el marcador de 110 kDa es el que muestra los resultados
mas alentadores ya que en su analisis general obtuvo un reconocimiento de 88.1 % de las
muestras analizadas, su valor de R? fue de 0.907 y ademas presento la tasa de cambio
hacia la negatividad mas alta en el estudio de 27.403 unidades respecto al tiempo. Con el
modelo anterior (y= 27.403x — 34.970), y bajo el supuesto que las muestras son tomadas
cada seis meses se espera llegar al 100% de negatividad en 2.5 afos aproximadamente.

Al estratificar en CTe y CTa el % de negatividad fue de 2.5 afios en ambos casos.

Para el marcador de 190 kDa el reconocimiento fue del 79.6% de las muestras
analizadas, el valor de R? fue de 0.955, y mostré una tasa de cambio de 22.415 unidades.
La prediccién para alcanzar el 100% de negatividad fue de aproximadamente 3 afios; de
igual manera no se observaron diferencias notables al estratificar los datos en CTe y CTa.
El marcador de 143 kDa muestra un reconocimiento del 80.6% del total de las muestras;
un valor de R? de 0.752, presenta una tasa de cambio de 16.382 unidades y un valor de
prediccion de 3.5 afos. El analisis estratificado muestra que en los CTa el coeficiente de
determinacion se incrementa a 0.859 y de igual forma la tasa de cambio con 24.073
unidades respecto al tiempo, por consiguiente el tiempo en donde se observaria el 100%
de negatividad disminuye a 2.5 afios aproximadamente, por lo anterior se podria decir que

el marcador de 143 kDa presenta mayor eficiencia en el grupo de CTa.
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El marcador de 75 kDa, reconocié un 84.4% de las muestras, un valor de R? de 0.756 y
una tasa de cambio de 16.116 unidades. Se esperaria llegar al 100% de negatividad en
3.5 afios. En CTe se observd un comportamiento diferente con una R? de 0.225. En CTa
la R? es de 0.520, la tasa de cambio es de 14.129 unidades y su valor de prediccion seria
de 4 afios. El ultimo marcador estudiado es el de 69 kDa obteniendo un valor de R? de
0.926 y una buena tasa de cambio de 23.394 unidades, llegando a la negatividad en 2.5
afios aproximadamente y teniendo resultados semejantes al estratificar los datos en CTe
y CTa, el unico inconveniente para este marcador que solo presenta un 36.1% de
reconocimiento en las muestras analizadas. Por lo anterior estos dos ultimos marcadores

se esperaria que fuera limitada su utilidad para evaluar efectividad del tratamiento.

En CTe y CTa no se observan diferencias en la tasa de cambio para los marcadores de
190 y 110 kDa. Solo el marcador de 143 kDa en CTa, presenta una tasa de cambio
mayor. Por serologia convencional se ha reportado que la efectividad del tratamiento en
nifos es mayor en comparacion con los adultos y esto ocurre en un tiempo menor; este
hecho se sustenta en un comportamiento diferente de la respuesta inmune entre CTe y
CTa, en general el tratamiento etiolégico para T. cruzi modula la respuesta de memoria
efectora especifica para el parasito, la cual depende del antigeno para persistir. Una
hipétesis de la persistencia de anticuerpos post-tratamiento podria deberse a la
posibilidad de incorporacion de fragmentos del parasito al ADN de los tejidos del
hospedero o por la reaccion autoinmune a tejidos del mismo (Espinoza, 2003 y Vera de
Bilbao, 2006).

Estudios de Oliveira Pinto en el 2000 demostraron que en niflos con forma clinica
asintomatica de la enfermedad de Chagas, el tratamiento con Benznidazol incrementa las
células CD8 y células NK productoras de altos niveles de IFN-y al mismo tiempo aumenta
las células CD4 vy linfocitos B productores de IL-10. Estos datos apuntan a un balance
regulador en el que las células efectoras contra el parasito y células supresoras de dafos
tisulares son concomitantemente moduladas por el tratamiento con Bz (URL®). Estas
observaciones previas concuerdan con resultados vistos en modelos murinos, al
demostrar que la activacion del sistema inmune del hospedero por antigenos del parasito
e IFN-y enddgeno, tendrian un papel preponderante en la eficacia del tratamiento con
benznidazol (Bertocchi, 2008).
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8. CONCLUSIONES

4 La seroldgia convencional evidencio la diferencia en la respuesta inmune entre CTe y
CTa, siendo los primeros los que presentaron una disminucion de los titulos de

anticuerpos en un menor tiempo.

4 La técnica de HAI debido a su baja sensibilidad analitica, pero a su alta especificidad,
es la que requiere de menor tiempo para llagar a la negatividad; lo cual explicaria la caida

de los titulos de anticuerpos en poco tiempo.

4 La cinética de anticuerpos de la clase IgG en el reconocimiento de proteinas
inmunodominantes de 190, 143, 110, 75 y 69 kDa fue uniforme en individuos CTe y CTa

post-tratamiento.

4 Los marcadores de 110 y 190 kDa son los que presentan mayor posibilidad de ser
considerados como marcadores de éxito terapéutico, siendo el primero el mas

sobresaliente.

4 La respuesta de anticuerpos entre CTe y CTa con los marcadores estudiados no es

aparentemente diferente como en la serolégia convencional.

4 El marcador de 143 kDa fue el Unico que presentd diferencias entre CTe y CTa,
mostrando mejores resultados para el segundo grupo, por lo que se podria ser

considerado como posible marcador de seguimiento de tratamiento para individuos CTa.
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9. PERSPECTIVAS

Dado lo limitado de la poblacién es importante estudiar un grupo mas amplio y tener
mayor informacion de sus caracteristicas epidemiolégicas y clinicas que nos permitan

validar o no la utilidad de estos marcadores.

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de estos marcadores, purificacion, obtencion de

anticuerpos monoclonales.

Analisis por electroforesis en dos dimensiones, separacion y purificacion de marcadores
especificos de seguimiento de tratamiento.
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11. ANEXOS

Preparacion de reactivos y soluciones:

Extracto crudo: Trypanosoma cruzi (epimastigotes

‘/ Epimastigotes: masa humeda de parasitos en fase logaritmica cosechados y lavados

2 veces con solucion salina.

‘/TBS, Tris base salina 100 mM, NaCl 0.15M: 1.211g de Tris base (Roche, Lot.
93401120) se agregan a 80 mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.5 con HCI
fumante 37% (Merck, Cat. 821) y se agrega 0.88g de NaCl (Omnichem, Lot. 15304078) y

se aforara 100 mL.

‘/Tioglicolato de sodio 1:20,000: 10 mg de Tioglicolato de sodio (Bioxon, Cat. 164-2)
se agregan a 10 mL de TBS (concentracion final 1:1000), de esta solucion se toma 1 mL y

se agrega a 19 de TBS, (concentracion final 1:20,000).

Soluciones: Inhibidores de proteasas

‘/ EDTA 1M pH 8. A 10 mL de agua bidestilada se agrega 3.72g de EDTA (Bio-Rad, Cat.
210000996). Almacenar a -20°C en fracciones de 1 mL.

‘/ PMSF 0.333M. A 10 mL etanol grado reactivo se agrega 581mg de PMSF (SIGMA,
Cat. P7626-25G). Almacenar a -20°C en fracciones de 1 mL.

‘/Aprotinina 1mM. A 10 mL de agua se agrega 6.5 mg de aprotinina (ROCHE, Cat.
10981532001)

‘/ PI-A 200x. 1 mL de EDTA 1M pH 8.0 se lleva a un volumen final de 5 mL con agua

bidestilada y se almacenar a -20°C en fracciones de 1 mL.

‘/ PI-B 200x. A 2 mL de etanol grado reactivo se agregan 3 mL de PMSF 0.333M (si es
necesario calentar en bano de agua a 65°C para su disolucién). Fraccionar y almacenar a
-20°C.

‘/Aprotinina. A 3 mL de aprotinina 1 mM se agrega 2 mL de agua bidestilada, se

fracciona y se almacena a -20°C.
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Cuantificaciéon de proteinas: Método de Lowry

Solucién A: (Mezcla de A1, A2 y A3)

A1: Tartrato de sodio (Na,C4H40¢.2H,0) 2 g, aforar a 100 mL.

A2: Sulfato de cobre (CuSQ,4.H,O) 1 g, aforar a 100 mL con agua destilada.
A3: Carbonato de sodio (NaCO;) 20 g, aforar a 1000 mL con NaOH 0.1N.

Se prepara la siguiente mezcla de trabajo: A1: 0.5 mL, A2: 0.5 mL, A3: 50 mL

Solucién B: Reactivo de Folin (Fenol-Ciocalteu) (SIGMA, Cat. F9252) 1N. Diluir volumen

a volumen con agua destilada.

Electroforesis PAGE-SDS 10%, Glicerol 10%

1. Solucién de acrilamida para el gel separador (30.0% T 0.8% C ;)

Acrilamida (Bio-Rad, Cat. 161-0107)..........cccuveeen.. 30.0¢g
Bisacrilamida (Bio-Rad, Cat. 161-0201)................... 08¢
Agua destilada.........ccccooiiiiii 100 mL

Disolver en aproximadamente 80 mL y aforar a 100 mL, filtrar por papel Wathman No. 1y

conservar a 4 °C en frasco ambar.

2. Regulador para gel separador (4x Tris 1.5 M, pH 8.8 + SDS)
Tris-base (Roche, Lot. 93401120)........ccccceeeeunneee 18.5¢

Disolver en aproximadamente 80 mL y ajustar pH con acido clorhidrico concentrado,
agregar 0.4g de SDS, aforar a 100 mL, filtrar por papel Watman No. 1 y conservar a 4 °C

en frasco ambar.

3. Regulador para gel concentrador (4x Tris 0.5 M, pH 6.8 + SDS)
Tris-base (Roche, Lot. 93401120).........ccccevvunneee. 6.05¢g
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Disolver en aproximadamente 60 mL y ajustar pH con acido clorhidrico concentrado,
agregar 0.4g de SDS, aforar a 100 mL, filtrar por papel Watman No. 1 y conservar a 4 °C

en frasco ambar.

4. Persulfato de amonio (Psa) al 10%
Psa (Sigma, Cat. A9164-25G).......ccccccevevvnineeenn. 100 mg
Agua destilada..............ccceeiiii 1.0 mL

Se recomienda solo preparar la cantidad suficiente a utilizar, pues el reactivo es inestable.

5. TEMED (Bio-Rad, Cat. 161-0801). Agregar de 10 a 15 yL por volumen de gel, ver

preparacion de geles.

6. Azul de bromofenol (0.5% p/v en etanol al 10%)
Azul de bromofenol (Sigma, Lot. 34H35181)........ 50 mg
Etanol (PQF, Cat. RA20100) al 10%......c..ccceen... 10 mL

7. Regulador de corrimiento 5x

Glicina (Bio-Rad, Cat. 161-0718).......c..ccceevvnnnen. 724
Tris-base (Bio-Rad, Lot. 93401120)..............c...... 15¢
SDS (Sigma, Cat. L-5750)......cccuvvveeiieeeiiiiiniiiiiinnns 59
Agua destilada.........coeeeiviieiiiicii 1 litro

Diluir 200 mL a 1 L, no es necesario medir el pH (aproximado a 8.3) y se debe conservar
en refrigeracion. El tanque interior de la camara debe ser llenado con regulador nuevo en
cada corrimiento mientras que el regulador del tanque exterior puede ser reciclado por no

mas de 3 6 4 veces.

8. Regulador de muestra 2x

4x Tris 0.5 M, pH 6.8 + SDS......cceeviiieeeieeeeeiinn, 2.5mL
SDS (Sigma, Cat. L-5750).....ccccoiiiiiiiireiaiiiieees 049
Glicerol (Sigma, Cat. G-2025)..........cccovvervnennnen. 2.0 mL
Ditiotreitol, DTT (Promega, Cat. V3151)............... 0.31¢g
Azul de bromofenol 0.5%..........coocceeeieiiiiiiennens 0.2mL
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Agua destilada.........ccco o 4.7 mL

Mezclar un volumen de muestra con un volumen de regulador de muestra 2x. Se

recomienda fraccionar en volumenes de 1 mL y congelar a —20 °C hasta su uso.

9. Gel separador al 10%

Solucion de MONOMErOS.........cevvvevireeeieeeieeiaeeies 5mL

4x TRIS1.5MpH 8.8 +SDS......oooiciieeee 3.75mL
Agua bidestilada..........c..ooiiii i 4.75 mL
Glicerol 10% V/V.....ooviiiieiie e 1.5mL
Persulfato de amonio al 10%.........ccooevvveveerannnee 0.05mL
TEMED. ...t 0.01 mL

NOTA: Cantidad suficiente para preparar 2 geles de 7x10 cm.

10. Gel Concentrador

Solucién de MoNOMEroS. ........c..ceeveeriiiieeeeeeeeeee 0.95 mL
4Xx TRISO0.5MpPHB6.8+SDS.....coooiiiiieeeeeeie 1.25 mL
Agua bidestilada...........cccccerviiiiiii 2.3 mL
Glicerol 10% VIV ....oeeiie e 0.5mL
Persulfato de amonio al 10%........ccccoeeeeiicneennnn 0.05 mL
TEMED......oiiie e 0.01 mL

Tincién azul de Coomassie

1. Solucién madre para tincién de proteinas con azul de Coomassie
Azul de Coomassie (Sigma, Cat. B-0149)...........cccceeee.. 2g
Agua bidestilada............ccco i 200 mL

Disolver en agua caliente, filtrar en papel Watman No.1 y conservar en frasco ambar a

temperatura ambiente.

2. Solucién de trabajo azul de Coomassie

Solucidn madre de azul de Coomassie...................... 31.3mL
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Metanol........ccooo 125 mL
Acido acético glacial (PQM, Cat. 03012)................... 25 mL
Agua bidestilada.........ccccooiiiiii e 68.7 mL

Mezclar, llevar a 250 mL, vy filtrar por papel Watman No.1, conservar en frasco ambar a

temperatura ambiente.

3. Solucidn decolorante para gel tefido con azul de Coomassie

1Y (=1 7= Lo ] IR 500 mL

Acido acético glacial............cccooveveeeveeeeeeeeceeeen. 100 mL

Agua bidestilada...........cccooiiiiii 400 mL
Electrotransferencia

1. Regulador de transferencia

Tris-base (Bio-Rad, Lot. 93401120)...........cceccvvveeennnns 3.02¢g
Glicina (Bio-Rad, Cat. 161-0718)........ccceeeeveeunnnnnens 1449
Metanol (J. T. Baker, Cat. 9070-02)......c.cccccveveeerennn. 200 mL
Agua bidestilada..........ccccovveiiiiiii 800 mL

A 500 mL de agua destilada agregar 3.02 de tris base hasta su disolucion, 14.4 gramos de
glicina hasta su disolucién y 200 mL de metanol, si no ocurre precipitacion ajusta el pH a
8.3 con hidroxido de sodio 1 M y llevar a 1000 mL, se almacena en refrigeracion, puede

ser usado 3 veces.

2. Regulados salino de fosfatos (PBS) 0.01 M pH 7.4

NaCl (Omnichem, Lot. 156304078).........cccccveeerennne 06g
NaH,PO,.H,O (Merck, Lot. A957546)....................... 3049

12.8 g Na,HPO, (Merck, Cat. F323786) si Na,HPO,. 7H,0O (J. T. Baker, Cat.
3824-01) se requiere 24.12 g.

Si es necesario con las mismas sales se ajusta el pH a 7.4, llevar a 1000 mL.

. W

79



_
3. PBS-Tween 0.1% (Sigma Cat. P-1379)

PBS 0.0TMPH 7.4. .. e 1000 mL
Tween 20 (Bio-Rad, Cat. 170-6531).......ccccecevvriirnnns 1mL

4. Solucién de Bloqueo: PBS-Tween 20-0.1%-albumina sérica bovina 1%
PBS-TWEEN 0.1%..cceueeceiieieee e 50 ml

Albumina sérica bovina (Roche, Lot. 70153825)........ 05¢

5. Colorante rojo de Ponceau S

Acido tricloroacético (Sigma, Lot. 113H02551).................. 3g
Rojo de Ponceau S (Sigma, Lot. 110H3737)......cccc......... 20 mg
Agua bidestilada.........cccoiiiiiiii 100 mL

6. Sueros de referencia y testigos

Diluidos en solucion PBS-Tween 0.1%-albumina sérica bovina al 1%

7. Conjugado Anti-IgG humana - Biotina (Zymed, Lot. 01062583)

Conjugado Estreptravidina - Fosfatasa Alcalina (Jackson InmunoResearch, Lot. 59994)
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