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Resumen

La enfermedad de Chagas es producida por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi y constituye un problema de salud publica, afecta principalmente areas rurales
de Latinoamérica. Durante la fase cronica, cerca del 30% de los pacientes
infectados presentan afecciones cardiacas o digestivas que originan una morbilidad
considerable e incluso la muerte. El diagnéstico de la infeccion se realiza

principalmente por serologia.

En el estudio de T. cruzi y su interaccion con sus huéspedes, es necesario el
desarrollo de herramientas que permitan identificar y evidenciar la presencia de los
parasitos y sus componentes de forma especifica. Un recurso importante en el
reconocimiento especifico de proteinas y glicoproteinas son los anticuerpos y su
uso en técnicas de inmunohistoquimica representan una poderosa herramienta, ya
que combinan alta precision y alta sensibilidad en localizacién celular e incluso

escala subcelular.

El objetivo del presente trabajo fue producir anticuerpos policlonales contra
componentes proteicos del aislado de T. cruzi ITRI/MX/1991/TQ previamente

identificados como inmunodominantes.

Los componentes inmunodominantes de T. cruzi fueron identificados por
peso molecular en el patron electroforético y transferidos a membranas de
nitrocelulosa de donde se escindieron para realizar las inmunizaciones subcutaneas

en conejos hembra Nueva Zelanda.

Los sueros obtenidos de los conejos inmunizados presentaron reactividad
contra los componentes de 27 y 34 kDa y los anticuerpos fueron purificados por
afinidad a la proteina A. En la técnica de inmunofluorescencia, ambos anticuerpos
policlonales presentaron reconocimiento hacia los epimastigotes de T. cruzi. Los
anticuerpos anti-TC27 reconocieron la region del cinetoplasto mientras que los anti-
TC34 el reconocimiento se distribuia en el citoplasma. Esto nos sugiere su potencial
de uso como marcadores de T. cruzi en técnicas de inmunocitoquimica y en el

estudio de organelos especificos.



Abstract

Chagas disease is caused by the protozoan parasite T. cruzi and it makes a public
health problem mainly in rural areas of Latinoamerica. During the chronic phase,
about 30% of infected patients present cardiac or digestive diseases which cause
an important morbidity and even death. Diagnostics of this infection is carried out

mainly by serology.

For the understanding of T. cruzi and it's interaction with their hosts, it is
necessary the development of tools that allow to identify and demonstrate the
presence of parasites and their parts specifically. An important resource in the
specific recognition of proteins and glycoproteins are the antibodies, and their use in
immunohistochemistry techniques represent a powerful tool, because they combine

high accuracy and high sensivity in cellular location and even subcellular scale

The aim of this work was to produce polyclonal antibodies against protein
components of T. cruzi strain ITRI/MX/1991 previously identified as

immunodominant.

T. cruzi immmunodominant components were identified by molecular weight in
the electrophoretic pattern and transferred to nitrocellulose membranes and split to

make subcutaneous immunizations in New Zealand female rabbits.

Serum obtained from the immunized rabbits presented reactivity against
components from 27 and 34 kDa and the antibodies were purified by affinity to A
protein. In the immunofluorescence technique, both polyclonal antibodies presented
recognition for epimastigotes of T. cruzi. Surprisingly, antibodies anti-TC27
recognized kinetoplast region while antibodies anti- TC34 recognition was
distributed in the cytoplasm. This suggests us their potential use as markers of T.

cruzi in immunocytochemistry and in the study of their specific organelles.



Introduccion

La Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana fue descrita en 1909 por
Carlos Chagas, quien identifico al protozoario flagelado Trypanosoma cruzi como el
agente etioldgico y al triatomino como vector del parasito, ademas detallé elementos

clinicos, anatémico-patolégicos y epidemioldgicos .

La mayor parte de las infecciones por T. cruzi en el ambiente rural, se observa
en nifios 2, ya que, el vector infectado habita en las casas rusticas de madera, adobe

y piedra.

Ademas esta infeccién constituye un problema de salud publica, afecta
principalmente areas de México, asi como Centroamérica y Sudamérica, sin
embargo, su frecuencia se desconoce, en parte por el sub-registro de su prevalencia

en el medio rural debido a la ausencia de técnicas de bajo costo y facil ejecucion 3.

Para el diagnodstico de esta enfermedad se realizan diversas técnicas
parasitoscopicas e inmunoldgicas. Sin embargo, hasta ahora no se ha reportado el
uso de anticuerpos policlonales producidos a partir de componentes
inmunodominantes en técnicas de inmunohistoquimica, esto podria representar una
herramienta poderosa debido a que combinan alta sensibilidad y precisidon respecto

a la localizacion celular o incluso escala subcelular 4.



Epidemiologia

La tripanosomiasis americana es una enfermedad endémica en Latinoamérica, se
ha convertido en un problema de salud a nivel internacional para paises no
endémicos, debido principalmente a la migracion °. Se estima que mundialmente
existen de 7 a 8 millones de personas infectadas por T. cruzi &, especialmente en
América Latina se considera en riesgo de infeccién a un minimo de 110 millones de
individuos en 21 paises: Argentina, Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay, Peru,
Ecuador, Bolivia, Venezuela, Colombia, Guyana francesa, Guyana, Surinam, Costa

Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Panama, Belice, Guatemala y México ".

Los movimientos poblacionales han modificado el perfil epidemiolégico de
esta enfermedad, convirtiéndola en un riesgo mundial, principalmente en bancos de
sangre variando entre el 3 y 53% y esta considerada como emergente en paises no
endémicos: Estados Unidos, Canada, Australia. Japon, Francia, Espaia, Bélgica,
Portugal, Suiza, Gran Bretafia, Irlanda del Norte, Italia, Alemania, Australia, Croacia,

Dinamarca, Luxemburgo, Noruega, Paises Bajos, Rumania y Suecia ’ (fig. 1).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en 2006, estimé que en
México existian aproximadamente 1°100,000 individuos infectados y 29'500,000 en
riesgo de contraer la infeccion; de 2000 a 2012, la Secretaria de Salud (SS) registré
5,559 casos, principalmente entre los 25 y 44 afios, los estados con mayor
incidencia fueron: Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan, Chiapas, Guerrero y
Jalisco, en 2013 con 762 nuevos casos y 729 en 2014, mientras que las defunciones
registradas fueron 371, la mayoria en los estados de Oaxaca (54.7%) y Guerrero
(15.4%) 7.

En 2010, en la 63™ Asamblea Mundial de Salud, se aprobd la resolucion
WHAG63.20, destacando la gravedad de la enfermedad de Chagas, en la cual se hizo
un llamado para hacer frente a la transmision por transfusién de sangre y trasplante
de o6rganos tanto en paises endémicos como en paises no endémicos. El
resurgimiento de la enfermedad, ha sido el principal foco de atencion en los ultimos

afos &.
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Figura 1. Distribucion global de los casos de Chagas, segun estimaciones oficiales y
situacion de la transmisién vectorial, 2006- 2010. Imagen recuperada de

http://www.hablamosdechagas.com.ar/info-chagas/que-es-el-chagas/dimension-

epidemiological °



http://www.hablamosdechagas.com.ar/info-chagas/que-es-el-chagas/dimension-epidemiologica/
http://www.hablamosdechagas.com.ar/info-chagas/que-es-el-chagas/dimension-epidemiologica/

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado perteneciente a la Clase
Kinetoplastea y Orden Trypanosomatida '°, que se caracteriza por ser protozoario
flagelado que posee un cinetoplasto en una gran mitocondria que contiene DNA .
La reproduccion es asexual, por fisién binaria. De acuerdo a Ruggiero et al., (2015),

T. cruzi se encuentra en la siguiente clasificacion:

Superreino Eukaryota
Reino Protozoa

Subreino Eozoa

Infrareino Euglenozoa
Phyllum Euglenozoa

Clase Kinetoplastea

Orden Trypanosomatida
Familia Trypanosomatidae

Género y especie Trypanosoma cruzi

Los estadios morfolégicos principales de T. cruzi son: epimastigote, amastigote y

tripomastigote (fig. 2).

Epimastigote (epi= anterior): es fusiforme, mide de 18 a 20 um de largo. El
cinetoplasto se encuentra cercano a la parte anterior del nucleo que se encuentra
en posicidn central, de donde emerge el flagelo. Este estadio se reproduce por fisidén
binaria longitudinal en el vector % '3 (fig. 2A).

Amastigote (a= sin, mastis=latigo / flagelo): es de forma redondeada, mide
de 2 a4 uym, su flagelo es corto. A la tincion de acidos nucleicos se observa un gran
nucleo y el cinetoplasto. Tiene la capacidad de replicacién, por division binaria 12 13
(fig. 2B).



Tripomastigote (tripo= perforar): Es la forma infectiva. Mide de 18 a 21 um de
largo por 1 a 4 de ancho; alargado con un gran nucleo central, cinetoplasto de gran
tamano y el blefaroplasto posterior de donde surge un flagelo que contornea una
membrana ondulante, que le confiere movimiento. Este estadio carece de
capacidad de reproduccion y es la forma infectante. La forma metaciclica se
encuentra en las heces de los triatominos y la forma sanguinea se encuentra en el

torrente sanguineo de los mamiferos ' 3 (figs 2C, 2D).

Figura 2. Estadios de Trypanosoma cruzi. A) Epimastigote de un cultivo. B)
Amastigote en tejido cardiaco tefido con H&E C) Tripomastigote sanguineo tehido

con Giemsa. Imagenes recuperadas de http://www.cdc.gov D) Tripomastigote

metaciclico tefido con Giemsa, obtenidos del vector. Imagen tomada por Flores

Villegas Laura 2015.


http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/gallery.html#tcruzithick

Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi tiene un ciclo de vida que alterna entre un huésped vertebrado,
el cual comprende a un amplio rango de mamiferos incluyendo al humano y un
hospedero invertebrado, que se denomina “vector” donde esta involucrada la familia

Reduviidae, subfamilia Triatominae, conocidas también como chinches besuconas
14

El ciclo biologico de T. cruzi (fig. 3) comienza cuando el vector triatomino
ingiere sangre con tripomastigotes de los vertebrados infectados. Dentro del
triatomino los tripomastigotes sanguineos ingeridos pasan y se alojan en el sistema
digestivo, multiplicandose por fisidbn binaria longitudinal y diferenciandose en
epimastigotes en el intestino medio del vector, algunos de los éstos son conducidos
hacia la ampolla rectal diferenciandose en tripomastigotes metaciclicos. En el
momento en que el triatomino se alimenta nuevamente, libera tripomastigotes
metaciclicos en sus heces. Estos entran en el huésped a través de la laceracion de
la piel, las mucosas o conjuntiva. Dentro del huésped vertebrado, el tripomastigote
metaciclico infecta las células nucleadas cercanas al sitio de inoculacion y se
diferencian en amastigotes intracelulares. Los amastigotes se multiplican por fisién
binaria, después de varios ciclos de division, se lisa la célula liberando a los
parasitos y diferenciandose en tripomastigotes sanguineos. Los tripomastigotes
sanguineos pueden infectar las células de diferentes tejidos a través de la

circulacion periférica o ser ingeridos por otro triatomino 2 5.
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Figura 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 1) Los tripomastigotes sanguineos son las
formas en el huésped mamifero succionadas por el vector, éstos pasan a través de su sistema
digestivo y se diferencian su intestino medio como 2) epimastigotes replicativos 3) después
de 3- 4 semanas se liberan tripomastigotes metaciclicos junto con las heces del vector 4)
entran a través de la picadura, lesiones o mucosas del mamifero e infectan diferentes tipos
celulares: fibroblastos, macrofagos y células epiteliales 5) dentro de la célula se diferencian
en amastigotes y después de nueve ciclos de divisidon binaria en el citosol, la célula se lisa y
los amastigotes se diferencian en el torrente sanguineo como tripomastigostes sanguineos

para infectar nuevas células y/o infectar al vector e iniciar el ciclo.



Vectores

La enfermedad de Chagas es transmitida a los humanos y a mas de 150 especies
de mamiferos domésticos y silvestres por insectos hematéfagos 6. Estos se
encuentran dentro de la familia Reduviidae que es al menos de las familias de
insectos mas diversa, con mas de 6,000 especies. Y la subfamilia Triatominae es
notable no sélo porque es la unica subfamilia de Reduviidae que se alimenta de
sangre de vertebrados ademas se conoce que todos los miembros de esta
subfamilia son potenciales vectores de la enfermedad de Chagas '". De acuerdo
con Ruggiero et al., (2015), estos vectores se encuentran en la siguiente

clasificacion:

Reino Animalia
Superreino Bilateria
Infrareino Protostomia
Superphyllum Ecdizoa
Phyllum Arthropoda
Subphyllum Hexapoda
Clase Insecta

Subclase Pterigota
Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia  Triatominae

En México se han reportado 32 especies de diferentes géneros de
transmisores de T. cruzi, 19 pertenecen al género Triatoma y 6 al género Meccus,
dos especies al género Panstrogylus y una especie para cada uno de los siguientes

géneros: Belminus, Diplogaster, Eratyrus, Paratriatoma y Rhodnius 8.

El ciclo de vida de los triatominos incluye las fases: huevo, cinco estadios
ninfales y adulto (fig. 4). La duracion de cada fase es variable dependiendo de la
especie y de la disponibilidad de su alimento. La mayoria de las especies completan

su ciclo entre 5y 12 meses en condiciones éptimas 9.
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Figura 4. Ciclo de vida de un triatomino de la especie Meccus pallidipennis. Se

B C D E
{

muestran los estadios morfolégicos A) huevo B — F) Estadios ninfales del 1 al 5
respectivamente G) Hembra Adulta y H) Macho Adulto. Imagenes tomadas por
Guzman Gémez Susana. Autor: Salazar Schettino Paz Maria. Contribuidores: Flores
Villegas A. Laura, Vences Blanco Mauro O., Cabrera Bravo Margarita. 2011.

Recuperado de Repositorio Institucional RAD- UNAM. http://www.rad.unam.mx/

Los vectores introdomiciliados estudiados principalmente son: Triatoma
barberi y Triatoma dimidiata, estas especies representan un alto riesgo para la salud
entre la poblacién mexicana. Las especies que se han registrado en el peridomicilio
son: Meccus longipennis, M. mazzotti, M. pallidipennis, M. phyllosomus, M.
picturatus, Triatoma gerstaeckeri, T. mexicana, T. rubida, Dipetalogaster maxima,

Panstrogylus rufotuberculatus y Rhodnius prolixus 8.

En nuestro pais los vectores no solo se localizan en zonas tropicales y
subtropicales, sino en zonas con alturas por encima de 1800 msnm como es el caso

de Triatoma barberi ' y es importante porque es un vector intradomiciliado.
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Mecanismos de transmision

Mas del 85% de la trasmision de la enfermedad de Chagas ocurre por via vectorial.
Sin embargo, también puede ser transmitida al humano por mecanismos como:
transfusidn sanguinea, trasplante de 6rganos, de manera vertical de la madre al

infante, por via oral y eventualmente por accidentes de laboratorio .

El riesgo de adquirir la enfermedad de Chagas después de la transfusién de
una unidad de sangre de un donador infectado es menor del 10- 20 % y depende
de muchos factores, incluyendo la concentracion de parasitos en la sangre del
donador, los componentes de la sangre transfundida y la cepa del parasito > 16, El
riesgo de transmisidn parece ser mas alto por la transfusion de plaquetas que de

otros componentes en sangre 6.

La transmision de la infeccion a partir de un donador infectado en etapa
cronica de o6rganos y meédula 6sea han sido documentados principalmente en

América Latina 6.

Los mecanismos de transmisién por transfusiones y congénita son los

principales en zonas urbanas y en paises no endémicos 620,

Otro mecanismo de infeccion es por via oral a través de la ingestion de
alimentos o liquidos contaminados con T. cruzi. Aunque en México este mecanismo
rara vez se presenta, es frecuente en Brasil, Argentina, Chile y Bolivia. Las
microepidemias han sido reportadas en la region del Amazonas y son asociadas
con el consumo de acai contaminada (Euterpe oleracea), frutos de las palmas
(usualmente encontradas cerca de las casas o cerca de lugares tropicales o
subtropicales) y el consumo de jugo de cafa de azucar. Estudios recientes han
determinado el consumo de acai contaminado como una de las principales causas

de los brotes de Chagas agudo en la region del Amazonas y alta mortalidad 2'- 2% 23,
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Fases de la enfermedad y manifestaciones clinicas
Fase aguda

La incubacién es de 14 dias aproximadamente y la duracion oscila entre 6 — 8
semanas 24, Los primeros signos de la enfermedad aguda de Chagas aparecen por
lo menos una semana después de la invasion parasitaria. Cuando el parasito
penetra a través de una laceracién de la piel, se forma un area dura de eritema y
edema denominada Chagoma de inoculacion que se acompana de linfoadenopatia

local 2.

El Signo de Romana (fig. 5) aparece cuando la conjuntiva constituye la via
de entrada de heces depositadas por el vector. Este es un dato clasico de la
enfermedad aguda de Chagas y que consiste en la presencia de edema indoloro
unilateral bipalpebral y periocular. Después de estos primeros signos locales el
paciente puede manifestar fiebre, malestar general, anorexia, edema de cara y/o
extremidades inferiores. Muchas veces se acompafia de linfoadenopatia
generalizada y hepatoesplenomegalia. Rara vez existe miocarditis grave; la mayor
parte de las muertes en la fase aguda es consecutiva a insuficiencia cardiaca. Los
signos neurolégicos son poco frecuentes, pero en ocasiones se observa
meningoencefalitis en nifos menores de dos anos de edad (casi siempre después

de cuatro a ocho semanas) 2 25.

-

)
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Figura 5. Signo de Romana. Fase aguda de la enfermedad de Chagas, producida por
la inoculacién accidental de heces del vector infectado con T. cruzi. Imagen

recuperada de http://www.cdc.gov
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Fase créonica asintomatica

La duracion es variable (puede durar de 10 a 30 anos o incluso en algunos casos
de por vida) ?* %6, Los signos y los sintomas agudos desaparecen de manera
espontanea y la parasitemia en sangre periférica se reduce. Los pacientes entran a
la fase crénica asintomatica después de 2 a 4 meses ?/, en la cual la produccion de

anticuerpos contra T. cruzi aumenta 2.
Fase cronica sintomatica

Alrededor del 30% de las personas infectadas desarrollan la forma crénica de la
enfermedad 4. Las lesiones patoldgicas encontradas en los pacientes cronicos se
clasifican de acuerdo al 6rgano afectado. Las manifestaciones cronicas que se
presentan son: 94.5% presenta problemas cardiacos: 38.5% de estos pacientes
mueren repentinamente (muerte subita) y 56% presenta insuficiencia cardiaca, el
5.5% desarrolla sindromes en sistema digestivo como megaesofago o megacolon
28 (fig 6).

Figura 6. Patologia de la cardiopatia chagasica cronica en humanos. A) Corazén de
tamafo normal B, C y D) Corazones con peso aumentado y lisis celular. Suarez C,
Mota et al. Gac Med Caracas 1999; 107:517-530. Figura E) Es6fago normal y F)

Megaesofago.Recuperado de http://www.fac.org.ar/fec/chagas/c11mitel/c11mitel.htm
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Diagnéstico
Fase aguda

Durante la fase aguda, la parasitemia es elevada en circulacion periférica. El método
mas sencillo es la identificacion de tripomastigotes por analisis microscépico de una
muestra de sangre fresca anticoagulada o de la capa leucocitica. También las
extensiones de sangre en gota fina y gota gruesa con tincion de Giemsa permiten
la visualizacién de parasito; sin embargo, cuando la parasitemia es baja, es
necesario utilizar métodos de concentracién, como el Strout y el microhematocrito
con naranja acridina como colorante 2 2°, que es un método utilizado para identificar
la infeccion congénita debido a la alta sensibilidad y la poca cantidad de sangre que
se necesita para realizar el estudio, otra opcidon es la amplificacion de DNA de T.

cruzi 39,

Fase cronica

La fase cronica de la enfermedad de Chagas se diagnostica al identificar la
presencia de anticuerpos IgG especificos que reconocen a los antigenos de T. cruzi
2, Las pruebas convencionalmente incluyen: hemaglutinacion indirecta
(IHA), inmunoensayos enzimaticos (ELISA) y pruebas de inmunofluorescencia

indirecta (IF1) 3.

También se usan pruebas no convencionales como: tiras reactivas y técnicas
de inmunotransferencia (Western blot) para la fase crénica. Estas pruebas se basan
en la deteccion de anticuerpos y en la utilizacion de nuevas matrices para inmovilizar

los antigenos 2°.
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Confirmacion del diagnéstico

En Latinoamérica existen mas de 30 pruebas comerciales, incluidas varias que
utilizan antigenos recombinantes. Estas pruebas son bastante sensibles y
especificas; sin embargo en algunos casos se ha registrado resultados falsos
positivos. Es por ello que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda
realizar por lo menos dos analisis en las muestras con diferentes técnicas, la
obtencién de resultados seroreactivos en ambas equivale a un diagnostico positivo
de la infeccion por Trypanosoma cruzi. En caso de que no haya concordancia en

los resultados, se debe realizar una tercera prueba, convencional o no convencional
2,29

Tratamiento

Los medicamentos tripanocidas, nifurtimox y benznidazol son recomendados para
el tratamiento de casos en fase aguda y fase crénica temprana (menores de 15
afnos) y para pacientes quienes presentan riesgo de reactivacion de la infeccidon
latente con T. cruzi, debido a la inmunosupresién. Sin embargo estan

contraindicados durante el embarazo 6.
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Antecedentes
Variedad genotipica de T. cruzi

En diversos estudios, ha sido reconocida la variedad genotipica, fenotipica y de
comportamiento bioldgico que presenta T. cruzi. Actualmente existe un consenso
por el cual las cepas y los aislados pueden ser clasificados genéticamente en seis
unidades discretas tipificadoras (DTU’s) referidas como: Tcl — TcVI. Algunos de
estos grupos se han asociado a ciertas manifestaciones clinicas y de distribucion

geografica 3.

Las cepas causantes de casos humanos, se han reportado principalmente
como: el grupo Tcll en el Cono Sur y Tcl en Colombia, Venezuela y América Central
32,33, 34 En México, la mayoria de las cepas de T. cruzi que han sido analizadas

genéticamente se han reportado como Tcl 35 36,

El aislado TQ de T. cruzi utilizado en el presente trabajo se clasifica dentro
del grupo Tcl 3. Este aislado fue obtenido en 1991, del vector Triatoma pallidipennis

en el estado de Morelos, México latitud 18.953, longitud -99.223 regidn norte centro.

Trypanosoma cruzi es altamente inmunogénico y representa una oferta
amplia para el hospedador vertebrado, con proteinas periféricas localizadas en su
membrana celular y cuya presencia e inmunogenicidad pueden variar en los
diferentes estadios del ciclo bioldgico del parasito 3% 3°, es decir, presentan
variaciones en los patrones de expresion de proteinas. Algunas pueden intervenir

en la infectividad y sobrevivencia del parasito 4°.
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Biomarcadores

El programa Internacional en seguridad quimica dirigido por la OMS, ha definido
como biomarcador a cualquier sustancia, estructura o proceso que pueda ser
medido en el cuerpo o sus productos e influencia o predice la incidencia o resultados

de alguna enfermedad #'-42.

Es por ello que para favorecer y optimizar los resultados respecto a la
infeccion por T. cruzi y mejorar la sensibilidad y especificidad de dichas pruebas,
minimizando los resultados falsos — positivos y/o falsos- negativos, se recomienda
el desarrollo de pruebas con antigenos de cepas locales como biomarcadores
especificos, ya que la diversidad de las cepas del parasito ha sido incriminada por

este hecho °.

Proteinas de T. cruzi en el diagnéstico

Los biomarcadores de T. cruzi incluyen diversas proteinas y glicoproteinas aisladas
del parasito, asi como grupos de proteinas recombinantes, proteinas purificadas de
diferentes estadios del parasito asi como neoglicoconjugados 43. A partir de éstas
se han identificado y desarrollado diversos marcadores de infeccion, prondstico y

progresion de la enfermedad #4 (tabla 1).
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Tabla 1. Proteinas de T. cruzi con potenciales usos clinicos y epidemiolégicos.
Modificada de Marcipar & Lagier (2012) “ y Pinazo (2015)

Nombre del Peso Molecular en Observado Uso

antigeno kDa

CRA 225 Citoplasma Infeccién cronica
FRA >300 Asociada a Infeccion cronica

citoesqueleto

F29 29 Flagelo Monitor de cura

SAPA == Familia de las Infecciones agudas
transialidasas y congénitas

rTc24 24 Proteina Monitor de cura

recombinante

Cy-HSP 70 70 Proteina heat shock Infeccién crénica/

Marcador de cura

En México diversos grupos de investigacion se han enfocado en el estudio
de proteinas inmunogénicas e inmunodominantes de aislados mexicanos de T. cruzi

que puedan ser utilizados como biomarcadores.

Entre ellos, Bucio y colaboradores en 1999, emplearon un extracto antigénico
de epimastigostes, tripomastigotes y esferomastigotes de tres cepas mexicanas:
Querétaro obtenida de T. barberi, Tequesquitengo obtenida de T. pallidipennis y
Yucatan proveniente de paciente humano, identificaron el reconocimiento especifico
de sueros de pacientes infectados con T. cruzi hacia cinco componentes proteicos
con pesos de: 74, 44, 31, 25y 18 kDa 4°.

En 2001, Sanchez y colaboradores identificaron siete componentes
inmunodominates con un extracto total de epimastigotes de las cepas mexicanas:
Ninoa, Querétaro, Mor 10 y cepa Y de pesos aproximados de: 30, 32, 40, 42, 65 y
70 kDa 4.

Otros biomarcadores del parasito, son las proteinas con pesos moleculares

entre 30 y 34 kDa, las cuales han mostrado una fuerte reactividad con los
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anticuerpos en muestras de suero de pacientes chagasicos y han mostrado una alta
sensibilidad y especificidad respecto a los extractos totales del parasito en analisis

de Western blot 4748, 49,50

En 2013, da Costa y colaboradores reportaron una alta sensibilidad,
especificidad y reactividad con proteinas de un rango de 30-34 kDa de T. cruzi y

sueros de pacientes chagasicos 4’.

Asi mismo en nuestro grupo de investigacion, Torres y colaboradores al
evaluar la reactividad en un panel de 35 sueros positivos a T. cruzi identificaron
cuatro proteinas inmunodominantes con pesos moleculares de: 27, 32, 34 y 38 kDa,
las cuales fueron reconocidas por el 100% Yy una con el 97% respectivamente.
Estas proteinas no son reconocidas por los pacientes sanos y tampoco por
pacientes con leishmaniosis, lo que indica que estas proteinas podrian intervenir
significativamente en el proceso de infeccion ®'. Sin embargo, en la actualidad aun

se desconoce: la identidad y las propiedades bioquimicas de dichas proteinas.
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Anticuerpos como biomarcadores de T. cruzi

Uno de las deficiencias en el estudio de la biologia humana y las enfermedades, es
la carencia de anticuerpos bien validados y caracterizados para muchas proteinas

humanas. Esto ha llevado a diversas iniciativas para generarlos 2.

En su mayoria, los anticuerpos se han generado contra proteinas, péptidos
o epitopes especificos, ademas han demostrado ser versatiles y una herramienta

poderosa para demostrar la identidad molecular en las células y tejidos *.

Actualmente éstos reactivos representan una de las fracciones mas grandes
dentro de los marcadores biolégicos y en algunos casos se encuentran disponibles
comercialmente para el diagndstico de enfermedades como: cancer, enfermedades
inflamatorias e infecciosas °3, sin embargo, el desarrollo de anticuerpos contra

proteinas de T. cruzi es limitado y existen muy pocos disponibles comercialmente.

En 2014, Cassiano Martin y colaboradores, reportaron la caracterizacion de
un anticuerpo monoclonal de raton (mAB CZP-315.D9) contra cruzipaina
recombinante de T. cruzi (TcCruzipain) que especificamente reconoce los
reservosomas. Proponiendo su uso como marcador molecular para estudios en la
funcion de este organelo %, Sin embargo, este marcador no se encuentra disponible

comercialmente.

Por otra parte, LifeSpan BioSciences Inc., comercialmente dispone de un
anticuerpo monoclonal Anti- Trypanosoma cruzi LPG (clona Tcr7D3), validado a
través de diferentes técnicas: inmunofluorescencia, Western Blot y ELISA, el cual
reconoce lipofosfoglicanos (LPG) que migra como una banda homogénea de 42
kDa %°. Este anticuerpo fue utilizado por Henao Martinez y colaboradores en cortes

histologicos de corazones de ratones para la deteccion de antigenos de T. cruzi .

Finalmente, es necesario enfatizar algunas de las caracteristicas ventajosas
que presentan los anticuerpos policlonales como: ser dirigidos hacia diferentes sitios
de unién de una proteina (epitopes) °’ reduciendo asi el no reconocimiento hacia
un determinante antigénico en caso de un cambio en su estructura quimica 8.

Ademas cabe resaltar que en técnicas de inmunohistoquimica, los anticuerpos
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representan una herramienta poderosa ya que combinan alta precision para la
identificacién a nivel de proteina, con una alta sensibilidad, ademas localizacién

celular o incluso a escala subcelular?.
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Justificacion

Trypanosoma cruzi es altamente inmunogénico y presenta una amplia oferta
antigénica para el huésped vertebrado, con proteinas localizadas principalmente en

la membrana celular 3.

En T. cruzi se han identificado componentes proteicos inmunodominantes

que son reconocidos por hasta el 100% de los sueros de pacientes infectados.

En el avance del conocimiento de T. cruzi y su interaccion con sus
huéspedes, es necesario el desarrollo de herramientas que permitan identificar y
evidenciar visualmente a los parasitos y sus componentes especificos. Un recurso
importante en el reconocimiento especifico de fracciones proteicas y glucoproteicas
son los anticuerpos, cuyo desarrollo puede ser inducido a través de inmunizaciones

en modelos animales de laboratorio.

La identificacion especifica de parasitos por técnicas como: la
inmunocitoquimica, podria facilitar la elucidacion de posibles roles o interacciones
entre T. cruzi y sus huéspedes, ademas de servir como base para determinar la
importancia de ciertas proteinas como posibles blancos terapéuticos para el
diagnostico de la enfermedad de Chagas utilizando fracciones de proteinas

inmunodominantes de cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi.

En el presente trabajo se ha propuesto el desarrollo de anticuerpos
policlonales contra proteinas inmunodominantes de pesos moleculares de: 27, 34 y
38 kDa de T. cruzi del aislado ITRI/MX/1991/TQ y su uso en la técnica de
inmunocitoquimica como un primer reporte de inmunoafinidad, para mostrar el

reconocimiento en la fase de epimastigote.
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Hipétesis

La inmunizacidén en animales con componentes proteicos de Trypanosoma cruzi,
permitira la produccion de anticuerpos policlonales contra el parasito que podran ser

verificados por Western blot e inmunocitoquimica.

Objetivo general

Obtener anticuerpos policlonales contra componentes inmunodominantes del
aislado de Trypanosoma cruzi ITRI/MX/1991/TQ.

Objetivos particulares

l. Seleccionar los componentes inmunodominantes.

Il Obtener anticuerpos policlonales contra cada componente.

II. Verificar la deteccion del componente inmunizado por Western blot.

IV.  Emplear los anticuerpos para la deteccion del parasito mediante la técnica de

inmunohistoquimica.
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Materiales y métodos

Cultivode T. cruzi

La expansion parasitaria del aislado de Trypanosoma cruzi ITRI/MX/1991/TQ
proveniente de Meccus pallidipennis (Tequesquitengo, Morelos), se realizé en
medio de cultivo Infusién de higado y triptosa (LIT) suplementado al 5% con suero
fetal bovino inactivado. Se monitoreo su crecimiento por siete dias hasta observar

la fase estacionaria.
Obtencion del extracto antigénico de epimastigotes de T. cruzi

La extraccién proteica se realizé siguiendo la metodologia, descrita por Bucio en
1999. El cultivo y cinco lavados se realizaron por centrifugacion a 2500 x g por 20
min a 4°C con amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.2 (KCI 0.2 gr, KH2PO4 0.2 gr,
NaCl 8 g y Na2HPO4 12H20 2.9 gr; para 1000 ml); los sobrenadantes fueron
desechados en cada paso. El pellet se resuspendié en Tris HCI 50 mM pH 7.4. La
lisis celular se realizd por sonicacion utilizando un procesador ultrasénico Vibra Cell-
7 pulsos de 1 min y se centrifugd a 43 000 g. Se recuperé la fraccion soluble y se

almacend en congelacion hasta su uso.
Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd por el método de acido biciconinico,
empleando el kit comercial BCA Protein Assay Kit de Pearce. Se realizé una curva
patrén de albumina sérica bovina en un rango de 0 a 2000 pg/mL en diferentes
diluciones con PBS pH 7.2. La curva patrén y las muestras problema (extracto
proteico) se colocaron por triplicado en una microplaca de poliestireno de 96 pozos,
se colocaron 200 ul por pozo de la mezcla de reactivos del kit, se incubé durante 30
minutos y se realizo la lectura a 562nm en un espectrofotometro para microplacas
Epoch de Biotek. Las concentraciones finales se obtuvieron al aplicar a los valores

obtenidos la ecuacion de la recta.
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SDS- PAGE

La separacion de los componentes antigénicos del extracto de epimastigotes de T.
cruzi se realizd por electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida: gel
concentrador al 5% y gel separador al 10%. Se utilizé Precision Plus Protein
Standards Dual Color de Bio-Rad como marcador de peso molecular (10- 250 kDa).
Se agregaron 180 ug de proteina por gel (9 pozos con 20 ug cada uno) en dilucién
1:1 con buffer de muestra (trizima-base 0.5M pH 6.8, Glicerol, SDS 10%, azul de
bromofenol 0.5%, B-mercaptoetanol 1:100) por carril y se corrié en una camara de
electroforesis Bio Rad® (Mini Protean Ill) a 100 volts por aproximadamente 90

minutos.
Electroinmunotransferencia y seleccion de componentes inmunodominantes

La técnica de electroinmunotransferencia se realizd siguiendo la metodologia,
descrita por Towbin en 1979. La transferencia de las proteinas del gel de acrilamida
a la membrana de nitrocelulosa de 0,2um se realizé con buffer de transferencia (Tris
base 25mM, Glicina 192mM, 20% de Metanol y agua destilada) en el Trans Blot
Turbo de Bio Rad a 15 V por 30 minutos. Se verificé la presencia de proteinas con
colorante rojo de Ponceau y se escindieron las bandas de los componentes

inmunodominantes previamente seleccionadas por Torres en 2015 5.
Inmunizacién de conejos hembra Nueva Zelanda

Cuatro conejos hembra Nueva Zelanda proporcionados por el Bioterio de la
Facultad de Medicina, UNAM con un rango de peso de 3.200 a 3.700 kg fueron

inmunizados subcutdneamente con:

1) Extracto total del parasito

2) Componente T. cruzi de 27 kDa
3) Componente T. cruzi de 34 kDa

4) Componente T. cruzi de 38 kDa
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El protocolo de inmunizacion se realizé en 6 ocasiones consecutivas cada 15
dias. La primer inmunizacién se realizé en proporcion 1:1 con DMSO y Adyuvante
completo de Freund, las posteriores inmunizaciones se realizaron con Adyuvante
incompleto de Freund. Los conejos fueron mantenidos con alimento y agua ad

libitum.
Obtencion de sueros de conejo

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de la vena marginal de la oreja
previamente rasurada y desinfectada antes de cada inmunizacién, los conejos
fueron anestesiados en cada caso. Al finalizar el protocolo de inmunizaciéon se
realizdé puncién cardiaca. En ambos casos el suero se separé por centrifugacion a
3,500 rpm por 15 minutos. Los sueros se almacenaron en congelacion hasta su uso.
Esto se realizé apegandose a la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio”.
Inmunoblot con sueros de conejo (Western- blot)

El corrimiento electroforético y electrotransferencia se realizaron de acuerdo a los
procedimientos previamente descritos. Posteriormente, la membrana de
nitrocelulosa fue bloqueada con PBS pH 7.2/ Tween 20 0.03%/ Leche
semidescremada 5% durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion ligera.
En seguida se agrego el suero de los conejos experimentales en dilucion 1:100
incubando a 4°C toda la noche. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 0.03%
y se agrego Proteina A conjugada a peroxidasa (BioRad) en dilucién 1:20,000 por
2 horas en agitacion ligera a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados con
PBS-Tween 0.03% y se revel6 con 3- 3’ Diaminobenzidina, en oscuridad por

aproximadamente 5 minutos. Se detuvo la reacciéon con agua destilada.
Purificacion de anticuerpos de conejo

La purificacién de anticuerpos de conejo se realizé con el kit PROSEP-A Media Plug

de Millipore Montagé siguiendo las instrucciones del proveedor.
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Fijacion de parasitos

Los epimastigotes de T. cruzi se cultivaron en medio LIT suplementado al 5% con
suero fetal bovino inactivado, Se monitored su crecimiento por siete dias hasta
observar la fase exponencial. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos, se
elimind el sobrenadante y se lavo con PBS 1X pH 7.2, se repitié el procedimiento,
posteriormente se cuantificd la masa humeda y se agregaron 9ml de PBS pH 7.2-
formol al 1% por cada gramo de masa humeda, se dejoé a temperatura ambiente
durante 24 horas y se agregaron 2 volumenes de PBS (1:1000), se dej6 estabilizar
a 4°C por 48 horas.

Para la microscopia confocal se fijaron portaobjetos para
inmunofluorescencia de 12 pozos con 10 ul de la solucion con epimastigotes (en
cada uno de los pozos), se dej6 secar a 37°C por 90 minutos, cada uno de los
portaobjetos se pasd tres veces consecutivas sobre la flama, enseguida se
colocaron en un vaso Coplin y se lavaron con agua destilada durante 5 minutos en
agitacion rotatoria, se secaron a temperatura ambiente y almacenaron a 4°C hasta

Su uso.
Inmunocitoquimica
Estandarizacion de anticuerpos policlonales (27 y 34 kDa)

Se utilizaron las laminillas previamente fijadas con epimastigotes de Trypanosoma
cruzi. Se dejaron a temperatura ambiente por 5 minutos y se realizaron seis lavados
con PBS 1X pH 7.4. El bloqueo se realizdé con 5 pl/pozo de solucién de albumina
libre de IgG al 2% en PBS, se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente en
camara humeda. Se realizaron seis lavados con PBS y posteriormente tres lavados
con solucion de Triton X-100 al 0.2% y nuevamente seis lavados con PBS. Los
anticuerpos primarios se incubaron en diferentes diluciones con PBS 1:0, 1:5y 1:10
laminilla 1 con anticuerpos de 34 kDa y laminilla 2 con anticuerpos de 27 kDa, toda

la noche a 4°C en camara humeda y en oscuridad.
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Se enjuago seis veces con PBS 1X y se incubd por 1 hora a 4°C en camara
humeda y en oscuridad con el anticuerpo secundario anti- conejo- FITC en dilucion
1:200 en PBS- albumina al 1%. Se enjuago seis veces con PBS 1X, una vez con
Triton X-100 al 0.1%, seis veces con PBS 1X y una vez con agua destilada, se
dejaron secar y se colocaron 2.5 ul/pozo de VectaShield- DAPI, se colocé el
cubreobjetos y se sell6 con barniz. Las laminillas se almacenaron a 4°C en camara

humeda y oscuridad hasta su observacion en el microscopio confocal.
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Resultados
Electroforesis de proteinas

Se obtuvieron 4 mL de un extracto de epimasigotes de Trypanosoma cruzi del

aislado TQ con una concentracién proteica total de 2441.295 ug/mL.

Para la determinacion del perfil proteico se cargaron 20 ug de proteina en
dilucion 1:1 con buffer de muestra en un gel discontinuo de acrilamida.
Posteriormente mediante la tincién con azul de Comassie se identificaron 13 bandas

distinguibles entre un rango de 10 a 250 kDa (Fig. 8).

Se identificaron principalmente las bandas de los componentes
inmunodominantes de 27, 34 y 38 kDa de T. cruzi, para generar anticuerpos
policlonales. Estas proteinas son de interés porque son reconocidas por pacientes

chagasicos con sensibilidad y especificidad cercanas al 100%.
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Figura 8. Perfil proteico de T. cruzi con 20 ug de proteina en gel de 1D en un
gel discontinuo de acrilamida (5% separador; 10% concentrador). El marcador
de peso molecular se muestra a la izquierda y se expresa en kDa. Las flechas

indican las bandas seleccionadas para la inmunizacion.
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Inmunizaciones y Western blot

Previo a realizar las inmunizaciones con los componentes inmunodominantes de T.
cruzi, se realizd la prueba de Western blot para el analisis de sueros pre-inmunes
de conejo, con el fin de demostrar la ausencia del reconocimiento hacia alguna
proteina perteneciente al extracto proteico de T. cruzi. En la fig. 9 se muestra un
inmuno blot con proteinas de T. cruzi, en donde se muestra el reconocimiento de
suero positivo de conejo a T. cruzi, asi como la ausencia en el reconocimiento con

los sueros de los conejos proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Medicina.

Suero + Sueros preinmunes de conejo
aT cruzi C+ C- 27 KDa 34 KDa 38 KDa

———

Figura 9. Western blot analisis del extracto proteico de T. cruzi con los sueros
preinmunes de conejos. 1) Incubacién con suero positivo a T. cruzi, muestra
el reconocimiento de proteinas de epimastigotes de T. cruzi. Sueros de
conejos preinmunes, en donde se demuestra la ausencia de reconocimiento

contra las proteinas de T. cruzi.
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Posterior a cada inmunizacion se realizaron nuevamente los ensayos de
Western blot para mostrar la progresién del reconocimiento hacia los componentes
de 27, 34 y 38 kDa de T. cruzi. En la fig. 10 se muestra la produccion de los

anticuerpos de 27 y 34 kDa y el control positivo (proteinas totales del parasito).

Sin embargo, el conejo inmunizado con la proteina de 38 kDa no produjo los
anticuerpos, ya que en la prueba de Western blot no se observé algun

reconocimiento hacia los componentes de estos pesos moleculares.

27kDa 34kDa 38kDa C+ C-

250 KDa v
150 KDa »
100 KDa w
75 KDa

50 KDa ..
37 KDa __
25 KDa

20 KDa ™

18 KDa

10 KDa =

Figura 10. Analisis de sueros de conejos inmunizados con el extracto total
proteico de epimastigotes de T. cruzi y componentes inmunodominantes de:
27, 34 y 38 kDa. Transferencia a partir de un gel discontinuo de acrilamida al
12.5% cargado con 20 ug de proteina por pozo e incubado con sueros en

concentracion 1:100.
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A continuacién se realizé la cuantificacion proteica de ambos anticuerpos
policlonales denominados como: anti-TC 27 (27kDa) y anti-TC34 (34kDa) mediante
el kit comercial BCA Protein Assay. Para los anticuerpos de anti-TC27 se obtuvo
una concentraciéon de 4704.667 ug/mL y para la muestra de anticuerpos contra anti-
TC34 una concentracion de 9464.667 ug/mL.

Una vez conocida la concentracion proteica de cada uno de los anticuerpos
policlonales, se diluyeron a una concentracion de 1mg/mL. Cada dilucion se realizé
para continuar con el ensayo de estandarizacibn de la técnica de

inmunocitoquimica.

Estandarizacion de los anticuerpos policlonales anti- TCQ27 y anti- TCQ 34

A partir de los sueros en concentracion de 1mg/mL se realizaron diluciones
consecutivas: sin diluir, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50; 1:100 y 1:200, estas diluciones se

probaron por duplicado para la estandarizacion de la técnica de inmunocitoquimica.

En la fig. 11 se muestra el reconocimiento del anticuerpo anti- TCQ27 hacia
T. cruzi, en la primer columna se observa la fluorescencia verde correspondiente al
reconocimiento del anticuerpo policlonal anti-TC27, en la segunda columna se
muestra la fluorescencia azul con DAPI correspondiente al nucleo, en la tercer
columna se visualiza el empalme entre ambas fluorescencias. Se observa una mejor
fluorescencia y mayor sefalizacion en la imagen A de la fig. 11, en este ensayo el
anticuerpo policlonal anti-TC27 se utilizé sin diluir (equivalente a 5ug), en el ensayo
de la imagen D se colocé el anticuerpo policlonal anti-TC27 en dilucion 1:5, se
observa una fluorescencia menor, sin embargo aun es visible, pero no satisfactoria
para el objetivo planteado, finalmente en la imagen G podemos observar la ausencia

de fluorescencia.
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AntiTCQ27- FITC DAPI AntiTC27-FITC/DAPI

Sin diluir

1:10

1:5

Figura 11. Titulacién del anticuerpo policlonal anti-TC27, mediante la técnica
de inmunocitoquimica en epimastigotes de T. cruzi, en donde se muestra la
fluorescencia en tres diluciones. Fig. A. Anti-TC27-FITC sin diluir equivalente
a 5 pg. Fig. D. Anti-TC27-FITC en diluciéon 1:5. Fig. G. Anti-TC27-FITC en
dilucion 1:10. Figs. B, E y H. Se muestra la tincién de nucleos con DAPI. Figs.
C, F e l. Se muestra el empalme de Anti-TC27-FITC y DAPI.



Por otra parte los resultados muestran satisfactoriamente la distribucion
general del anticuerpo policlonal anti-TC27 hacia T. cruzi, se observa que existe un

reconocimiento predominante en la region del cinetoplasto (fig. 12).

AntiTC27-FITC DAPI AntiTC27-FITC/DAPI

E F G H
e ‘.

Figura 12. Imagen representativa de epimastigotes de T. cruzi. A y E)

100X

Epimastigotes observados con luz normal B) Epimastigotes con el anticuerpo
policlonal anti-TC27-FITC C) Tincién- DAPI D) Superposicion de las tinciones
con anti- TC27-FITC y DAPI. E, F y G) Acercamiento de epimastigotes de T.
cruzi H) Superposiciéon de ambas fluorescencias, en donde se muestra la

distribucion de reconocimiento de anti-TC27 en cinetoplasto.
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En la fig. 13 en la imagen A se observa el reconocimiento anti- TC34- FITC
hacia T. cruzi, en la imagen B, se observa en azul la fluorescencia de nucleos de T.
cruzi mediante la tincién con DAPI, en la imagen C se observa el empalme entre A
y B. En el reconocimiento anticuerpo anti-TC34 hacia T. cruzi fue significativamente

menor en el ensayo en el cual se colocé anti-TC34 sin diluir (5ug) con respecto a

anti-TC27 (Fig. 13).

AntiTC34- FITC DAPI AntiTC34-FITC/ DAPI

Sin diluir

Figura 13. Imagen representativa de la titulacion del anticuerpo policlonal anti-
TC34, mediante la técnica de inmunocitoquimica en epimastigotes de T. cruzi
A) Epimastigotes de T. cruzi con anticuerpo policlonal anti-TC34 sin diluir
(equivalente a 5ug) B) Tincién de nucleos con DAPI C) Superposicion de la
tincion con anti- TC34-FITC y DAPI

36



Se observa que el reconocimiento del anticuerpo policlonal anti-TC34 hacia

epimastigotes de T. cruzi, se da en la region del citoplasma (fig. 14).

AntiTC34- FITC DAPI AntiTC34-FITC/ DAPI

100X

Figura 14. Imagen representativa de epimastigotes de T. cruzi. A)
Epimastigotes con el anticuerpo policlonal anti-TC34- FITC B) Tincion- DAPI
C) Superposicion de las tinciones con anti- TC34-FITC y DAPI. D, E y F)
Acercamiento de epimastigotes de T. cruzi F) Superposicion de ambas
fluorescencias, en donde se muestra la distribucion de reconocimiento de

anti-TC34 en la region del citoplasma.
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Discusion
Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, la cual se

diagnostica principalmente en la fase crénica por técnicas seroldgicas.

Existen diferentes biomarcadores y pruebas para el diagnostico de la
infeccidn por T. cruzi, tanto caseras como comercialmente disponibles; sin embargo
los marcadores especificos para el reconocimiento del parasito en técnicas de

microscopia son muy escasos.

En el estudio de T. cruzi y su interaccion con sus huéspedes, es necesario el
desarrollo de herramientas que permitan identificar y evidenciar visualmente a los
parasitos y sus componentes de forma especifica. Un recurso importante en el

reconocimiento especifico de proteinas y glicoproteinas son los anticuerpos.

Los anticuerpos contra proteinas, péptidos o epitopes especificos, han
mostrado ser una herramienta sensible y poderosa para mostrar la identidad
molecular de las células y tejidos empleando técnicas como la inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia. Ademas se conoce que las macromoléculas mas
inmunogénicas son las proteinas. Con estos antecedentes se sugiere la seleccién
de las proteinas para la produccién de anticuerpos policlonales y su uso en la

técnica de microscopia .

En este trabajo, se selecciond la cepa mexicana TQ de T. cruzi para su cultivo
y obtencion del extracto proteico, ya que ha mostrado mayor inmunogenicidad que
otros aislados, como se comprobd en el trabajo de Bucio en 1999 45 ademas de
haber sido empleada en el trabajo de Torres en 2015 %' donde se reportaron los

componentes de interés.

Debido a que solo se conoce el peso molecular de los componentes proteicos
inmunodominates, pero no su identidad y solo nos es posible obtenerlo en una
mezcla compleja con otras proteinas, se decidi6 emplear un método sencillo de
purificacion mediante separacion de electroforesis en geles de poliacrilamida. Una
vez que se identifica el componente de interés por el peso molecular, es posible

cortarlo directamente para la inoculacion °°; sin embargo este método representa
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inconvenientes tanto en la purificacion del componente, como en el dafo tisular en
los animales como: granulomas y abscesos en el sitio de inoculacion debido a la
presencia de SDS ©0.61.62.63 A pesar de que es posible eliminar estos componentes
dafiinos mediante electroelucion, se decidid buscar otra alternativa, debido a la
pérdida de gran cantidad de proteina que implica este proceso. Se ha reportado la
inmunizacion con proteinas transferidas a una matriz de celulosa, que resulta una
alternativa ventajosa debido a que permite la localizacion del componente,

solubilizarlo faciimente con DMSO e inocularlo en su totalidad ©3.

El conejo es una de las especies animales mas utilizadas para la produccién
de anticuerpos, resulta conveniente debido a su tamafo, facil manipulacion y
obtencion de sangre, lo cual permite obtener una buena cantidad de suero y por lo
tanto de anticuerpos. Adicionalmente presenta la ventaja de que existen
comercialmente gran cantidad de anticuerpos secundarios anti- conejo conjugados
a diversos marcadores y enzimas, lo que facilita su uso en diferentes sistemas de

deteccion.

Los anticuerpos son producidos por las células B, como parte de la respuesta
humoral. Los beneficios de producir anticuerpos policlonales en conejos, es que
esta mezcla de anticuerpos resultantes pueden reconocer una variedad de epitopes
sobre el antigeno, permitiendo el reconocimiento de los componentes con una
mayor tolerancia a cambios menores en el antigeno, por ejemplo ligeras

desnaturalizaciones 4 6465,

Como parte de la validacion de la produccion de anticuerpos, al inicio de la
fase experimental, se tomaron muestras de sueros preinmunes a los conejos. Estas
muestras fueron probadas mediante la técnica de Western blot, ya que provee una
alta especificidad en el reconocimiento antigeno- anticuerpo. Como se pueden
observar los resultados, no mostraron ningun reconocimiento hacia los antigenos

de T. cruzi.
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Posterior al protocolo de inmunizaciones subcutaneas, se realizd
nuevamente el analisis de los sueros, con la finalidad de: 1) Verificar la presencia
de anticuerpos hacia T. cruzi y 2) verificar que el rango del peso molecular fuese el

correspondiente a la proteina inmunizada.

Como resultado de la inmunizacion de los componentes proteicos unidos a
la membrana de nitrocelulosa, se produjo una respuesta inmune especifica y se
mostro la pureza lograda en el aislamiento de los componentes de 27 y 34 kDa.
Esto se evidencia en los resultados del Western- blot, en el cual el suero de cada
conejo reconoce una banda cuyo peso molecular corresponde al del componente
con el que fueron inmunizados. Sin embargo, el suero del conejo inoculado con el
componente de 38 kDa no mostré desarrollo de alguna reactividad. Una posible
explicacion a este suceso es que la concentracion minima del antigeno de 38 kDa
pudo no ser suficiente para el reconocimiento antigeno- anticuerpo y como
consecuencia que no se produjera una respuesta de memoria hacia dicho
componente. En cada caso, las fracciones proteicas utilizadas se contabilizaron por
membrana de nitrocelulosa, sin embargo al ser tomadas de un extracto total no era
posible conocer la concentracion de cada componente escindido. Debido a estas
caracteristicas de la técnica de inmunizacioén, es poco probable que la ausencia de
respuesta se debiera a la generacion de tolerancia, ya que esta se puede presentar
cuando hay un exceso de inmundgeno. Por otra parte, a pesar de que los
componentes seleccionados mostraron inmunodominancia en el humano, no debe
olvidarse que un mismo antigeno puede tener diferente inmunogenicidad en

diferentes organismos, por lo que la respuesta del conejo puede no ser la misma.

En los afios 40-50, Coons introdujo las técnicas basadas en la conjugacion
de anticuerpos con fluorocromos para la deteccidn de la reaccion antigeno —
anticuerpo. La inmunofluorescencia es esencialmente un método inmunocito e
histoquimico de alta sensibilidad que resulta de particular utilidad seleccion de
anticuerpos cuyo uso posterior sea, precisamente, la deteccion de antigenos
celulares por técnicas inmunohistoquimicas . Uno de los objetivos del presente

trabajo fue emplear los anticuerpos producidos en técnicas de inmunofluorescencia.
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La técnica de Inmunofluorescencia, se utilizé para verificar la reactividad de
los anticuerpos Anti-TC27-FITC y Anti-TC34-FITC contra el parasito completo, asi
como la distribucidn de las proteinas de interés (inmundgenos). Para evidenciar la

reaccion antigeno- anticuerpo se utilizé el anticuerpo secundario anti- FITC.

T. cruzi es un protozoario altamente inmunogénico, ya que presenta una
membrana rica en glicoproteinas de gran importancia para su supervivencia, como:
transialidasas y mucinas, que ademas constituyen el primer contacto con sus
huéspedes. Durante la infeccion en el humano, se ha reportado que gran cantidad
de anticuerpos estan principalmente dirigidos hacia los epitopes alfa galactosil
presentes en la mayoria de las mucinas de los tripomastigotes 7. La presentacién
antigénica promueve una fuerte pero tardia respuesta inmune que es permite
controlar el nivel de parasitemia, pero no elimina por completo la infeccion. Esta
respuesta inmune tardia e inefectiva se atribuye a la gran cantidad de antigenos
polimérficos que son simultaneamente expresados por el parasito % %, Por lo
anterior, se esperaba que los anticuerpos desarrollados contra los componentes

inmunogénicos reconocieran principalmente la membrana celular de T. cruzi.

Sin embargo, los resultados de la prueba de inmunofluorescencia mostraron
reconocimiento de Anti-TC27 y Anti-TC34 en la regidon del cinetoplasto y en
citoplasma, respectivamente. El reconocimiento de componentes internos del
parasito por el sistema inmune, puede ocurrir cuando los parasitos son lisados
dentro de células fagociticas, lo que permite su presentacién antigénica por el

Complejo Mayor de Compatibilidad de clase | (MHC) a través de la via endogena 7*
7

Estos anticuerpos estan presentes en altas concentraciones durante la
infeccion aguda y en toda la fase cronica y son los marcadores para la infeccién en
humanos 72. Sin embargo, los resultados de la prueba de inmunocitoquimica
mostraron reconocimiento de Anti-TC27-FITC y Anti-TC34-FITC en la region del
cinetoplasto y en citoplasma, respectivamente. Este reconocimiento posiblemente
se produce porque el sistema inmune provoca la lisis de los parasitos y se da la

presentacion antigénica, liberando componentes internos de T. cruzi, dejandolos
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disponibles para la presentacion por el Complejo Mayor de Compatibilidad de clase
| (MHC) a través de la via enddgena 7% 71, Esta presentacién promueve una fuerte
pero tardia respuesta inmune CD8+ que es altamente efectiva para controlar el nivel
de parasitemia, pero solo es evidente después de 5-6 dias de la infeccion 69 73.74. 75,
76 La respuesta inmune tardia anti- T. cruzi posiblemente sea porque se necesita
una mayor cantidad de antigenos o por un gran numero de diferentes antigenos

polimérficos que son simultaneamente expresados por el parasito ©°.

Actualmente la identidad de las fracciones proteicas empleadas en este
estudio son desconocidas. Existen algunos estudios de otros grupos de trabajo que
identifican componentes inmunogénicos con pesos moleculares cercanos a 27 y 34
kDa; Sanchez y colaboradores que identifican proteinas en un rango de peso
molecular de 30 a 38 kDa con reconocimiento de sueros de pacientes chagasicos;

sin embargo, no investigan la identidad de éstas 4°.

Da Costa y colaboradores realizan un reporte con enfoque protedmico de
inmunoafinidad e identifican proteinas con pesos moleculares entre 30 y 34 kDa y
algunos de los componentes fueron identificados como: prostaglandina F2- a
sintetasa y metiladenosina fosforilasa 4’. Sin embargo, este estudio no mostro la

localizacion de dichas proteinas en el parasito.

En este primer acercamiento nos permitié mostrar la utilidad del desarrollo de
anticuerpos especificos que reconozcan componentes del parasito; sin embargo,
también nos sefala la necesidad de continuar con los estudios que permitan
conocer la identidad de las proteinas de 27 y 34 kDa empleadas en este estudio.
Ya que al no corresponder a las glicoproteinas mayoritarias de membrana, su papel
en los mecanismos de infeccion de T. cruzi en el humano resultan de gran interés
para explicar a qué se debe que sean extensamente reconocidos por los sueros de
pacientes chagasicos. Otro aspecto interesante es que dado su éxito como
antigenos en el diagnostico de la enfermedad de Chagas, podrian ser emplearlos

en el desarrollo de estuches de diagnéstico comerciales.
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Conclusiones

La inmunizacion de conejos con componentes proteicos de T. cruzi permitié la
producciéon de anticuerpos policlonales contra los componentes inmunodominantes
de 27 y 34 kDa.

El empleo de estos anticuerpos policlonales contra T. cruzi, mediante la
técnica de inmunocitoquimica permiti6 observar el reconocimiento hacia el

epimastigotes de T. cruzi.

Observamos por primera vez el reconocimiento del anti-TC27 que sugiere su
union en la zona que corresponde al cinetoplasto y por otra parte el reconocimiento

anti-TC34 sugiere su presencia en citoplasma.
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Perspectivas

Sera necesario realizar ensayos de inmunocitoquimica con las diferentes
morfologias de Trypanosoma cruzi y determinar si el reconocimiento antigeno-
anticuerpo se da en la misma intensidad o existe alguna diferencia, ya que esto

podria ayudar a elucidad posibles roles de virulencia.

Ademas si presentase afinidad hacia el estadio de amastigote se podria
utilizar en preparaciones post mortem principalmente en personas con afecciones
cardiacas para facilitar el diagnostico y contribuir a mejorar los datos

epidemioldgicos cuyo reporte es escaso de acuerdo con Ramsey 7”.

Los resultados muestran que el reconocimiento antigeno- anticuerpo anti-
TC27 es afin hacia el cinetoplasto, mientras que el reconocimiento con anticuerpos
de anti-TC34 se observa afinidad en citoplasma, para mostrar una localizacion
especifica sera necesario el uso de técnicas de biologia celular como microscopia
electrénica en la que se observen los diferentes organelos de T. cruzi y comprobar
la unién especifica del anticuerpo en dichas localizaciones y conocer si existe algun

reconocimiento mas de éstos anticuerpos hacia algun otro organelo.

La especificidad de los anticuerpos anti-TC27 y anti-TC34 (27 y 34 kDa) hacia
Trypanosma cruzi es muy alta y diferentes grupos de investigacion encuentran
algunos de pesos similares, lo cual sugiere el uso potencial de estos anticuerpos

para el desarrollo de estuches diagnosticos.

Para precisar aun mas el reconocimiento antigeno - anticuerpo, sera
necesario separar a las proteinas de T. cruzi de acuerdo a su peso molecular y
punto isoeléctrico, realizar electroinmunotrasferencias y posteriormente ensayos de
Western blot con sueros de pacientes chagasicos para conocer: 1) Si el
reconocimiento entre antigeno-anticuerpo se presenta con la misma especificidad o
si el reconocimiento entre ambos se da con mayor especificidad hacia algunos
componentes proteicos de nuestras bandas seleccionadas (27 y 34 kDa) y 2)

identificar bioquimicamente los dots mas significativos en cuanto al reconocimiento
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antigeno-anticuerpo. Este reconocimiento nos podria ayudar a comprender los
mecanismos infectivos del parasito en el huésped humano, ademas facilitara el
desarrollo de blancos terapéuticos para el disefio de farmacos y la comprensién de

los mecanismos de infeccion producidos por este patdégeno.

Finalmente para una mayor especificidad en la produccion de éstos
anticuerpos, se requeriran técnicas de biologia molecular recombinante, para
realizar vectores de clonacion, ademas con el uso de cepas mutantes se podra
conocer si la expresion o supresion de tales proteinas estan regulando a otras
proteinas vitales en el desarrollo del parasito, esto sera relevantes para conocer la

funcion bioldgica del patogeno.
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