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RESUMEN Y CONCLUSIONES

L,a presencia de globulinas sé&ricas sobre la superficie de

Trypanoscma cruzi ha sido reportada en varias ocaciones; sin -

embargo, &ste aspecto no ha sido suficientemente estudiado y no
se ha determinado si las inmunoglobulinas plasmaticas del hués-
ped observadas en la superficie del parisito representan una in
teraccidn Ag-Ac especifica o se trata solamente de una adsorcidén
inespecifica por carga o si estd mediada por el reconocimiento
de un receptor Fc. También el significado biolSgico de la pre--
sencia de las inmunoglobulinas humanas sobre el Trypanosoma --
cruzi ha sido poco estudiado.

Mediante la técnica de radicinmunoensayo, se encontrd gue
los epimastigotes de T. cruzi fijan IgG humana.de manera inespe
cffica. Adicionalmente se determin® que la presencia de &ste com
pemente plasmitico sobre la superficie de los epimastigotes del

Trypanosoma cruzi no le confiere proteccidén a la lisis mediada

por complemento.

Los resultados de lisis en los epimastigotes sugieren que
dichos par8sitos son capaces de activar la via alterna del com—
plementc. En presencia de suero fresco extraide de diferentes -
egpecies (humano, conejo, cobayo, carnero, ratfin) usado como --
fuente de complementc se determiné que la lisis de los epimasti-
gotes es independiente de la presencia o ausencia de IgG humana

normal o de anticuerpos especificos contra el parssito.
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LISTA DE ABREVIATURAS.

aADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
Ac Anticuerpo

Ag Antigeno

BCG Bacilo Calmette GUé&rin

BSA Albfimina sérica bovina

Cel., NK C&lulas asesinas naturales (Natural Killer}

CFA C&lulas formadoras de anticuerpos

DID Doble inmunodifusién

EDTA Ac. etilendiamintetracético

EGTA Ac, etilenglicoltetracédtico

IL-1 Interleucina-1 & Factor activador de linfocitos
IL-2 Interleucina-2 6 Factor de crecimiento de linfocitos
PBS Buffer salino de fosfatos

RIA Radioinmunoensayo

RNA Ac.ribonucleico

SCAF Factor anticomplemento s€rico

sSDs Dodecilsulfato de sodio

SIRS Sustancia responsable de la induccifn de supresidn
55A Solucifin salina amortiguada

8s8I Solucidn salina isot&nica



INTRODUCCICON

GENERALIDADES.

Taxencmfa del Prypanosoma cruzi.

Reino: Animalia

Subreino: Protozoa

Clase: Flagelada

Orden: Cinetoplastidea
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Subgé&nerc: Schizotrypanum

Especie: Cruzi

HISTCRIA.

A principios de este siglo, aparecié publicédo en
las memorias del Instituto Oswaldo Cruz de Brasil, un tra
bajo realizado por el Dr. Carlos Chagas en el cual repor-
taba la morfologfa y el ciclo bicléSgico del Schizoﬁrzga-
num cruzl, agente causal de unha nusva entidad patolégica
en el hombre gque- se conoce actualmente como enfermedad de

Chagas o tripancsomiasis americana (1).

MORFOLOGIA.

El Trypanosoma cruzi existe en tres formas morfolégi

camente distintas, gue se relacionan con los diferentes
ambientes donde se desarrolla (Fig. 1).

Amastigotes : Conocidos tambi&n como Leishmanias, son or-



ganismos redondos u ovalados, sin flagelo, de 2 a 5 u de dii
metro que tienen nticleo y cinetoplasto. Su forma de multipli
cacifn es intracelular en los mamiferos hospederos. Los amas
tigotes se diferencfan en epimastigotes y posteriormente en

tripomastigotes, los cuales son liberados al torrente sangui

neo.

Epimastigotes: Se conocen como Critidia, y son organismos fu

siformes, flagelados, de 15 a 20 u de longitud, presentan una
membrana corta ondulante gue se genera en el cinetoplasto, &r
gano que se localiza cerca del ndcleo el cual es redondo y de
leocalizacién central. Representan la forma multiplicativa no

infectante del Trypahosoma cruzi.

La multiplicacifn del epimastigote es extracelular cuan-
do se localiza en el tubo digestivo del vector, sin embargo,
cuando un individuo ha sido infectado con tripomastigotes el
ciclo intracelular de reproduccién incluye las formas de amasg
tigotes y epimastigotes. En el vector los epimastigotes se dji
ferencian a tripomastigotes metaciclicos. Ambas formas pueden
ser cultivadas in vitre en medios que contienen extractos de
bilis de buey y peptona. Los tripomastigotes metaciclicos po-
seen un ndclec mis élongado Yy el cinetoplasto se localiza li-
geramente posterior al ndcleo, El tripomastigote metacificlico
se aloja en la porcién terminal del tracto digestivo del vec
tor (2), y tambié&n puede ser cultivado in vitro infectando
diferentes lineas celulares establecidas.

Tripomastigotes: Son organismos fusiformes, flagelados de 15

a 20 u de longitud, de cuerpo mi&s alargado que los epimasti-



gotes, con nficleo central elongado en forma de hueve y con

una membrana ondulante que abarca toda la longitud del cuer
po, esta membrana se genera en el cinetoplasto que se loca-
liza en la parte posterior al niicleo, representan la forma

infecciosa no multiplicativa de la especie. 5e localiza en

la luz del recto de los vectores en forma de tripomastigote
metacfclico.

Una vez que los tripomastigotes se localizan en los
huespedes vertebrados, penetran facilmente a las células
donde se van a multiplicar, es deecir, a los macrédfagos, mo
nocitos, cé&lulas endoteliales y c&lulas musculares.

En cuanto ei ciclo de multiplicaci®n se ha completado en
estas c8lulas, se liberan tripomastigotes al torrente san-
guineo de donde pueden volver al vector si es que el redu-
video pica o ingiere sangre de un huésped infectado, ¢ bien
infectan a nuevas células {3-1}). Cuando el tripomastigote
es ingerido por el vector, se localiza en las c&€lulas epi-
teliales del tracto digestivo del reduvido y ahi se diferen
cfan a amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes metaci{-

clicos (3-10).



Figura 1

Estadios morfolSgicos del Trypancosoma cruzi.
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CICLO BIOLOGICO

El Trypanosoma cruzi es un pardsito transmitido por los

reduvidos, que son insectos hematSfagos de la Familia Tristomi
‘nae, conocidos comfnmente como triatomas o “chinches hocico--
nas", Estos insectos habitan en las madrigueras de los ar--
madillos y en los diferentes tipos de construcciones y por--
querizas, © en lugares donde hay mucha madera. Durante el dia
permanecen en las grietas y huecos o entre la paja, y por la -
noche salen a alimentarse (7,8).

El reservorio natural de T. cruzi es el armadillo, en el
cual el pardsito se mantiene en forma latente pero infectiva;y
la transmisifn de los tripomastigotes o formas infectivas se
inicia cuande un triatoma pica y succiona sangre del armadillo,
o bien, cuando el triatoma ingiere sangre de un individuo infeg
tado, especialmente en la fase aguda de la enfermedad de Chagas
que es cuando hay una mayor cantidad de formas infectivas cir-
culantes en la sangre periférica de los enfermos.

Una vez que el triatoma ha ingeride tripomastigotes, la -
forma infectante del pardsito se localiza en el mesogastrio --
del insecto reduvido donde los tripomastigotes pasan al estadio
de epimastigotes y unos pocos se vuelven amstigotes; en el in--
testino del triatoma la mayor parte de la poblacidn son epimas-
tigotes repreduciendose activamente (4). Después de 15 a 30 ---
dias, durante los cuales el par8sito se reproduce en su forma -
no infectante que son los epimastigotes, se transforman a for--
mas infectantes intermedias denominadas tripomastigotes metaci

clicos que se localizan en el recto del insecto. Cuando el tria



toma defeca sobre un huésped vertebrado, los tripomastigotes ini
cian la infeccién al penetrar por las abrasiones de la piel o
por las membranas de las mucosas oral, nasal, rectal, etc. {11)
al llegar a la sangre son transportados a diferentes Srganos taj
es como corazdén, pumdn, higado y bazo donde penetran a fibras
musculares y endotelios vasculares gracias a que han sido trans
portadocs a estos &rganos por células mononucleares circulantes
que son las células por las cuales los tripomastigotes tienen
prefeencia al iniciar la infeccién.

Recientemente se ha determinado que la actividad de neura
minidasa presente en T. c¢ruzi es la responsable del histotro-
pismo observado en las diferentes cepas y clonas aisladas del
parisito., Se ha sugerido que los tripomastigotes entran al ma-
créfago a través de receptores especificos sobre la membrana.
del macréfago para el flagelo del parfsito, aungue también el
tripomastigote es fagocitado o pinocitado (12,13, 198,199).

Una vez que el tripomastigote se ha introducide en una célula
huésped, pierde su flagelo, se redondea y se convierte en amas
tigote el cual se empieza a multiplicar formando los llamados
pseudoquistes, que no son mis que células repletas de amastigo-
tes, estos parisitos.se reproducen por fisifn binaria en apro-
ximadamente 12 horas dando lugar a nueves tripomastigotes que
son liberados a la circulacidén cuando la célula en la que se re
produjeron los amastigotes, se destruye. En cultivo de tejidos
infectados el nimero de par8sitos al final de un ciclo gque nor-
malmente dura 4 & 5 dias, varia de 50 a 300 dependiendo del ta-

mafio de la cé€lula (3,14-17).



ENFERMEDAD DE CHAGAS

Esta enfermedad constituye uno de los problemas mis impor
tantes de salud en Latincamérica por su amplia distribucién y
su elevada morbilidad (18). Es una enfermedad crénica, debili-
tante e incurable que afecta de 12 a 20 millones de individuos
{9,17,19 vy 27). Se encuentra distribuida en centro y sudaméri-
ca extendiéndose hasta Mé&xico donde afecta principalmente a in
dividuos de poblaciones rurales cuyas viviendas est&n construl
das con materiales rfisticos (7,8,28).

En la Rep@blica Mexicana, hasta 1961 solamente se habia
informado de 6 casos humanos comprobados anatomopatolégicamen—
te, sin embargo, en los siguientes 20 afios se han registrado
142 casos més, la mayorfa de estos se dieron en regiones que
se localizan en la vertiente del Ocfano Pacifico, desde Zacate
cas hasta Chiapas, siendo &ste dltimo estado el que mis casos
ha tenido con un ndmero de 42, seguido de Jalisco con 32 y Oa-
xaca con 11 (29,30). La prevalencia de la enfermedad es difi-
cil de determinar debido a la escasa informacién estadistica,
sin emﬁargo, no deja de considerarse como una entidad c¢linica-
mente importante ya que ademis del relativo elevado nimero de
casos, la enfermedad es préicticamente incurable pué&s adn no se
ha descubierto un agente gquimioterapéutico efectivo (4,7,8,35).

En la enfermedad de Chagas, tanto en el hombre como en
los animales de experimentacién se presentan dos fases impor-
tantes que son la fase aguda y la fase crénica. En general,
mientras m4s joven es el individuo infectado mis severo es el
dafio aunque la infeccién inicial puede ser fatal, la mayoria

de la, gente sobrevive a la fase aguda (27,33).



Entre los adultos es mds comdn encontrar la fase crénica
{3,5,6,15,34,36,37). En la fase aguda de la enfermedad suele
aparecer una lesifn cuté&nea nodular en el sitioc de la entrada
del pardsito que se conoce como Chagoma y se caracteriza por
inflamacién, eritema, edema e infiltrado mononuclear. Es fre-
cuente encontrar una lesién edematosa en el pérpado y conjun-
tivitis cuando la via de entrada es la conjuntiva ocular (26,
36). Esta fase dura de dos a tres semanas y se caracteriza por
un pronunciado aumento en el ndmero de parisitos con localiza-
cién en sangre, higado, bazo, corazén, ganglios linf&ticos y
meninges. El1 cuadro clinico resultante consiste en fiebre, ma
lestar general, hepatoesplenomegalia, linfadenopatfa, miocar-
ditis ¥y en ocaciones meningoencefalitis. Las lesiones cardia-
cas y meningeas con frecuencia llevan a la muerte (15, 24,26,
28,36,37).

Ocasionalmente la fase aguda se prolonga por varios me-
ses, aunque tambié&n hay casos en que esta fase es asintomiti
ca (15), el 20% de los individuos infectados eventualmente de
sarrollan las severas patologfas de la enfermedad crénica:
cardiomiopatfa y neuropatfa del tracto digestivo (200).

La fase crénica algunas veces se presenta con el antece-
dente de la fase aguda, &n otros casos cursa clinicamente
asintomitica y solo se descubre accidentalmente por hallazgos
electrocardiogr&ficos secundarios a miccarditis. En algunos
pacientes sin embargo, hay un dafo severoc a organos principa-
les como corazén, es6fage y colon, lo cual con frecuencia lle
va a la muerte, Los mecanismos regponsables del dafio tisular

durante la etapa crfnica de la enfermedad atdn no se han dilu-
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cidado‘(23,28). La fase crfnica por lo general se presenta a

los diez o mis afios después de la infeccifn inicial; hay mio-
carditis progresiva y/6 dilatacién de visceras huecas asf{ co-
mo dificultad para demeostrar la presencia de pardsitos en la

circulacidn sanguinea (26,34,36,38,39~41).

Durante la infeccién con Trypancsoma cruzi puede haber

un severo dafio al sistema nervioso autSnomo en el 20-40% de
los enfermos y es fatal en el 5-10% de los pacientes clinica-
mente enfermos {16), hay una degeneracifn masiva de las célu
las de Purkinje, de las neurcnas entéricas, simp&ticas y pa-
rasimpiticas tanto en la fase aguda como en la fase crfnijca
de la enfermedad (26)}.

Se ha sugerido que el mecanismo de destruccidn neuronal
y del tejid cardfaco en la enfermedad de Chagas implfca vya
sea la generacidn'de c&lulas T citotdxicas o de anticuerpos
dirigidos contra antfgenos compartideos entre el parisito y

su hué&sped (26).
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RESPUESTA INMUNOLOGICA EN LA INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI
Numerosos estudios reportados en la literatura sugieren

que la enfermedad de Chagas se acompana de una respuesta inmu

nolégica. Los animales de laboratorio inoculados con varias

cepas de Trypanosoma cruzi de baja virulencia desarrollan re-

sistencia a un segunde reto antigénico con cepas virulentas
del pardsito (42,44,167), lo cual indica que son capaces de
presentar una respuesta inmune defensiva contra la infeccifn
(1,45,52,166).

En un estudic scobre la resistencia con las cepas Perl y
Brasil de T. cruzi en cepas singénicas de ratones se encontré
que las cepas C3H/an, A, C3HM/HeJd, Balb/c, CBA/N y A/J son al
tamente susceptibles, mientras que las cepas de ratones DBA/2J
C57BL/10, C57BL/6J y SJL/J son relativamente resistentes (25,
27,37,33,54). Dicha resistencia no est& ligada al H-2. Sin em-
bargo, Bradley he determinado que un gene ligado al H-2 ejer-
ce una influencia secundaria en la resistencia a la infeccidn
por T. cruzi {(21).

El uso de drogas inmunosuprescras tales como ciclofosfa-
mida en animales infectados incrementa la severidad de la en-
fermedad; esta misma observacifn se ha hecho en animales timec
tomizados al nacimiento, en ratones tratados con suero antiti-
mocito y en ratones expuestos a radiaciones. Lo anterior sugie
re que la respuesta inmune celular participa en la resistencia
a la infeccidn (28, 45, 48-52, 56,57, 166).

Parece haber dos fases en el control de la parasitémia
durante la enfermedad de Chagas en el ratén. La primera fa-

se ocurre durante las primeras semanas después de la infeccidén
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y el control se consigue a través de un mecanismo dependiente
del timo (33). La segunda fase comienza varias semanas después
con un incremento en el titulo de anticuerpos y el control es
ejercido a través de un mecanismo mediado por la respuesta in-
mune humoral; sin embargeo, no ha sido posible establecer ningu
na correlacién entre el titulec de anticuerpos especificos y el
nivel de la parasitemia({58).

La inmunidad mediada por cé&€lulas puede participar en la
infeccifn a traes niveles (45).

1) Localizacifn del pardsito en el sitio de la inoculacién.

2) Eliminacién o inactivacisfn de los pardsitos antes de que
puedan invadir los tejidos y multiplicarse.

3) Participacién en la destruccifn de células som&ticas infec-
tadas con T. cruzi. Se ha observado que las lesiones tisula
res estdn asociadas con infiltrados de células mononucleares
en ausencia de parisitos engquistados (36,101,102).

La proteccifn obtenida con células transferidas de anima-
les inmunes (71,72,93) y la resistencia de macr&fagos a ser pa-
rasitados in vitro (69,71,94-100) apoyvan la participacidn de
mecanismos celulares en la resistencia a la infeccifn (71).

Las infecciones.causadas por pardsitos intracelulares pro-
vocan una respuesta de hipersensibilidad tardia en larque los
linfocitos derivados de timo son sensibilizados mientras que
macr&fagos circulantes son activados por los mediadores solu~
bles liberados por los linfocitos (103,105), estos macr&fagos
son capaces de desgtruir de modo inespecifico una variedad de
antfgenos relacionados o no con el pardsito (106,107).

Los individuos infectados con T. cruzi presentan reaccio-
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nes de hipersensibilidad tardia (25,28,71) vy la presencia de
un factor inhibidor de la migracién de macr&fagos (45,48,49,
'50-52, 55,57,69,73,92).

La infeccifn aguda en ratones resulta en una severa inmu
nodepresidn y la aparicién de sintomas autoinmunes, se sugie-
ra que durante esta fase se liberan muchos antigenos del pa-
r&sito después de la destruccidén de las cé&lulas infectadas o
por lisis inmune del par4sito, é&stos antfgenos pueden unirse
a otras células huéspedes y asf se hacen susceptibles a la des-
truccién por cé€lulas inmunes propias del huésped y que han si
do sensibilizadas por la infeccién con T. cruzi. La liberacifn
crénica de los antigenos del parisito podria originar una res
puesta autoinmune. Aproximadamente el 60% de los pacientes son
asintomiticos o no presentan procesos autcinmunes, &sto sugie
re de la necesidad de una predispocién genética para el desa-
rrollo de una respuesta autoinmune gue perpetue el dafio al te-
jide (39). La perdida de actividad en las células supreseoras
también se ha implicado en la patogénesis de las enfermedades
autoinmunes (61,62).

Las c¢€lulas T derivadas del bazo de ratones infectados
con T. cruzi al ser estimuladas in vitro con Concanavalina A
no producen IL-2 ni atin en presencia de IL-1. La adicién exf
gena de IL-2 no restablece la respuesta de dichas cé&lulas a
la I-2 (60}, ¢&B8to significa que la infeccifn por T. cruzi
conduce al huésped a mostrar una alteracfon muy importante
en la inmunorregulacién y con el tiempo los individuos son
incapaces de controlar sus respuestas (201). Recientemente’

Choromansky y Kuhn determinaron gque la administracién de IL-2
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a ratones infectados con T. cruzi revierte el estado de inmung
supresifsn a los antigenos del pardsito (202).

Se ha postulado que la marcada deficiencia inmunolégica
observada en la fase aguda de la enfermedad de Chagas benefi-
cia al pardsito durante su periodo de establecimiento en los
tejidos del huésped, varics mecanismos han sido propuestos pa
ra explicar la inmunosupresidn inducida por T. cruzi.

a) Induccién de linfocitos T supresores
b) Disminucién en el nidmero de linfocitos
c} Presencia de una sustancia soluble supresora en el suero
de animales e individuos infectados con T. cruzi.
d} Actividad de macr&fagos supresores o de una sustancia so-
luble supresora derivada de estas c&lulas (66}.
e) Alteracién directa por el parfsito de los linfocitos T y B
La fracecién flagelar del par&sito induce supresidn in vitro
de los linfocitos normales cuando €sta presente en cultivos a
las concentraciones apropiadas, afecta la respuesta prolifera
tiva de linfocitos T y B (67). También se ha reportado gue una
fracci6n antigénica derivada de epimastigotes afecta la respues
ta inmune humoral y celular; tal vez interfiriendo con la divi-
sif6n celular de linfocitos T y B en alguna etapa del ciclo ce-
lular (18).

Se ha demostrado que la respuesta linfoproliferativa mi-
nima o no detectable durante la fase aguda y crénica de la in-
feccidn por T. cruzi se debe en parte a la ausencia o disminu-
cifn de cé&lulas T respondedoras o accesocorias y no al papel ac-
tivo de células T supresoras (68).

Aungue la inmunidad celular tiene una funcién protectora
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evidencias recientes sugieren que la hipersensibilidad tardfa
puede ser la responsable de alguna o varias de las manifesta-
ciones patolégicas de la enfermedad. Santos-Buch y Cols. (102}
han encontrado que linfocitos sensibilizados a T cruzi obte-
nidos de conejos inmunizados con preparacicones homogenizadas
del par&sito, son capaces de destruir in vitro, cflulas cardia
cas pardsitadas o no parasitadas. La destruccidn de c&lulas no
parasitadas por los linfocitos sensibilizados a T. cruzi, pue-
den ser un modelo in vitro de la miocarditis crdénica observada
durante la enfermedad de Chagas.

También durante la fase aguda, la resistencia a la infec-
cifn puede ser muy aumentada con una droga estimuladora de la
produccién de interferén;.se ha sugeride que désto facilita la
actividad de c&lulas NK y macréfagos(37). La respuesta de las
c€lulas NK no es funcién de la infectividad de los pardsitos
ya gque aidn T. cruzi muerto induce la respuesta de c€lulas NK
{39, 63, 64). Se sabe que el B-interferdn inhibe la capacidad
de los tripomastigotes para asociarse e infectar a macr&fagos
peritoneales de ratfn o mioblastos de corazdén de rata. Se Ppro
duce interferfn relativamente pronto despu&s de la infeccién
con T. cruzi y ademis, la administracién de interferén en ani-
males infectados tiene marcado efecto protector (65).

La presencia de anticuerpos circulantes contra el parési-
to no solo se ha observado en animales de experimentacién (168)
sino también en humanos infectados, utilizando técnicas tan di-
versas como fijacién de complemento, inmunofluorescencia direc-
ta e indirecta y hemaglutinacién pasiva (28,78,81). El1 anilisis

del suero de pacientes ha demostrado invariablemente la presen



lg

cia de hipergammaglobulinemia (28,60} a expensas de la IgM e
IgG, estando elevada la primera en las fases iniciales de la in
feccidn y la IgG durante el curso de la misma tal como era de
asperarse (82-85). En ratones infectados con T. cruzi aparecen
anticuerpos de la clase IgM a los cuatro dias de la infeccién,
IgG2 a los 12 difas, IgGl a los 20 dfas e IgGl a los 28 dias
postinfeceitn {(86). Esto gcurre al parecer por una activacién
policlonal {87), a través de la induccifin de células T coopera
dorés {88). Se ha demostrado una sobreproduccifn de c&lulas B
secretoras de IgG y se alcanza un nivel sérico de €sta inmuno-
glabulina entre 10 y 100 veces més gue la normal {91),.

Tambi®&n se ha demostrado que algunos protozoarios pardsi-
tos son capaces de inducir la activacién policlonal de cé&€lulas
B, caractexizada por la aparicifin expontanea de células forma-
doras de anticuerpos (CFA) y anticuerpos circulantes contra un
gran ndmero de antfgenos..no relacionados con el parfsito, Es-—
tas cbservaciones son interesantes en virtud de las alteracio=-
nes en la produceifn de inmunoglobulinas que se han demostrado
en algunas enfermedades causadas por protozearios tales como
la leishmaniasis, esquistosomiasis, malariasis y tripanosomia-
sis africana (82-85, B9,90).

Se ha podido comprobar gue aguellos animales que se recu-
peran de la fase aguda de la enfermedad presentan anticuerpos
circulantes contra el par&sito (58), el suerc de pacientes in
fectados reconocen un amplio espectro de antfigenos en los dife
rentes estadios del T. cruzi {(200). Por estudiocs de transferen
cia pasiva, se sabe, que el suero o células de bazo de animales

infectados proporciona proteccidn (23,69,70); sin embargo, y a
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pesar de estos hallazgos el papel protector gue pudiesen te-
ner los anticuerpos aln sigue siendo motivo de controversia
(1,46,70-72).

Ademis de los hallazgos anteriores, estudios in vitro in
dican gue en condiciones apropiadas el suero inmune en presen
cia de complemento puede producir la destruccidn del tripomas
tigote de T. cruzi, €sto sugiere que el complemento esta invo
lucrado en la resistencia a la infeccidén (73-75}).

El Trypanosoma cruzi libera un factor anticomplemento sé&

rico {(SCAF)que descomplementa suero normal de ratones, coba-
yos y suero humano. Esta descomplementacién podrfia ser un me~
canismo por el cual los par&sitos evaden la fesPuesta inmune
humoral (76). Este mismo resultado se ha observado en la infeg

cifn por T. lewisi y T. congolense (77).

Goble en 1962 y Kierszembaum en 1974 mencionaron la par-
ticipacién del sistema reticuloendotelial en la resistencia
contra la infeccifn de las formas virulentas de T. crizi, po-
siblemente a través de la activacién de los macréfagos para
destruir al parisito (95,96).

Las formas infectivas del par&sito penetran activamente
a los macr&fagos mientras que los epimastigotes son fagocita-
dos (108). Los macr&fagos activados in vivo expuestos a linfo
cinas in vitro son capaces de destruir a las formas metacicli
cas de diferentes cepas de T, cruzi gue son resistentes a la
ingestién por macr8fagos, cuando €stos parisitos son expues
toé a tripsina u opsonizados con anticuerpos se promueve su
ingestifn pero no se modifica su destino intracelular en los

macr8fagos residentes o activados (109).
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Tambi®én se ha demostrado gue T. cruzi infecta y se mul-
tiplica en meonocitos humanes (110).

En estudios acerca de la interaccién entre T. cruzi y
los macr6fagos murinos normales o activados, las evidencias
sugleren que los carbohidrates juegan un papel muy importan-
te en el macanismo de reconocimiento entre el pardsito y su
célula huésped, ocurre una interaccifn del tipo lectina-azu-
car donde la glicoprotefina de 72 Kd presente sobre la super-
ficie de les tripomastigotes metacfclicos se une a los resi-
duos de N-acetilglucosamina presentes en la superficie de la
c&lula hué&sped (203); otra de las glicoproteinas que pudiera
mediar la interaccifén entre los macréfages y el T. cruzi es
la fibronectina ya que se ha identificado un receptor para
esta glicoprotefna sobre la superficie del par8sito (204,
205). Una vez que los macrSfagos han sido parasitados, se
ha observado que a las 2 horas casi todos los tripanosomas se
encuentran en las vesfculas fagocfticas y que la fusidn con los
lisosomas ocurre invariablemente (l11). Los macré&fagos perito--
neales residentes son tan capaces como los macr6fagos activados
con BCG para matar y degradar una mayor propercidn de los orga
nismos infectantes durante las primeras 24 horas: sin embargo
cuando las c&lulas infectadas se examinan a las 72-96 horas se
observa que en los macrffagos residentes hay un gran nlmero
de tripomastigotes creciendo en el citoplasma y no se observan
par&sitos en las vesfculas lisosomales.

Los tripomastigotes parecen ser capaces de escapar de su
estado precario en los lisosomas y se establecen en el cito-

plasma donde los macrffagos no tienen mecanismos especializa-
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dos para matar a sus invasores. En contraste, tres o cuatro
dfas después de la infececién, los macré&fagos activados con
BCG matan y degradan vitualmente a todos los pardsitos y so
lamente se localizan restos celulares (13,71,112).

Recientemente Nogueira y Cohn (69) han sido capaces de
activar macréfagos residentes murinos in vitro para matar tri
pomastigotes, usando productos liberados por linfocitos sensi
bilizados (113). Aparentemente €stos macr&fagos se vuelven ca
paces de liberar grandes cantidades de perSxido de hidrégeno
y de €sta manera logran mantener el efecto microbicida contra
T. cruzi (21,114).

Por otra parte, uno de los productos liberados por los
macréfagos activados es el factor de necrosis tumoral gque es
una citocina caracterizada por su capacidad para distinguir y
matar selectivamente a células tumorales; aparentemente eSte
factor también juega un papel importante durante la infecci6n
por T. cruzi ya que inhibe la multiplicacifn intracelular de
T. cruzi en los macr&fagos (206).

Aunque se sabe gque la activacién de los macr6fagos faci-
lita la muerte de los tripomastigotes, la regulacién biolfgi-
ca de &5te evento al igual que el macanismo de activacidn de
los fagocitos, se desconocen. Recientemente se ha postulado
gue los leucotrienos pueden estimular la captacién y muerte
de las formas virulentas del T. cruzi por los macr&fagos y
que el Scido retinoico modula la producciSn de leucotrienos
por las c&lulas activadas durante la reaccién inflamatoria y
que el Scideo retinoico induce la diferenciacifn de los macré

fagos del exudado peritoneal y los derivados de la médula Gsea
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asi como los macréfagos de lineas celulares establecidas, muy
recientemente Wirth y Kierszenbaum determinaron que el &cido
retinoico incrementa la ingestidn y muerte de los tripomasti-
gotes por macr&fagos peritoneales de ratén durante la infec-
cisén por T. cruzi {207}.

De acuerdo a los hallazgos mencionados anteriormente ra
rece ser que en algunos casos los parésitos pueden destruir
a los macréfagos y en algunos otros éstas mismas células pue
den participar en la diseminacién de la infeccién (112,115).

Los mecanismos empleados por los pardsitos para evadir
los procesos inmunes del hufsped no se conocen con certeza,
Clinton y Cols (116) han demostrado gque los ratones infectados
con T. cruzi muestran una disminucién en su capacidad de pro-
ducir células formadoras de anticuerpos (117}; sin embargo,
Oortfz-Qrtfz y Cols. (118) han demostrado gue en la etapa ante
rios al estado de inmunosupresidn, los macrSfagos de los rato
nes infectados con T.cruzi son capaces de eliminar mas eficien
temente de la circulacifn, a particulas coloidales asf como a

microorganismos de Listeria monocitogenes, lo gque sugiere un

estado de activacién inespecifica del sistema fagocftico mono-
nuclear.

Uno de los aspectos mis importantes en la infeccifn expe-
rimental por T. cruzi es la induccifn de resistencia contra la
infeccifn; Garcfa en 1972 logrd inducir un cierto grado de pro
teccién con un antfgeno somdtico de T. lewisi para la infec-
cién de T, cruzi en el ratdn (53). Tambi&n Or€iz-Crtiz y Cols
han demostrado gque los ratones pretratados con BCG son més re

sistentes a la infeccién por T. cruzi debido a la activacién
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inespecifica de macréfagos secundaria a la liberacién de me-
diadores solubles por parte de los linfocitos T activados. En
contraste, Hoff (71) demostr& que solc se puede lograr protec
cidén a T. cruzi con macr6fagos activados por T. cruzi y no con
macréfaqgos activados por BCG o Listerias.

En estudios recientes se ha determinado que la actividad
protectora contra un reto letal de tripomastigotes esti fuerte
mente asociada con la fraccidn flagelar de los epimastigotes |
119,120), ésta observacidn ha sido reforzada por por Scott y
Snary quienes lograron un efecto protector en ratones contra
la infeccidfn aguda letal vacunandolos con una glicoprotefina de
90 Kd aislada de la superficie de cualquiera de los estadios
morfolé8gicos de T. cruzi (38).

El &cido desoxirribonucleico {(ARN) aislado del bazo de ra
tas infectadas con T. cruzi induce activacifn in vitrc de lin-
focitos humanos no sensibilizados para el reconocimiento espe-
cifico de antigenos de T. cruzi por un mecanismo de hipersen-
sibilidad tardfa evaluado mediante un ensayo de inhibicifn de
la migracién de leucocitos (25); la administracifn subcutinea
e ARN polisomal a los ratones les confiere una proteccién im-
portante contra la infeccidn por T. cruzi sequin se evalug por
el nivel de parasitemia y el porcentaje de sobrevida de los
ratones retados con la cepa virulenta Y. También los macr&fa-
gos peritoneales expuestos al ARN inmune mostraron una mayor

resistencia a la infeccidn por T. cruzi {(208).
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Aun cuando no hay evidencias disponibles scbre el papel
biol&gico de los eosin6filos y neutr6filos en la infeceién por
T, cruzi, ¥y a pesar de gque los macréfagos parecen ser los res-
ponsables de la multiplicacién del pardsito; se ha observado
gque los granulocitos representan un sistema capaz de destruir
al par8sito y por lo tanteo son potencialmente importantes en
la patogé&nesis de la infeccidn (121) ya que forman una barrera
para evitar la diseminacién del par&sito en los huespedes in-
fectados con T. cruzi. Se ha observado una acumulacidn de leu-
cocitos neutréffilos y eosinffilos en la reaccidn inflamato;ia
que rodea al pseudoguiste del pardsito en el corazdn y otros
organos durante la etapa aguda de la enfermedad de Chagas en
el hombre (122,123). Los leucocitos polimorfonucleares humanos
son citotfxicos para epimastigotes y tripomastigotes sensibili
zados con suero de pacientes con enfermedad de Chagas en la fa
se crénica, o con suero de conejos o ratén {inmunizados (122,
124). Tanto en los eosindfilos como en los neutr&filos la cito
t&xicidad esta mediada por un mecanismo dependiente de la pre-
sencia de anticuerpos (ADCC) aungue los neutrd8filos también
realizan actividades citotéxicas independientes de anticuerpo
(125,126).

Como yYa se ha mencionado anteriormente, durante la fase
aguda de la enfermedad de Chagas, la reaccifn inflamatoria re
presenta uno de los razgos principales. Los estudios scobre la
interacci®n de las c&lulas gue participan en la respuesta in-
flamatoria y las formas infectantes de T. cruzi son muy impor-
tantes no solo para aclarar la contribucifn de dichas cé&lulas

en los macanismos de defensa del huésped y en los procesos de
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patogenicidad, sino también para definir los mecanismos efec-
tores disponibles en las cé&lulas que internalizan tripomasti-
gotes y amastigotes: monociteos neutrbdfilos y eosinéfilos.
Recientemente se han realizado importantes estudios en la
bisqueda de factores cuya concentraciédn en los fluidos corpora
les se incrementa durante la reaccién inflamatoria y que ademés
participan en la regulacidn de funciones celulares importantes
como son  la interaccifn de las c&lulas inflamatorias con Try-

panosoma cruzi. Villalta y Kierszenbaum han reportado gue se in

crementa la produccién del factor estimulante de coleonias para
granulocitos y macrfifagos (SCF) durante la respuesta inflamato-
ria en la infeccifn por T, cruzi y que &ste factor estimula la
capacidad de los neutrdfilos humanos para ingerir y destruir
amastigotes internalizados. El aefecto regulador del SCF humano
en la funcién de los neutré6filos es multifac&tica e incluye las
reacciones ADCC y aquellas independientes de anticuerpos, el me
canismo parece implicar la produccién de perSxido de hidr&geno
2l cual tambifn es usado por los neutrdfilos no estimulados pa-
ra llevar a cabo la destruccién de los amastigotes internaliza-
dos, d€ste mismo mecanismo ocurre con los macr&fagos. El SCF tam-
bién estimula la diferenciacién y crecimiento de las cé&lulas in-
flamatorias (209).

Qcurre una respuesta hipoférrica durante la infeccifn por
T. cruzi probablemente por la transferencia de fierro a los si-
.tios de replicacién intracelular del pardsito, la deplesién ex-
perimental del fierro intracelular reduce la patogenicidad del

par8sito (59}.
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ANTECEDENTES DE LA TESIS

l.os mecanismos empleados por los parfisitos para evadir los
procesos inmunes de defensa del hu&sped no zon conocidos con
certeza. Existen par8sitos que son capaces de inducir un estado
inmune que no heneficia al huésped infectado. La variacién anti
génica algunas veces asociada con cambios morfolégicos, parece
ser un mecanismo importante en el retraso o evasiédn de los pro
cesos de eliminacifn por reacciones inmunes (127,128). Otro me
canismo de evasifén empleado por alguncs parfsitos es el de in-
ducir un estade de supresifn en la respuesta inmune a través de
la liberacién de factores supresores por las cflulas inmunocom-
petentes (11, 54, 116, 129, 140, 179).

Muches autores han sugerido que la captacién de proteinas
del huespéd por parte del parisito ofrece un medio de escape al
sistema inmunologico del huésped; €ste mecanismo consiste en el
enmascaramiento de los antfgenos del parisito por las proteinas
del hué&sped (116,141,142).

Las inmunoglobulinas de la clase IgG y otras proteinas
plasmiticas del huésped han sido demostradas sobre la sudperficie
de las formas circulantes y de cultivo de muchas de las espe--
cies del género Trypanosoma entre las cuales se pueden mencionar

T. congolense (143,144); T. brucei gambiense (145, 146); T. bru-

cei rhodesiense (140): T. cruzi (147-149); T. musculi (150) y T.

lewisi (151-154). Otras proteinas del huésped tales como alblmi-
na, -2 macroglobulina y C3 tambi&n han sido detectadas sobre la

superficie de é€stos protozoarios (144,153,154). Hay reportes con
tradictorios en cuanto a la presencia de alblGmina en el caso par

ticular de . cruzi ( 149,156).
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En ausencia de estudios acerca de la relacién natural hués
ped - parfsitc no se conoce bien la manera precisa por la due
se lleva a cabo la adsorcidn de las inmunoglobulinas del hués--
ped por los parisitos protozoarios

Es posible gue la presién evolutiva seleccione a los pard-
sitos para que puedan escapar de la respuesta inmune del hués--
ped v al misme tiempo mantengan un equilibrio de cohexistencia
con el huésped,

Vickerman en 1972 sugirié que los componentes del hu&€sped
sobre la superficie de los Trypanosomas americanos facilita su
patogenicidad al enmascarar los determinantes antigénicos. La
adsorcifn no especifica de la JI¢gG en los Trypanosomas africancs
podria ser una consecuencia de su adaptacifn inducida a las con
diciones del laboratorio ya gque las clonas de los tripomastigo-
tes recientemente aisladas acumulan menos IgG de su huésped na-
tural que los que han tenido uno o més pases por los roedores
durante largos periodos de tiempo (154).

Puesto que las proteinas plasmiticas del huésped son ad--
quiridas muy pronto por los pardsitos ya sea durante el curso
de la infeccifn o por exposicién in vitro se ha sugerido que la
funcifin de los componentes plasmiticos en los parfsitos es la
de facilitar su adaptacifn a un nuevo hué&sped o ambiente (143).

La adsorcién dé las inmunoglobulinas del hué&sped por parte
del parfsito pudiera ser analoga a aquella en la cual lasgamma-
globulinas autSlogas regularmente adsorbidas sobre la superficie
de log eritrocitos ayudan a estabilizar la membrana de &stas cé

lulas (157). En el caso de Trypanosoma lewisi se ha sugerido --

que las inmunoglobulinas del huésped adsorbidas son las respon-
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sables de la persistencia de las formas adultas del par&sito en
la circulacifn de las ratas infectadas (153). Aunque otra posi-
ble explicacién es que la adsorcidn de los componentes plasméti
cos del huésped es secundaria a la adaptacién del parésito.

Tambi&n se debe considerar la posibilidad de que la inte-—
raccifn entre el parisito protozoario y los componentes plasmd
ticos del huésped esti dada por la diferencia de carga entre la
superficie del pardsito y la proteina plasmitica. En 1973, Dwyer
establecid que la carga neta de la superficie de T. lewisi es
negativa y que por lo tanto las proteinas con carga neta positi
va a PH fisiolSgiceo pudieran unirse de manera no especifica a
los tripomastigotes (210).

Se ha sugerido gue se requiere de las proteinas plasmiti--
cas del huésped homSlogo para que se lleve a cabo la adaptacién
Yy el establecimiento de los tripomastigotes de un huésped espe-
cifico a nuevos huéspedes heterdlogos (152), y gue &sto pudiera
ser un factor determinante de la especificidad de una especie
de Trypanosomas a su huésped.

En 1977, Kloetzel y Deane reportaron diferencias importan-
tes en cuanto a la capacidad de adsorber inmunoglobulinas plas-
miticas entre dos cepas de T. cruzi; una cepa altamente virulen
ta ante la cual los ratones infectados sucumbieron en menos de
una semana no adsorbe IgG del hué&sped, en cambio, una cepa que
induce infecciones crénicas solo presenta IgG del huésped en --
la etapa tardfa de la infeccién

No se puede correlacionar necesariamente a la virulencia
con la presencia de IgG inespecifica del hufsped sobre la super

ficie de diferentes especies patéfgenas de Trypanosomas.
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Se han demostrado receptores especificos de membrana para
el reconocimiento de ciertas proteinas del suero en varios siste
mas de c#lulas mamiferas asi como también para algunos par&sitos

protozoarios como €l Schistosoma mansoni (211}, en cuanto a T. cru

zi se ha sugerido la presencia de un receptor Fc (155} para la
IgG humana sobre la superficie del parfsito, pero la demostracién
definitiva aln no se ha logrado a pesar de su relevancia poten--
cial para entender al menos en parte la evasién inmune que carac-
teriza a T. cruzi.

Particularmente para algunas de las especies del génerc --
Trypanosoma incluyendo a T. cruzi adn no se determinade si las in
munoglobulinas del huésped localizadas en su superficie represen-
tan una interaccifn especifica del tipo antigenc-anticuerpo tal
como ha sido sugerido por Krettli y Nussenweig, o bien si se tra-
ta de una adsorcifn especifica de éste componente sé&rico del hués
ped sobre la superficie del par&sito. La orientacidn de la IgG so
bre el T. cruzi pudiera representar un mero accidente de adsor--
cién no especffica o bien estar mediada por la unifin a un recep--
tor.

En virtud de la evidente importancia de estudiar el tipo
de interaccidn que se establece entre el T. cruzi vy las protefnas
plasmiticas de su huésped, en &sta tesis se intents aclarar la po
sible existencia de un receptor especffico para la adsorcién de -
la IgG humana scbre la superficie del parisito.

Como modelo -experimental se eligieron las formas de culti-
vo de T. cruzi va que por un lado en estudios preliminares (149,
155) se ha determinado que tanto los epimastigotes como los tripe

mastigotes fijan IgG humana de manera equivalente, y por otro la-
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do debido al tipo de experimentos gue habrifan de ser realizados y
sobre todo por la cantidad requerida de parisitos en cada uno de

los ensayos, el uso de los epimastigotes resultaba conveniente.
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OBJETIVOS

Uno de los objetivos de &ste trabajo fué determinar si la
interaccifn que se establece entre la IgG humana y Trypanosoma
cruzi se debe a la presencia de un receptor especifico para 1la
protefna plasmitica del huésped sobre la superficie del parédsi-
to.

También se intentd dilucidar mediante un ensayo de lisis
in vitro si la adsorcién de IgG plasmitica le confiere a Try-

panosoma cruzi algun efecto protector por enmascaramiento de

sus determinantes antigénicos.



MATERIAL Y METODROS

Cultivos de Trypanosoma cruzi.- Las formas no infectivas de -

Trypanosoma cruzi, de la cepa Cocula donada por el Dr. F. Nava
rrete, Departamento de Microbiologia y Parasitologla, Universi
dad Autdnoma de Guadalajara; Guadalajara, Jalisco, fueron man-
tenidas en cultivo hasta su aislamiento.

Los Epimastigotes se dejaron crecer hasta llegar a la fase lo-
garitmica de crecimiento, aproximadariente 5 dias, en 50 mls. -
de medio de Nakamura (162) sin adicidn exSgena de suero, en --
frascos Erlenmeyer sobre una placa giratoria a 120 rpm gue se-
mantuvo en un cuarto aislado y cuya temperatura se conservs a-
28°C. Una vez que los cultivos alcanzaron una densidad de - --
10-15 X 106 epis/ml., se procedid a cosechar los microorganis-
mos por centrifugacidén a 4°C, 1000 G durante 15 minutos utili-
zando una centrifuga marca Sorvall. E1l paguete celular se co=--
lectd en 10 mls. de NaCl 0.9% (p/v} y después de resuspender -
los epimastigotes por agitacidn manual,se procedid a centrifu-
gar nuevamente bajo las condiciones ya descritas. El proceso -
de lavado se repitid dos veces mis vy al término de los mismos-—
se procedid a resuspender los epimastigotes en una solucién de
NaCl 0.9% que contenia buffer de fosfatos 0.015 M PH 7.2. Una~-
alicuota fu& observada a microscopia de contrastede fase donde
se detectd fnicamente la presencia de epimastigotes (Fig. 1} -
de los cuales la gran mayorila estaban viables (95%) segin el-

criterio de movilidad.

Tratamiento enzimatico de los epimastigotes.- Para este £in -

vollimenes iguales de una suspensidn de 108 pardsitos/ml. y una
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solucisn de tripsina a Img/ml fueron incubados a 37°C durante-
30 minutos. Posteriormente los parfsitos fueron lavados por =--
centrifugacidn en medio de RPMI-1640 (Gibco) sin suerc durante
cinco veces para finalmente ser resuspendidos a 2 X 106 pardsi

tos/ml en PBS5-BSA 5%.

Purificacidén de IgG Humana.- La exXtraccidn de gammaglobulinas

a partir de suero humano se efectub mediante precipitacidn de-
las mismas con sulfato de amonio saturado a una concentracidn-
final del 40% (180); el suero gque se encontraba bajo agitacidn
continua en bafioc de hielo se le anadid el sulfato de amonic --
lentamente y despu&s de 30 minutos de agitaci&én se centrifugb-
la mezcla a 10 000 G durante 15 min. a 4°C. El precipitado se~
resuspendid en solucién salina isoténica {SSI} PH 7.2 al volu-
men original al del suerc Y se repitid la precipitacidn con --
sulfato de amonioc tres veces m&s, hasta obtener un precipitado
de color blanco, el cual se dializé exhaustivamente contra SSa
0.015 M PH 7.2 (cinco cambios de 100 voldmenes cada uno}).

Después de ajustar la concentracién de la muestra a Img/ml se-
pasaron 10 mls por una columna de Sepharosa-proteina A equili-
brada con buffer de fosfatos 0.1 M PH 8.0; la elucidn de la --
fracci8n IgG se efectud con una solucidn de &cido acético - =--
0.1 M previo lavado de la columna con la solucidn de equili--=-
brio.La absorbancia a280nm de las fracciones obtenidas se leye
ron en un espectrofotdmetro y despuds de graficar densidad &p-
tica contra el No. de fraccidh se unieron todas aquellas que -
conformaron el primer pico de elucidén de la columna. La pureza
de la IgG asf! obtenida se comprob®d por inmuncdifusifn radial -

en agarosa al 1% contra un anticuerpo anti-IgG humama comer---
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cial (Laboratorios Miles) y ademds por electroforg&sis en gel de
acrilamida al 10% en presencia de SDS y 2-mercaptocetanol.

. ' P,
Una vez comprobada la pureza en grado satisfactorio se procedio

a cuantificar la concentracidn de proteina por el método de - -
Lowry (163).
Obtencifn de Fragmentos Fab y Fc de IgqG Humana.- 100 mg de IgG

humana suspendidos en buffer de fosfatos PH 7.2 fueron digeri--
dos con una solucidn de papaina que contenfa EDTA 0,002 M y =--=-
cisteina 0.01 M; a una relacién de protefna:; enzima de 4:1 p/p-
durante 2 horas a 37°C. Después de dializar la inmuncglobulina-
digerida contra buffer de fosfatos 0.015 M, se sometid a una =--
cromatograffa de filtracidén en Sephadex G- 100 bajo las condi--
ciones experimentales especificadas en la Fig 3, de €sta manera
se lograron obtener fragmentos Fc y Fab a los 75-85 mls de volu
men de elucidn (picos IV y V }, la separaci®n de éstos dos -~
fragmentos se realizd mediante cromatografia de afinidad en una
columna de Sepharosa~protefna A, eluyendo el fragmento Fc con =
dcido acético 0.1 M. La pureza de los fragmentos Fc y Fab se --

comprobd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

Electrofor8sis en Gel de Acrilamida de la IgG humana y sus
Fragmentos Fe y Fab.- La preparacién de los geles de acrilami-

da al 10% y que contenfan SDS fué& conforme al sistema de buffers
reportado por Laemmli (164). La concentracidn de las muestras -
fu& ajustada previamente en un rango de 20 -50 ug y de acuerdo-
con las caracteristicas particulares para cada muestra se les -
sometid o ne a condiciones de reduccidn con 2-mercaptoetanol y-

fueron hervidas durante 5 minutos antes de efectuar la electro-
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foresis. Como marcadores de peso molecular se utilizd un prepa-
rado comercial (Bio-Rad). Los geles se tifiileron con azul bri---
llante de Coomasie al 0.06% en una mezcla de &cido acé&tico al -

10% en metanol al 30% y se destifileron con &Acido acé&tico al 10%.

Iodinacién de Proteinas,- La IgG y los fragmentos Fc y Fab de

la misma se marcaron con 1251 utilizando el método de Beolton--

Hunter (l65}. A 5mg de proteina en 200 ul de buffer boratos --
0.1 M PH 8.5 se les dejé en contacto con el ester iodinado - -
{ ImCi ) y se dejaron reacciconar durante 15 minutos a 4°C, al
termino de este tiempo y con el fin de detener la reaccifn se-
anadieron 500 ul de una solucién de glicina 0.2 M en buffer de
boratos 0.1 M PH 8.5 durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente -
la proteina marcada con iodo se separf del iodo libre por fil-
tracidn en Sephadex G-25 equilibrada y eluida con buffer de --
fosfatos 0,015 M PH 7.5,

Generalmente mediante &ste procedimiento se logrd una activi--

dad especifica de aproximadamente 100 000 ¢pm/ug de protelna.

Obtencidn de Componentes Subcelulares de Epimastigotes por
Centrifucacidn-diferencial.- Aproximadamente 108 epimastigotes

en 5 ml de PBS 0.015 M PH 7.2 fueron lisados por congelamiento-
y descongelamiento durante 3 & 4 veces y el iisado se centrifu-
g6 a 650 G durante 10 minutos a 4°C, al precipitado se le deno-
mind fraccidn No. I; el scbrenadante resultante de é&sta primera
centrifugacifn se volvid a centrifugar a 9500 G durante 30 minu
tos a 4°C; de esta manera se obtuvo el segundo precipitado gue-
se denomind fraccidn II; el sobrenadante se centrifugd ahora a-

85 000 G durante 3 hr. a 4°C; el precipitado colectado se deno-
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mino fraccisn III y al sobrenadante, fraccifn No. IV.

El contenido subcelular para cada fraccién fué checadoc mediante

microscopfa alectr&nica,

Unién delZSI-IgG a los epimastigotes de T. cruzi.- Estos ensa--

yos se llevaron a cabo en placas de cloruro de polivinilo de 96
pozos con un vollmen por pozo de 200 ul. Antes de utilizar las
placas para el ensayo los pozos fueron recubiertos con 200 ul de
una sclucién de albfimina sérica bovina al 5% en PBS y se dejaron
a temperatura ambiente & a 4%¢ durante 24 hs,

Los epimastigotes fueron resuspendidos en PBS con albdmina
sérica bovina al 0.5% para la determinacién de los par&metros de
unién, la mezcla de reaccifn contenia un nQmero fijo de epimas-
tigotes (mismo que varid dependiendo del experimento) y diferen
tes cantidades de 1251—196 en 150 ul de PBS que contenia alblmi_
na sérica bovina al 5%. La reaccién se dejo incubando por 4 hs
a temperatura de 4°c con agitacidn moderada y posteriormente la
placa que contenfa las diferentes mezclas de reaccidn se lavs
tres veces con PBS-BSA al (0.5% centrifugando durante 10 minutos
en frfo a 1086 G. Al final de los lavades cada pozo se recortd
de la placa y se cclocaron en tubos de ensayo de 13X100mm para
as! poder cuantificar la radioactividad de cada pozo en un con-

tador de radiacicnes gamma (Beckman Instruments Inc.)

125

La fijacisn no especifica de la I-IgG a los pozos se --

cuantificd como menos del 5% del total de CPM aplicadas por pozo.

La determinacisn de 125I-IgG unida a los epimastigotes se calcu-

18 de acuerdo a la siguiente f&rmula: Actividad especifica/ug %

CPM de la muestra = a ug de 12SI—IgG unida a los epimastigotes.

Para estudiar la inhibici6Sn de unidn por IgG no radioactiva las
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condiciones de los ensayos se seleccionaron de tal manera gque -
la 125I-IgG y la concentracifn de epimastigotes, considerando a
&@stos ltimos como sitio receptor, estuvieron cercanas al valor
de su constante de asociacidn, es decir, a una cantidad cons--
tante de epimastigotes 1x106 se agregaron varias cantidades de-
125I—IgG hasta obtener la unidn maxima. Una vez determinada --
ésta constante se hicieron pruebas de inhibicidn utilizando IgG
no radiocactiva a las concentraciones determinadas con el experi
mento anterior. Se hicieron dos tipos de pruebas de inhibicidn.
En la primera se incubaron epimastigotes con IgG no radicactiva
y posteriormente se agregd la IgG radicactiva; y en la segqunda,
se incub8 la IgG radicactiva con la IgG no marcada radiactiva--

mente y posteriormente se agregaron los epimastigotes.

Obtencidn de hemolisina contra globulos rojos de carnero.- Se -

inmunizaron dos conejos por via intravenosa con una solucidn de
eritrocitos de carnero al 10% en solucién salina de acuerdo al-

siguiente protococlo (222).

tiempo (dias) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 22

dosis (ml) 1 1 1 1 1 2 2 2 2 sangrar
El sangrado por puncidn cardiaca. Se cobtuvo suero después de de
jar retraer el coagulc a 4°C centrifugando a 3000 rpm durante -

15 minutosg. El suero se alicuotd y se gquardd a ~20°C.

Titulacifn de hemolisina.- En una serie de 12 tubos que conte--

———

nfan 0.25 ml de PBS se hicieron diluciones con un factor de dos
de la hemolisina previamente inactivada por calentamientc a 56°C

durante 1 hora. Despu&s de homogeneizar cada tubo se anadieron-
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0.25 ml de una suspensifn de eritrocitos de carnero al 1% en ---
PBS y se dejaron incubandeo durante 1 hora a 37°C seguido de 18-
horas a 4°C. La lectura se efectud considerando como titulo de-
hemolisina al inverso de la dilucidn del Gltime tubo en cuyo --
fondo se observaba una red de aglutinacidn franca. El titulo =--

asi obtenido fue de 1:4160.

Obtencidn de ciélulas mononucleares adherentes de bazo de ratén.-

A ratones Balb/c hembras de 4-6 semanas que fueron sacrificadas
por dislocacidn cervical se les extrajo asépticamente el bazo y
se colocS en una caja de Petri que contenia solucifn salina ba-
lanceada. Los esplenocitos se obtuvieron desgarrando el bazo -=
con agujas del nimero 23 seguido de tres lavados con solucién -
salina balanceada. Los eritrocitos contaminantes fueron elimina
dos de la preparacidn al exponer las células con buffer de li--
sis que contenfa cloruro de amonio al 0.B5% durante 15 minutos-
a 37°C seguidoc de dos lavados en solucidn salina balanceada. --
Una vez obtenida la suspensitn de esplenocitos se ajustd la den
sidad celular a 2x10° cel/ml y 10 ml de &sta suspensidn- se colo
caron en cajas de Petri estériles las cuales se dejaron incubar
durante 2 horas a 37°C en una atmSsfera al 5% de co,. Al termi-
no de &sta incubacién las celulas no adheridas se removiercn -=-
con pipeta pasteur y las células adherentes se lavaron cuidado-
samente con solucibn salina balanceada antes de despegarlas con
un agitador de hule. La viabilidad de las cé&lulas adherentes se
checs con azul de trip8n (viabilidad mayor del 90%) y se ajusta

6

ron a una densidad de 2x10° cel/ml en solucidn salina balancea=~

da.
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Técnica de rosetas “"BA".-~ En tubos de ensayo se colocaron 0.25

ml de la suspensién de cé&lulas adherentes murinas y 0,25 ml de
una suspensién de eritrocitos de carnero al 2% sensibilizados
con hemolisina en solucién salina balanceada; después de centri-
fugar los tubos a 500 rpm durante 5 minutos, se incubaren a 37°C
durante 15 minutos y finalmente se resuspendieron suavemente las
c&lulas, se colocaron 10 ul de la suspensidn celular en un hemo-
citémetro y se contaron 200 macréfagos.

Los macr&fagos con tres o mis eritrocitos adheridos se con==
sideraron como rosetas. Los resultados se expresan comoQ porcentaje

de macrdfagos formardo rosetas.

Sensibilizacién de eritrocitos de carnero con hemolisina.- A 5 ml

de una suspensién de eritrocitos al 2% en solucidn salina balan--
ceada se le anadieron 0.30 ml de hemolisina diluida 1:8320 (titu-
10 subaglutinpante) y se dej6 la mezcla incubandose a 37°c durante
30 minutos, al final de la incubacién se lavaron los eritrocitos

tres veces en solucifén salina balanceada centrifugande durante 5

minutos en cada lavado y finalmente se resuspendieron al 2% en

soluciéin salina balanceada.

Obtencifn de suerc hiperinmune en ratones.- Ratones Balb/c hem--

bras de 8 semanas de edad fueron inoculados semanalmente por via
subcutdnea en el drea axilar con 0.1 ml de una suspensidn de epi
mastigotes rotos por sonicacifn, congelamiento y descongelamien-—
to. Cada 100 ul de &sta suspensién contenia 15 ug de protefna.

Las inoculaciones se efectuaron hasta gque el suero de los anima--
les obtenido de la sangre extraida por puncifn retrocorbital con

capilares dif un titulo de aglutinacién a epimastigotes de 1:2040.
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Una vez logrado éste tIitulo, los animales fueron sangrados a ==
blanco y el suero se guardd en alicuotas a -20°cC.

Parte de dste suero hiperinmune fue precipitado con sulfato de-
amonio a una concentracién final del 3% y después de repetir la
precipitacifn 2 veces mis, se dializaron las inmunoglobulinas --
contra solucidn salina y posteriormente se pasaron por una co--
lumna de Sepharosa-Proteina A para obtener las IgG (ver seccidn

de purificacién de IgG's humanas).

Lisis mediada por complemento.- La fuente de complemento utili
zada en éstos experimentos fue suero fresco o conservado a -70
de individuos sanos, conejos, cobayos, ratones y carneros.

La fuente de complemento fué absorbida antes de su uso con - =--
2x 107 epimastigotes durante una hora a 4°C sn dos ocaciones, =-
posteriormente a €ste procedimiento se observd gue el suero asi
absorbido ya no aglutinaba a ios epimastigotes.

Muestras de 0.2 ml del suero absorbido de las diversas fuentes-
de complemento fueron mezcladas con 30 ul de una solucidn 0.005
de cloruro de magnesio y 0.0015 M de cloruro de calcio; aproxi-
madamente 5 x 106 epimastigotes fueron expuestos a la solucidn-
anterior durante una hora a 37°C y luego por observacién direc-
ta al microscopio se calculé el porcentaje de epimastigotes 1li-
gsados por accifn del complemento.

Experimentos similares se realizaron en presencia de suero hi--
perinmune de ratén anti-epimastigote.

La determinaci®n de la via del complemento activada se realizé-
en presencia de agentes quelantes para calcio y magnesio ademds
de una serie de tratamientos fisicoquimicos gue se practicaron-

sobre las diversas fuentes de complemento y que estin especifi-~



cadas en cada experimento en particular.
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RESULTADOS

Purificacifn de la IgG humana y sus fragmentos Fc y Fab.

Como puede verse en las Figuras 2 y 2a, la Ig9G humana obte-
nida de la precipitacién del sueroc con sulfate de amonic y que
adem8s se incub& en una cclumna de Sepharosa proteina A, mues
tra un elevado y satisfactorio grado de pureza segfin se deter-
miné por electroforésis en gel de poliacrilamida e inmunodifu-
sifn radial .en un gel de agarosa al 1% con un anticuerpo co
mercial anti-IgG humana.

Los fragmentos Fc y Fab obtenidos del digerido de la IgG
humana con papafna se purificarén por cromatografia de filtra-
tracifin con Sephadex G-100 {( Fig. 3 ) donde a los 75-85 ml de
elucién se cbtuvo la mezcla de fragmentos Fc + Fab segln se de-
termind por PAGE ( Fig. 4 )}; la separacisn de cada uno de €stos
fragmentos se realizé mediante croﬁatografia de afinidad con una
columna de Sepharosa proteina A donde el fragmento Fab se eluyS
con buffer de fosfatos 0.1 M a PH=8 durante el lavado de la co
lumna ¥y el fragmento Fc se eluyS§ con &c, acético 0.1 M ( Fig.5 ).

La pureza de los fragmentos obtenidos después del procedi-
miento descrito, se confirmé por PAGE comparando los pescs molg

culares con una mezcla comercial de proteinas con pesos molecu-

lares conocidos ( Fig. 6 ).

Icdinacifén de la IgG humana y sus fragmentos Fc y Fab por el mé-

todo de Bolton-Hunter.

La iodinacién de los fragmentos Fe¢ y Fab se realiz8 de dos
maneras para evitar algdin posible error en la interpretacién de

los resultados donde se utilizaron dichas protefnas.
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Una manera de obtener los fragmentos marcados radiocactiva-
mente consistié en hacer la iodinacién de la IgG humana purifi-
cada ¥ a partir de &sta obtener los 125I-Fc Y 125I-Fab luego de
someter a la IgG al procedimiento de digestifn con papaina se-
guida de las correspondientes cromatocgrafias tal como se descri-
bid” en el pdrrafo anterior. La otra forma consisti® en marcar por sepa-
rade cada uno de los fragmentos asi como la IgG humana completa;

1251 libre se separs de la correspondiente pro-

en dste caso el
teina marcada mediante una cromatografia de filtracién con sepha
dex G-25 fino tal y como se ejemplifica en las Figs. 7 y 8.

Es conveniente mencicnar que los resultados obtenidos en
los experimentos donde se emplearon los fragmentos marcadcs en

las diferentes formas descritas, no variaron.

Funcionalidad biolSgica de la 125I—IgG.

Para determinar si la IgG humana marcada radicactivamente
atin conservaba su actividad bioldgica, se ensayo” la capacidad
de la proteina en €stas condiciones de inhibir la formacién de
rosetas entre macré6fagos murinos y eritrocitos de carnero sensi-
bilizados con hemolisina; en la Fig. 9 se muestra que la preincu
bacifn de los macréfages con la 1251-IgG a distintas concentra-
ciones, inhibe la formacién de rosetas de manera idéntica a la

observada con la IgG humana no marcada con el isStopo.

1251—19G a los epimastigotes.

Uni6n de 1
Se expusieron diferentes concentraciones de epimastigotes a

25 ug de 125I-IgG que tenfa una actividad especifica de 110 232

cpm/ug de protefna, durante 4 h a 29°C, los parisitos se lavaron

despu&s exhaustivamente para eliminar la protefna no fijada a los
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epimastigotes y posteriormente se determindé la cantidad de ra-
dicactividad presente al correspondiente paguete celular en un

contador de radiaciones gamma. La Fig. 10 muestra como varia la

cantidad de 1251—IgG unida a los epimastigotes segin varfa tam=-

bién el ndmero de parisitos.

La Fig. 11 muestra come la temperatura a la cual se lleva a

125

cabo. launién entre los epimastigotes y la I-IgG no altera los

resultados.

125

Localizacidn de la I-IgG humana sobre los epimastigotes.

Se expusieron 107 epimastigotes a 2 mg de IgG marcada ra-
dicactivamente con una actividad especifica de 63 413 cpm/ug
de protefna durante 4 h a 299C, al té%mino de la incubacién
los epimastigotes se lavaron exhaustivamente y se lisaron por
congelamiento y descongelamiento; el lisado se sometic” a un
proceso de centrifugacién diferencial tal y como se ha descri
to en la seccién de material y métodos. En tres de las frac-
ciones asi obtenidas se determinS la cantidad de marca radioc
tiva precipitable con &c. tricloroacétiéo y al relacionar es-
tos resultados con la actividad especifica de la 125I—IgG adi
cionada originalmente, se determinéd la cantidad de inmunoglo-
bulina presente en cadd fraccidn subcelular de los epimastige
teg; por otro lade, se correlacionaron €stos resultados con
las observaciones por microscopia electrénica de las fraccio-
nes obtenidas en las mismas condiciones de un lisado de epi-
mastigotes sin marca radiocactiva ( Fig. 12 }. :

En la tabla I se muestra como la mayor parte de la 1251-

IgG humana se encuentra asociada a la fraccidn enriguecida en

componentes de membrana plasmitica, Fraccién I.
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Cinetica de Saturacidn entre la 125I-IgG humana v los

epimastigotes.

De los resultados anteriores se eligid la concentracién de 105"

pardsitos para la realizacidn de los siguientes ensayos, asi --
pues, cuando se expusieron los parfsitos a diversas cantidades-
de 125I—IgG determinamos gque es posible alcanzar la saturacidn-
del sistema con 173 ug de inmunoglobulina. (tabla II y Fig, 13}.
125

Inhibicidén de la unidn de I-IgG con IgG humana no radicactiva

a la superficie de los epimastigotes.-

.-
-

Debido a que habia determinado previamente Que el sistema de -=-
unién entre IgG humana ¥ los epimastigotes era saturable, en un
ensayo posterior se preincubaron 106 pardsitos con cantidades -
crecientes de IgG humana sin marca radiocactiva durante 4 horas

a 4°C, al término de €ste tiempo los pardsitos se lavaronexhaus
tivamente y se volvieron a exponer por un periode igual de --
tiempo a 50 ug de 12SI-IgG equivalente al 30% de la concetra--
cifn mixima saturante, segin describe Cuatrecasas (citado en 181);
al final de ésta segunda incubacidn se volvieron a lavar los --
epimastigotes y la cantidad de radicactividad presente en cada-
paquete celular se determind en un contador gamma.

Como se puede observar en la Fig. 14, la preincubacidn de los -

epimastigotes con IgG no radiocativa afin a muy altas concentra-

ciones (hasta 6 mg) no inhibe mds del 7% la unién de %°I-IgG -

a la superficie de los epimastigotes.

Unidn competitiva de 125I--IgG e IgG humana no marcada radicactiva

mente 3 la superficie de los epimastigotes.
125

Incubando 106 epimastigotes con 50 ug de I-IgG simultineamen

te con cantidades crecientes de IgG humana sin marcar con Il125
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en un rango de concentraciones de 1 a 1000 ug; los resultados-

125; 196 a 1a

presentados en la Fig. 15 indican que la unién de
superficie de los epimastigotes no se inhibe; a pesar de gue -=-
con 2 ug de la IgG no radioactiva hubc una inhibicién mixima --
del 18% que se repitid con 7.5 ug, el resto de la curva indica -
que atn en presencia de grandes cantidades de IgG fria la canti-

125

dad de I-IgG gue se une a los epimastigotes no varia.

Unién de los fragmentos Fab v Fc a la superficie de los epimas-~

tigotes.
125

Una vez marcados los fragmentos Fab y Fc con I se deter-
mind mediante un radioinmuncensayo la unién de dichos fragmentos
a la superficie de 106 epimastigotes y se compard con la unién
de IgG humana. El ensayo se efectud con 12 ug de los respectivos
fragmentos incubando durante 4 hs a 4%c.

Como puede cobservarse en la tabla III hubo una pobre unidn

125 125

de I-Fe¢ y no hubo fijacién de I-fab a la superficie de los

epimastigotes.

Unidn de IgG humana marcada con iodo no radiocactivo a la super—-

ficie .de los epimastigotes.

En virtud de los resultados anteriores se decidif emular el
tratamiento de marcaje de la inmunoglobulina humana utilizando
ioduro de sodioc. Una vez "marcada" la IgG con Nal se repitieron
los experimentos de competencia y se observs que los resultados
no fueron diferentes a los de los ensayos anteriores (Tabla 1IV),
es decir, no se logr8 competir ni desplazar la unién de la ---

125I-IgG sobre la superficie de los epimastigotes.
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Lisis de los epimastigotes en presencia de anticuerpo y comple-

mento.-

Inicialmente determinamos la lisis de los epimastigotes mediada
por anticuerpo especifico en presencia de wuna fuente de complemen
to, Los resultados descritos en la tabla V gelaran que no solo-~
en presencia de anticuerpo especifico se logra la lisis total -
sino gue también en presencia de otras gammaglobulinas se obser
va el mismo fendmeno; el porcentaje de lisis disminuye gradual-
mente conforme se diluya la fuente original de complemento.
Para estos ensayos se pusieron 0.26 ug de anticuerpo ya que en-
ensayos previos a la prueba se determind por aglutinacién direc
ta gque ésta concentracién de anticuerpo antiepimastigote corres
pondia a la dosis subaglutinante requerida para los experimen--

tos de lisis celular mediada por complemento.

Ligis de epimastigotes por activacién de la via alterna del

complemento, -

Los resultados de la Tabla VI demostraron que todes los sueros-
de diferentes especies usados como fuente de complemento, tie--
nen diferente capacidad de inducir lisis de epimastigotes; el -
mayor grado de lisis se obtuveo en presencia de suero humano y -
el menor se observd con suero de ratén.

La inactivacidn del complemento por calentamiento a 56°C duran-
te 30 minutes elimind totalmente su capacidad de lisar epimati-
gotes; de la misma manera, la inactivacidn del componente Cyy -
en &stos sueros disminuyS de manera muy importante la actividad
1ftica de los mismos.

Los sueros tratados con dcido etilendiamintetraacéticc (EDTA 10

mM, quelante para lones calclo y magnesio) mostraron una marca-
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da reduccidn en su capacidad de inducir lisis.

Los sueros tratados con dcido etilenglicoltetra&stico (EGTA mM,
gquelante para calcio) conservaron inalterada su capacidad para-
inducir lisis. La adicidn exdgena de cationes divalentes - - ==
(MgCL2 ImM y CaCL2 2mM) a los sueros tratados con EGTA mantuvo-
su capacidad de lisis. Los controles negativos mostraron que --
los agentes guelantes "per se" no tienen ninglin efecto directo-

de lisis de los epimastigotes.

Lisis de epimastigotes en presencia de diferentes concentra

ciones de complmento humana .-

La tabla VII muestra los resultados gue demuestran gque el suero
humano fresco es capdz de lisar al 50% de los epimastigotes a -
dilucién de I: 15. El tratamiento de dicho suerco con EDTA redu-
ce considerablemente su capacidad litica, este resultadoc con---
cuerda con la posibilidad de que el pardsito sea un activador -

de la via alterna del complemento.

¢Bs_la IgG humana capaz de proteger a los epimastigotes de la

lizis mediada por complemento?

Con el fin de averiquar si la presencia de IgG sobre la superfi
cie de los epimastigotes le conferfa al pardsito algfin efecto -
protector; repetimos los experimentos de lisis usando suero =--
fregco humano como fuente de complemento ahora en epimastigotes
.preincubados con varias conecentraciones de IgG humana durante -
4 hr. a 4°C. como se puede ver en la tabla VIII no hubo cambio-

alguno en el grado de lisis con complemento humano.
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Lisis de epimastigotes pretratados con tripsina.-

5 x 10S epimastigotes fueron expuestos a diferentes concentra--
ciones de tripsina durante 30 minutos a 37°C, posteriormente se
lavaron exhaustivamente en solucién de PBS-Alb(mina antes de =-
ser sometidos al ensayo de lisis en presencia de complemento --
humano.

Como se puede apreciar en la tabla IX el tratamiento de los epi
mastigotes con tripsina incrementa de manera nctable el grado -
de lisis a altas diluciones del suero humano fresco usado como-
fuente de complemento. (Comparar los resultados con los de la -

tabla VII).



Fig.

2,.-

48

Electroforésis en gel de poliacrilamida al 10%
con SDS y 2-mercaptoetancl de la IgG humana --
obtenida del suerc precipitado con sulfato de
amonio y purificada por cromatografia de afini
dad con Sepharosa protelina A,

a) Protelinas totales precipitadas

b) Cadenas pesadas vy ligeras de la IgG humana

Tincidn con Azul Brillante de Coomasie.
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Fig. 2a.- Doble inmunodifusifn en agarosa al 1% de la IgG
humana purificada y sus fragmentos Fab y F¢ con
tra los correspondientes anticuerpos. La prueba

fué realizada por el mé&todo de Ouchterlony.






Fig.

3.-
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Perfil de elucién de la IgG humana digerida con
papaina, a través de una columna de Sephadex --

G-100.



53

©.D 280 nm

1.54

1.0

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-I100C

Muestra: TgG humana digerida con papaina

DIMENSIONES DE LA COLUMNA:

h=80 cm.
) 9:1.%cm.
o VELOCIDAD DE FLUJO:
\ eml/n
BUFFERS :
PBS.0. IW PH=T.2
h'a FRACGIONES de 2ml,

L

50 100 150 200 :
VOLUMEN DE ELUCION (mi) o



Fig.

4.-

54

Electroforésis en gel de poliacrilamida al 10%

con SDS de la IgG humana digerida con papaina

y de los fragmentos Fc y Fab obtenidos por cro

matograflia de filtracién con Sephadex G-100.

a) IgG digerida

b) Fragmentos Fc y Fab (Picos IV y V de la fig.
3).

¢) Control de pesos meleculares

Gel tefnido con Azul Brillante de Coomasie.
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Perfil de elucidén de la mezcla de los fragmentos
Fc y Fab, a través de una columna de Sepharosa-

proteina A,



CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON SEPHAROSA-PROT A

DIMENSIONES DE LA COLUMNA
h=10cm '
@=1.5cm
VELOCIDAD DE FLUJO:
2 mi/min

BUFFERS:
tosfatos O.IMPH=8.0
0.5M
ACIDO ACETICO:

0.IM/NaCLO.I15M
FRACCIONES de 2ml

v L Y T
20 30 40 50

VOL.UMEN DE ELUCION (ml)
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Electroforésis en gel de poliacrilamida con SDS

de los fragmentos purificados por cromatografia

de afinidad en una columna de fragmentos Sepharosa
proteina A

a) Fab

b} Fe

c) Mezcla comercial de proteinas de pesos molecula-

res conocidos.

Tincibén con Azul Brillante de Coomasie.



W . 150 Kd

e U

il v

Fab



Fig.

T.-

Cromatografia de filtracién con Sephadex G-25

fino para separar el 125

1251.

I libre de la IgG hu-

mana marcada con

59
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-~ FPig. 8.- Perfil de elucién del fragmento 125I--Fab Yy del
' 125

I no acoplado a la Protefna, a travas de --~

una columna de Sephadex G-25,
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Fig.
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Determinacién de la integridad bioldgica de la
regién Fc de la IgG humana marcada con 1251.

Se midid la capacidad de la IgG marcada parxa -
unirse a la membrana de los macré&fagos wmurinos
a travé&s de su receptor para Fc e inhibir la -
formacidn de rosetas entre los macrSfagos vy los

eritrocitos de carnero sensibilizados.
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' Fig. 10.- Unibn de la 12SI—IgG humana a los epimastigotes
' de'T. cruzi. Distintas concentraciones de &ste

pa-8sito se expusiercn a 25 ug de 125

I-IgG, con

una actividad especifica de 110 232 cpm/ug, éste
ensayo se realizé a 29°C y la cantidad de inmuno
globulina asociada a los epimastigotes se deter-
miné 4 horas después. Promedio de tres experimen

tos .
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Fig.

1251-196 con actividad

ll.- En presencia de 25 ug de
especifica de 128 315 c¢pm/ug la unidn a distin-
tas concentraciones de epimastigotes no fu& - -
afectada de manera significativa por la tempera

tura a la cual se realiza el ensayo.

Promedio de tres determinaciones.

66



29°C

3
10

‘e a
10 (o]
NUMERO DE EPIMASTIGOTES

1O

L9



68

"Fig.12.- Mlcrografia de los componentes subcelulares obte-
nidos por centrifugacidn diferencial de un lisado
de epimastigotes de T. cruzi
A 40 000 aumentos en la fraccifén I se cbhservan :
membrana plasmidtica (MP), flagelo (F), etc.

En la fraccién II a 50 000 X se identifican: liso
somas (L)}, mitocondrias (M), vacuolas (V}, gr&nu-
los de glucSgeno (G), etc.

La fraccién III contiene principalmente: polirri-
bosomas (PR}, ribosomaé libres (R), grfnulos os-~

miofilicos (GO), etc. 50 000 X.
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Fig. 13.- Con 1 x 106 epimastigotes se realizd una cinética

1251-IqG a distintas con--~

de saturacifn entre la
centraciones y los par8sitos. Se observS una unidn
mixima a 150-173 ug de la inmunoglobulina.
Promedio de tres ensayos; la actividad especifica

125

de la I-IgG en éste experimento fud de 138 094

cpm/ug.
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Fig. 14.- La unién de la IgG humana a la superficie de los
epimastigotes no es inhibida cuando se preincu--
ban los par&sitcs con cantidades crecientes de -
IgG s&rica humana. Afin a las mis altas concentra

1251~IgG —

ciones, la inhibici®fn de la unién de
con una actividad especifica de 130 993 cpm/ug -
no es mayocr del 7%.

Promedio de tres determinaciones.
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15.~ La exposicisn simulténea de los epimastigotes

a 125I-IgG e IgG no radicactiva no reduce la

unidn de la 12SI-IgG.

Promedioc de cuatro determinaciones.
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TABLA I

LOCALIZACION DE 1251—19(} EN LOS EPIMASTIGOTES
. a b [>/ :
No. de Fraccibn ug % vel. de Centrifugacidn
by 5.7 91.1 650 g,
I1 0.27 4.3 9,500 g.
III 0.29 4.6 85,000 g.

a)

b)

c)

Correlacionando la actividad especifica de la

Fracciones obtenidas de un lisado de epimastigotes expuestos a 2mg de
IgG radicactiva; revisar la Fig. 9 para el contenido subcelular en ca

da fraccidn.

1251—196 conlasCPM deter

minadas en una alicuota representativa de cada fraccidn se obtuvo la --

cantidad de un ug de inmunoglobulina por fraccidn.

Los resultados de (b) expresados en porcentaje indican que casi toda la
proteina radioactiva se localiza en la fraccién enriquecida en componen

tes de membrana plasmitica.

Promedio de tres determinaciones.
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TABLA Il

CINETICA DE SATURACION ENTRE LA 1%°1-1qG Y LOS EPIMASTIGOTES
125 A ; b
125 I-IqG en 10 epimastlgotes i ] 6

I-IgG/Pozo CPM ug No. de IgG/epimastigotes

1 1533 0.009 0.036 x 100

5 4070 0.031 0.12 x 108

15 . 23007 0.135 0.52 x 10°

30 _ 39088 0.346 1.36 x 10°

60 85563 0.710 2.84 x 10°

90 123961 1.130 4.53 x 105
120 354149 3,300 12.24 x 10°
150 559574 4.090 16.41 x 10°
173 574471 1.160 16.69 x 10°
200 488606 3.490 14.00 x 10°

a) Correlacionando la actividad especifica de laleI-IgG que es de 138 094 CPM/ug

con el No. de CPM obtenidas en cada ensayo, se determind la cantidad en ug de
1251-196 unida a los apimastigotes,

'b) Multiplicando 4.014x10%? gque es el nimero de mol8culas de IgG en un ug por la

actividad especifica y luego dividiendo el producto entre I X 106 se obtiene

el nimero de IgG unida a cada epimastigote.

Promedic de tres determinaciones.
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TABLA III

UNION DE LOS FRAGMENTOS Fab ¥ Fc A LA SUPERFICIE DE LOS EPIMASTIGOTES®

Act. Esp.

[ Proteina |} CPM/ug CPM, 108 epis ug/losepis
125
40 ug de '2%1-1qG 93 032 151 762 1.67
12 ug de }?°1-Fab 492 785 e 0.00
12 ug de }251.yc 178 785 1 253 0.007

a)

1 x 106 epimastigotes fueron expuestos a la IgG completa o a cada uno de
los fragmentos resultantes de su digerido con papaina.
El marcaje radioactivo de las proteinas se realizé por el mé&tode de

Bolton-Hunter.

Promedio de tres determinaciones.

LL
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TABLA 1V

UNION DE LA IgG HUMANA MARCADA CON IODO NO RADIOACTIVO A LA SUPERFICIE

DE LOS EPIMASTIGOTES a

CPM/loﬁepis ug/losepis
40 ug de '?°1-14c 212 038 1.69
40 ug de I-IgG +40 ug de 1251—198 249 987 1.98
200 ug de I+IgG + 40 ug de ®9I-1gG 223 705 1.77
400 ug de I-IgG + 40 ug de 1251-14c 218 734 1.74
1000 ug de I-IgG + 40 ug de '231-1gG 205 110 1.63
125

a) 1 x 106 epimastigotes se expusieron a I-1gG con una actividad especifica
de 125 696 CPM/ug durante 4 horas a 4°C.

B} Algunos parfisitos se expusicron simultineamente tanto a 1251—196 como a IgG

en la que se simuld el procedimiento de marcaje con Iodo.

Los resultados representan el promedio de tres determinaciones.



TABLA V

o
= LISIS DE LOS EPIMASTIGOTES EN PRESENCIA DE ANTICUERPO ESPECIFICO Y COMPLEMENTO
§§
g Sucro de cobayo Suecro humano PBS-Alb.
= 1:1  1:5 1:10 1:10 1:30  1:150 :

sg.=5196 antiepimastigote de Balb/c 100 97 92 93 15 9 2
&g IgG no inmune de Balb/c 100 95 90 95 10 8 3
$= mz 19G bovina 100 96 94 98 9 7 2
=33

&= Gammaglobulina de cerdo 100 93 92 89 8 7 2

3 x 106 apimastigotes en 100 ul de PBS fueron expuestos a 26 ug de las inmunoglobulinas

indicadas durante 30 minutos a 37°C y luego fueron expuestos a 100 ul de suero fresco de

cobayo o humano como fuente de complemento a diferentes diluciones.

El porcentaje de lisis se determin® 30 minutos después mediante observacitn directa al

microscopio 6ptico o de contraste de fases.
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TABLA VI
ACTIVIDAD LITICA DEL SUERO DE DIFERENTES ESPECIES SOBRE LOS EPIMASTIGOTES

Humano Cobayo Conejo Ratdn Carnero

Sin tratamiento b 97 83 24 15 35
56°/30 min, 1 R} 1 2
50°/30 min. 17 22 7 23
EDTA 10 mM 28 15 4q 12
EGTA 2 mM 99 85 7 55
EGTA-MgCl, 3mM 100 95 8 54
E?G’I‘}\—Mg(‘.‘].2 2mi1 loo 92 1 12 58
PBS-Alb. 4%,EDTA 1 1 2 1
PBS-Alb. 4%,EGTA 0 1 0 2

PBS-Alb. 4% 0 2 1 2
a} 5 x 105 EPIMASTIGOTES fueron expuestos a 100 ul de suerc fresco derivado de

de diferentes especies como Euente de complemento y diluido 1:3.

b) Cada uno de estos sueros fué sometido a un procesamiento fisicoquimico y se
determind su actividad litica bajo ¢stas condiciones.
Los resultados estin expresados como percentaje de lisis, representan el pro

medio de tres leccturas.
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TABLA V

= LISIS DE LOS EPIMASTIGOTES EN PRESENCIA DE ANTICUERPO ESPECIFICO ¥ COMPLEMENTO
s
:; Sucro de cobayo Suero humano PBS~Alb.
!5 1:1 1:5  1:10 1:10 1:30  1:150

T 219G antiepimastigote de Balb/c 100 97 92 93 15 9 2
» 1gG no inmune de Balb/c 100 95 90 95 10 8 3

"E'-' 1gG bovina 100 96 94 98 9 7 2
§ Gammaglobulina de cerdo 100 93 92 89 8 7 2

Ix 106 apimastigotes en 100 ul de PBS fueron exXpucestos a 26 ug de las inmunoglobulinas
indicadas durante 30 minutos a 37°C y lueqo fucron expuestos a 100 ul de suero fresco de
cobayo © humanc como fuente de complemento a diferentes diluciones.

El porcentaje de lisis se determind 30 minutos después mediante observacidn directa al

microscoplo Optico o de contraste de fases.
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TABLA VI

ACTIVIDAD LITICA DEL SULERO DE DIFERENTES ESPECIES SOBRE LOS EPIMASTIGOTES a
Humano Cobayo Conejo Ratén Carnero
. b

Sin tratamiento 97 83 24 15 35
56°/30 min. 1 3 2 1 2
50°/30 min. 17 22 7 7 23
EDTA 10 mM 28 15 5 4 12
EGTA 2 mM 99 85 8 7 55
EG’I‘J‘\---I\-!gCl2 ImM 100 95 11 8 54
EGTR-MgCl2 2mM 100 92 15 12 58
PB5-Alb. 4%,EDTA 1 1 Y 2 1
PBS-Alb, 4%,EGTA 0 1 0 2 2
PBS=Alb, 4% 0 2 [} 1 2

a) 5 x 103 EPIMASTIGOTES fueron eXpuestos a 100 ul de suerc fresco derivado de
de diferentes especies como fuente de complemento y diluido 1:3.

b} Cada uno de estos sueros fué sometido a un procesamiento fisjicogquimico y se
determind su actividad 1itica bajo dstas condiciones.
Los resultados estln expresados como porcentaje de lisis, representan el pro
medio de tres lecturas.
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TABLA VII

ACTIVIDAD LITICA DEL SUERO I{UMANO SOBRE LOS EPIMASTIGOTES®

1:3 1:6 1:15 1:30 1:150
Sin tratamiento 97 ] 53 13 2
56°/30 min. 1 3 2 1 2
562730 min. 17 3 2 2
EDTA 10mM 28 G 1 1
EGTA 2mM 99 97 74 8 1
EG'I‘A--'MC_;CI2 ImM 100 99 95 45 2
E:G'I.'a\-!“lgC].:‘.,--CaCl2 2mM 100 95 93 55 6
PBS-Albimina 4% EDTA 1 0 0 0 0
PBS=Albiimina 4% EGTA 0 0 0 0 0
PBS-AlbGmina 4 % 0 (4} 0 0 0
a) 5 x 105 EPIMASTIGOTES fueron expuestos a 100 ul de suerc fresco humano

como fuente de complemento a diferentes diluciones.

b} El suero humano fuZ sometido a un procesamiento fisicoguimico con el fin
de medir su capacidad litica bajo éstas condiciones.

Los resultados expresados como porcentaje de lisis representan el prome-
dio de tres lecturas,
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TABLA VIII

LA IgG HUMANA SOBRE LA SUPERFICIE DE LOS EPIMASTIGOTES NO LOS PROTEGE DE
LA LISIS MEDIADA POR COMPLEMENTO

Ug de IgG a Suerc humano b PBs-alb 4%
1:3 1:6
10400 95 a9 3
500 97 20 2
100 100 93 2
50 100 90 3
PBS-Alblimina 4% 100 95 2

a) 5 x 10° epimastigotes fueron incubados con distintas concentraciones
de IgG humana antes de ser sometidos al ensayo litico usando

b}. suero humano fresco a diferentes diluciones como fuente de
complemento.
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TABLA IX
LISIS DE EPIMASTIGOTES TRATADOS CON TRIPSINA &
SUERO HUMANO DILUIDO
[ Tripsina ) 1:3 1:6 1515 1:30 1:150
1 mg 100 100 92 90 72
5 mg 100 100 95 92 88
PBS-AlbGmina 100 89 , 62 23 5

a) El ensayo de lisis se rcalizd con 5 x 1(]6 epimastigotes pretratados
con tripsina a las concentraciones indicadas.

Como control de la actividad de la tripsina se observé su cfecto
sobre monocapas de cultiveos de fibroblastos y c&lulas VERO.

Los resultados estin expresados como porcentaje de lisis y corres-
ponden al promedio de tres determinaciones.
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DISCUSION

En €ste trabajo se estudiaron las caracterfsticas de unién
de una protefna s&rica humana representada por la IgG humana a

la superficie de los epimastigotes del Trypanosoma cruzi. Este

estudio fué motivado por el interd&s de analizar como el parisi-
to se comporta frente a la respuesta inmune del hué&sped infec-
tado.

En nuestro pafs se desconoce el nimero de individuos afec
tados por la enfermedad de Chagas, pero no serfia extrafio gue
muchos de los casos en los que se diagnostica miocarditis de -~
etiologfa desconocida fueran secundarios a la tripanosomiasis,
gspecialmente en los casos referentes de los estados de la --
vertiente del Pacffico como Jalisco, Oaxaca y Chiapas princi--~
palmente (29,30).

Numerosa literatura certifica la posibilidad de que los -
pardsitos son capaces de evadir eficientemente la respuesta in
mune del hu&sped { 212,213}.

En el caso de los parfsitos del género Trypanosoma se ha
postulado de manera mis o menos convincente el enmascaramiento
de los antfgenes del par&sito por las protelinas plasmiticas —-
huésped (140, 143-154, 196) como posible mecanismo de evasién
imnune;: se ha observado la presencia de imnunoglobulinas de la
clase IgG en numerosas especles del género Trypanoscma {(143--
155) perc lo que no ha guedado claro es como se pegan €stas -
protefnas a la superficie del pardsito a pesar de que se ha --
postulado la presencia de receptores para la porcién Fc de las
inmunoglobulinas en la superficie del pardsito {(155).

Con el objeto de determinar cual es el mecanismo por el -
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cual la IgG humana se pega a la superficie del Trypanosoma =--
cruzi se purificd la inmunoglobulina de un pool de sueros de -
individuos aparentemente sanos por precipitacién de las gamma
bulinas con sulfato de amonio y cromatograffa de afinidad en -
una columna de sepharosa-proteina A. Este mé&todo es muy fre---
cuentemente utilizado en base a la afinidad gque tiene la pro-
tefna A del Estafilococo para la porcién Fe de las inmunoglobu
linas de la clase IgG (160, 170), la elucién que se hizo con -
&cido cético 0.1 M en NaCl 0,15M despega a las subclases IgGl
IgG2 e IgG4 con las cuales se realizaron todos los experimen--
tos de é&sta tesis.

En reportes anteriores se ha demostrade la presencia de -
IgG humana sobre la superficie tanto de epimastigotes como de
tripomastigotes utilizando diferentes técnicas tales como la -
aglutinacién (153), inmuncfluorescencia {143,144), técnicas in
munoenzimiticas {149), formacién de rosetas (158) y muy recien
temente inmunoelectrotransferencia {(196). En &ste trabajo deci
dimos hacer la determinacién de la adsorcién de IgG a los epi-

mastigotes de Trypanosoma cruzi mediante un radioinmunoensayo

ya que es una técnica cuantitativa y tiene una elevada sensibi
lidad ( 1 pg) para la deteccifn de antigenos y anticuerpos |{
214).

1251 a la inmu-

La técnica que se utiliz® para marcar con
noglobulina ¢ humana y sus fragmentos Fab y Fc fué& la de Bol--
ton-Hunter (165): la eleccifin de &ste m&todo a que la reaccibn
de iodinacién por otros métodos es mucho més violenta {(183) --

que la del mftodo de Bolton~Hunter y la intencifn en é&sta par-—
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te de la tesis era la de no alterar a la molécula de IgG para
que su comportamiento fuera lo mis cercano posible a su fun--
cién in vivo. Para poder determipar si la IgG humana marcada -
rodicactivamente adn conservaba su funcién biclégica, se ensa-
yS su capacidad de inhibir la formacitén de rosetas con macréfa
gos murinos expuestos a eritrocitos de carnero sensibilizados
con hemolisina; &sta prueba de inhibicién con 1251—IqG compro-
b% que la iodinacién de la IgG no alterS su porcién Fg, situa-
cifn que era importamte determinar ya que como se ha menciona-
do anteriormente uno de los objetives de é&ste trabajo era de--
terminar si la interaccifén IgG- T. cruzi esta’ mediada por re-
ceptores Fec tal y como se ha sugerido por Ferreira y Cols.
155},

La 125

I-IgG utilizada en los experimentos de ésta tesis --
fué capaz de unirse a los receptores para Fc presentes en la -
membrana de los macrffagos miirinos de la misma manera que la =
IgG no rodicactiva. Una vez comprobada la actividad biol&gica

de la IgG se procedid a determinar la cantidad de ésta protei-
na que se unfa a los epimastigotes; los resultados demostraron
gue la méxima cantidad de CPM que se obtuvieron para un nimerc
constante de epimastigotes { 1x10%) fus el equivalnete al 2,4%
de las CPM iniciaimente introducidas en el experimento; a pe--
gsar de que sabemos que en cada ug de IgG hay un equivalente a-
4.014x1012 mol&culas de IgG no fué posible determinar el nfime-
ro de moléculas pegadas a cada epimastigotes ya que desconocia

1251 se unpieron a cada molé&cula de --

mos cuantas mol&culas de
Ig9G.

Debido a que cabfa la posibilidad de que al poner més
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IgG marcada radioactivamente a un ndmero constante de epimasti
gotes el porcentaje de IgG captada por los parésitos fuera ma-
yor, se realizé un ensayo en forma cinética para demostrar que

1251-196 a los epimastigotes es saturable con 173

la unién de
ug, pero el porcentaje de radicactividad no varié, ya que atn
en presencia de los 173 ug de IgG radiactiva el porciento de
unién fué solamente del 2,6%.

Con €8to se cubrfia una de las principales condiciones pa-
ra considerar que la IgG-T. cruzi estuviera mediada por un re-
ceptor ya que el sistema era saturable tal y como se establece
en (181).

125, _

Por lo anterior, bien valia la pena averiguar si la
IgG se unia a la membrana del pardsito o si se internaliza y -
almacena en alguno de los componentes subcelulares, esta posi-
bilidad tampoco ha sido analizada con detalle en los reportes
anteriores; los resultados mostraron que la radicactividad es-
taba asociada a la fraccién I del proceso de centrifugacidn di
farencial (tablaI) en la cual por microscopia electrénica se -
observS que est3i integrada bisicamente de componentes de mem=-
brana tal y como se ha reportado en (1, 120,174). De &sta mane

125

que la I1-19G ost4 asociada sobre la membrana del parisito ¥

considerando la posibilidad de que la unién pudiera estar me--
diada por receptores, loc mis probable es que con el tiempo, la
IgG radivactiva se despegara del parisito o bién que adn en -
el caso de no déspegarse, el parisito siguiera su ciclo de re-
produccifn de manera normal como parecid ser el caso. .'
Resultados no publicados en é;ta tesis, mostraron que los

125

cultivos de epimastigotes marcados con I-IgG se comportan



de manera totalmente normal en terminos de tiempo de reproduc-
cién y morfologfa, €sta observaci6n concuerda con lo reportado
tambi&n en la bibliografia (175).

Antes de seguir adelante con &sta tesis y debido a que el
objetivo primordial era averiguar comoc se unfa la IgG a la mem
brana de los epimastigotes, se realizaron experimentos de com-
petencia de la unién de 12SI~IqG con IgG no radicactiva con el
f£in de determinar si la unidn estaba mediada a través de recep
tores especificos, o bien si la unifn era inespecifica; siguien
do el principio de dilucién isotfpica se determind la cantidad

de 125

I-IgG qgue se unia en presencia y ausencia de un exceso de
' hasta 20 veces o mis de la IgG no marcada. Pada la impoartancia
de &stos experimentos se repitieron por lo menos en cuatro oca-

ciones. Con 50 ug de 125

I-IgG y compitiendo con IgG frfa desde
1 a 1000 ug no se cbserv$ reduccién significativa de la unién
de 1gG radiocactiva (Fig, 15); los résultados de &stos experi--
mentos junto con los de inhibicién de la unién por preincuba-
cién de los epimastigotes con IgG no radicactiva, demuestran

de manera clara y contundente que la unién de la IgG a la mem-
brana de los epimastigotes no es reversible, condicifn indispen
sable para considerar una unidn especifica como mediada por re-
ceptores (181}.

A pesar de gue con los experimentos anteriormente discuti-
dos gquedaba establecido que la unién de la IgG no estd mediada
por receptores sino por adsorcidn inespecifica, era interesan
te averiguar que regifn de la IgG es la gue se asocia a la su-

perficie del epimastigote y por lo tanto se repitieron algunos
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de los experimentos anteriores con los fragmentos Fc y Fab mar-
cados radioactivamente.

Los resultados de la Tabla III demuestran que el fragmento
Fc se une muy pobremente a la membrana de los epimastigotes y -
que el fragmento Fab no se une; €stos resultados contrastan de
manera importante con los expuestos en la Tabla I donde atn a
bajas concentraciones de IgG p.e. 15 ug de IgG se uniercon 0.135
ug en 1x106 epimastigotes, por lo tanto con 12 ug del fragmento
Fc se hubiera esperado cuando menos la unién de 0.1 ug de Fec.
Este resultado refuerza la posibilidad de que la unién de la
IgG a los epimastigotes no esti mediada por un receptor para
Fc. ¥ que se requiere de lamol&cula completa de la IgG para que
se lleve a cabo una adsorcién mis efectiva sobre la membrana de
los epimastigotes,

Con el fin de descartar la posibilidad de que al marcar la

IgG con el 125

I se hubiera introducido en la molé&écula alguna mo
dificaci®n que explicara la necesidad de la IgG completa para -
que se lleve a cabo una adsorcién mis efectiva y que la hiciera
comportarse de manera distinta en comparacidén con la IgG no ra-
dioactiva y que &sto explicara el porqué la IgG humana frfa no

compite ni inhibe la unién de 1la 125

I-IgG a la superficie de =--
los epimastigotes; se simulé el procedimiento de marsaje de la
I1gG con ioduro de sodio. El hecho de que la I-IgG no leograra --

competir la unién de la 125

I-IgG demuestra gue no hay alteracién
en la molédcula de IgG marcada radioactivamente,

Una vez que se establecid mediante los experimentos anterio
res que la unién de la IgG a la superficie de los epimastigotes

no as secundaria a la presencia de receptores especificos para
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la regifn Fe sino que mis bien se trata de una unién estrictamen
te no especifica llamada tambifn adsorcidn inespecifica (181) de
la protefna;,era importante averiguar si la poca cantidad de IgG
adsorbida al epimastigote juega algln papel biolSgiceo importante
en cuanto a la susceptibilidad de T. cruzi en su estadio de epi-
mastigote a ciertos mecanismos de respuesta inmune del huésped
como scon lisig, fagocitosis, ete.

La decisidén de estudiar la lisis mediada por complemento
de los epimastigotes gque adsorben IgG humana sgse debidé a que el
sistema del complemento es uno de los primeros sistemas inespe-
cificos de defensa inmune que se pone en juego en el huésped in-
fectado por T. cruzi (184).

El primer experimento consistif en averiguar si la presen--
cia de anticuerpo especifico lograba la lisis de los epimastigo-
tes; los resultados mostrarcon que no solo el anticuerpo especifi
co en presencia de complemento lograba la lisis total de los epi
mastigotes sino gue adn en presencia de otras inmunoglobulinas
no inmunes se producia la lisis; se compararon diferentes fuepn
tes de complemento Yy se observS mayor grado de lisis con suero
humano y menor susceptibilidad a la lisis de los epimastigotes
cuando se utilizé suerc noermal de ratén.

Debido a que si habfa lisis de los epimastigotes aidn en au
sencia de anticuerpos especificos, era razonable suponer que la
lisis se debfa a que los epimastigotes estaban:siend capaces de
activar la via alterna del complemento como ya se ha demostrado
también para el caso de otrog par&sitos (1B5). En particular pa-
ra los epimastigotes de T. cruzi cuando realizamos los experi-

mentos de lisis habfa reportes contradictorios en cuanto a la via
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de activacidn del complemento ( 74. 184,215) y adem&s en ausencia

de reportes previos para el mecanismo de lisis en los epimastigo-

tes de la cepa cocula de T. cruzi se realizaron experimentos a
fin de determirar si la via cldsica o la alterna del complemento
se activaba para el caso de nuestro nodelo experimental.

En una serie de ensayos de lisls se utilizaron diversos agsn
2 +2

. +
tes quelantes para los icnes Ca v Mg de los cuales se sabe

que tienen efecto sobre una u otra de las vias (188), en la via
cldsica del complemento se requiere de la presencia de los icnes
calecio y magnesio {(187), mientras gque en la via alterna se ragquisg
re finicamente de los iones magnesio (1388,189). Los sueros
utilizados como fuente de complemento cuando fueron tratades con
dcido etilendiamintetracético (EDTA} 10mM gue es un agente quelan
te para calcio y magnesio, mostraron una marcada reduccidn en su
capacidad de lisis; en cambio, los suercs tratados con Jcido eti-
lenglicoltetracético {EGCTA), agente guelante para calcio, conser-
varon inalterada su capacidad de inducir lisis de los epimastigo-
tes. La adicién exfgena de los cationes divalentes calcio y magne
sio a los sueros tratados con EGTA mantuvo inalterada la capaci--
dad de &stos en cuanto a la lisis; los resultados sugieren de ma-

nera importante que los epimastigotes de T. cruzi de la cepa cocy

la son capaces de activar la via alterna del complemento.

Para poder corroborar lo anterior, los sueros utilizados co~
mo fuente de complemento también fueron sometidos a calentamiento
durante 30 min a 56°C con el objeto de inactivar al complemento (
191), dichos sueros mostraron una perdida completa de su capaci-

dad para lisar a los epimastigotes; mientras que los mismos sue--
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ros tratados a 50°C durante 30 min (192), mostraron una disminu-
cifn importante en su actividad litica.

Una vez gque determinamos por todos &€stos experimentos que
los epimastizotes de nuestro modelo experimental son capaces de
activar la via alterna del complemento intentamos averiguar si
era posible que la IgG humanha due ya decarminamos se pega de mane
ra inespecifica al epimastigote le confiriera alguna proteccidn
al parisito contra el atacue del sistema del complemento bloquean
do a la brotefna resgonsable de la activacidn del complemento ¥
que se encuentra presente en la membrana del pardsito., Reciente-
mente se ha demostrado que una g'icoprotefina con peso molecular
de 72 Kd presente en la membrana de los epimastigotes es la molég
cula aceptora de C3b cuyo depdsito desencadana la activacién de -
la via alterna del complemento {216).

Para tratar de aclarar la duda anteriormente expuesta se --
efectuaron los experimentos cuvos resultados se exponen en la Ta-
bla VIII y gue demuestran gue la presencia d= la Ig¢G humana sobre
la superficie del epimastigote no le confiere ninguna proteccidn
al efecto litico del complemento; sin emkargo, €sto noe descarta
la posibilidad de gque in _vivo si se 2¢€ el Zsndmeno de proteccidn
a la lisis de los tripomastigotes gque tamkbi€n son capaces de ad--
guirir IgG del huésped tal y como se ha reportado en (135). Es po
sible que el tratamiento enzimitico de los parfsites asf recubier
tos no solc remueva la cubierta de proteinas plasmiticas del hués
ped sino que ademds afecte a las estructuras superficliales respon
sables de regular la susceptibilidad a la lisis en el T. cruzi en
el caso de gue la cubierta "protectora" proporcionada por las in-

monoglobulinas del hu&sped no fuera la Gnica responsable de la
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resistencia a la lisis por complemento, para tratar de probar de

probar &sta posibilidad se trataron los epimastigotes con tripsi_
na la cual se sabe &g cawvaz de destruir muchas oroteinas presen-

Les en las membranas celulares (176-178)y se scmetieron a la ac-

cién del complemento, los resultados demostraron que el tratamien

to de los parisitos con &sta enzima no solo noe afectaba la lisis

de los mismos sino gque la lisis se incrementaba aldn a bajas con-

centraciones de complemento,es decir,la dilucion del! suero huma-

no se podia llavar hasta 1:130 y ain se observaba un muy impor--

tante porcentaje de lisis,

Es dificil suponer que el tratamiento enzimitico de los epi
mastigotes afectd a alguna posible proteina protectora presente-
en la membrana, uno pensaria que lo que sucedid, es que la mem—=
brana del parisito se encontraba mucho mas expuesta a la accion-
del complemento; o bien gue la estructura responsable de la acti
vaciSn se expone mejor tal como se a sugerido en (190).

En resfimen se puede decir por los datos experimentales men-
cionados an &sta tesis que la presencia de la IgG humana sobre -
la superficie de los epimastigotes se deke a una adsorcién ines-
pecifica de la misma a copncentraciones muy bajas, ésto muy proba
blemente tambi&n es vilido para el casc de los tripomastigotes=--

de Trypanosoma cruzi va que la estructuraz molecular responsable

de la adsorcién inespécifica de la IgG humana pudiera estar com
partida en ambos estadios; muy recientemente se ha reportado en
T. lewisi que por lo menos uno de los componentes que unen IgG
humana no especifica sobre su superficie es una glicoproteina -
con peso molecular de 74 Kd (196). En el caso de T, cruzi se de

be recordar que mas de una glicoprotefna con peso molecular en-
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tyre 90 y S1 Xd estdn compartidas entre sus diferentes gstadios --
{(17,22,217).

Por otro lado,en cuanto al aspecto de peosible funcion biols
gica, la presencia de la 1gG humana no parece conferirle al para”
sito al menos en su estadio de epimastigote ninguna croteccidén -
contra el ataque del sistema inmune.

Los resultados anteriores abren nuevas conjeturas a cerca -
del papel que juega la presencia de inmunoglobulinas circulantes

de huesped en 1la superficie del Tryvpanosoma cruzi, porgue si bien

su union es inespecifica y pobre,es casi seguro gque ejerce alguna
funcidn,como por ejemplo,establecer el reconocimiento entre el pa
rédsito y su célula huesped y que no necesariamente tiene que esta
blecerse a través de receptores. Algunas proteinas de superficie
capaces de fijar diferentes isotipos de IgG humana se han estudia
do en una gran variedad de agentes infecciosos y células de mamife
faros (219-221),

La capacidad de unir IgG del huésped cor parte del Trypanoso
ma cruzi resulta. ser un fendmeno interesante ra gue también en el
caso de éste parésito podria representar el blogueo de la activa-
cidn de los mecanismos inmunes efectores por divisién enzimdtica
de la inmunoglobulina plasmitica o especifica gque se adsorke a su
superficie. &ste fendmeno denominado fakbulacién ya ha sido amplia

mente estudiado en otros agentes infecciosos como Schistosoma man

soni (212), Tetrahymena pyriformis (213), Pseudomona aeruginosa (

219) , etc.
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