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RESUMEN

En la enfermedad de Chagas se encuentran involucradas una varledad de mol6culas
antigénicas que participan en los procesos de entrada del parésito a las células, su
diseminacién a los tejidos o la formacién de anticuerpos protectores. En este trabajo de
investigacidn se identificé y purificé un antigeno de la cepa Ninoa T, gruzi. La purificacién
se realizé por cromatografia de afinidad, utitizando un anticuerpo policlonal producido en
conejo. En un segundo paso de purificacién se alectroeluyé el antigeno correspondiante
alos 65/60 kDA. Se determint su peso molecular en efectroforesls con getes de poliacritamida
en condiclones reductoras mostrando un dobleta de peso molacular de 65/60 y en condiciones
no reductoras se encontré un peso molacular aproximado de 120 kDa. La protelna fue
positiva a la reaccidn de Shiff-Pas, sugiriendo que se trata de una glucoprotefna. Con la
prueha de inmunofiuorescencia con anticuerpos policlonales murinos contra el antigeno
Ni 65/60, se localizd el antlgeno en el interior del parésito, posiblemente en el cinetoplasto.
At enfrentar el antigeno Ni 65/60 kDa, a sueros de enfermos chagésicos crénicos, con
la prueba de Western Blot se encontré que seis de ocho sueros analizadoslo reconocleron.
Asf mismo, el antigeno fue reconocido por sueros de pacientes con leshmaniasis en sus
dos formas, Dado los resuitados anterlores el antfgeno purificado podria ser usado en la

inmunoprofilaxis contra amhos pardsitos. -



+INTRODUCCION

1.1 BIOLOGIA DE Yrypangsoma cruzi.
L1AC isti !

Yrypanosoma cruzl, es un pardsito hemoflagelado que pertenaca a la familla Tripanosomatidae,

tienen un ciclo de vida complejo que involucra varlos estadios en diferentes hospederos:

uninvartebrado (i ), y un vertebrado prefer un ifero, la fase Infacti
p

del pardsito vive en el intestino postarior del vector o en la sangre y tejidos def mamifero

{Cox, 1987). Todos los org que per ala familia tienen un solo nacleo, un

flagelo que se origina del cinetosoma y que le sirve para impu!. y una b ondulante

que surge del paquete flagelar. El blefaroplasto es una estructura que tiene DNA mitocondrial
y es caracteristica delorden Kinetoplastida al que pertenecs este pardsito. Sélo sa presanta

una

dria de gran fio con DNA en forma fibrilar que corre de la parte antarlor
a la posterior y un sistema de microtibulos peliculares (Schmidt y Roberts, 1989; Perelra,

1990).



1.1.B Clasificacién {Levine y col., 1980}
Reino Protista
Subreino Protozoa.
Phylum Sarcomastigophora.
Clase Zoomastigophorea.
Orden Kinetoplastida.
Suborden Trypanosomatina.
Familia Trypanosomatidas.
Género Trypanosoma.

Trypangsoma {Schizotrypanum) cryzi.

1.1.C Ciclo de vida.

En el ciclo de vida se incluye la descripcién de los tres estadias generales de el parésito.

Los tripomastigotes tlenen un tamarflo de alrededor de 20uym de largo y 2uym de ancho

y ol cinatoplasto localizado posterior a el niiclao, 8ste estadio se en tra en los tejidos
de los mamiferos y en sangre en circulacién, en la chinche sa localizan anla parte posterior
del intestino; este estadio es la fase infectiva en el ciclo de vida. Los amastigotes son formas

esferoides con un flagelo muy corto (Pereira, 1990) y se localizan dentro de las células

en donda sa repli El epi igote tiene el cil I localizad for y muy cercano
al nucleo, el organismo es fusiforme de 15 a 20um de largo, este estadio se localiza en
Ia parte anterior y media del intestino del insecto, los epimastigotes se reproducen por

fislén binaria y mantienen la infaccién en los triatéminos {Nobla y cot., 1989). El ciclo de



.vlda comlenza cuando el insecto que es portador dé T. crul, plca a un mamifero para
alimentarse y defeca (el pardsito estd contenido en las haces del insacto); no todos los
triatéminos dafacan al mismo tiempo que se alimentan, en el caso de Rhodnius prolixus
y Triatoma infestans lo hacen poco despuds de alimentarse, siendo asl los vectores méas
importantes en la transmici6én del protozoario. En el caso de T. racurya, Paratriatoma hirsuta
y I. dimidiata lo hacen mucho tiempo después de que se alimentan, lo que los hace malos
transmisores de la infaccién (Velasco-Castrejény col., 199 1). Lainfaccién se llevaa cabo
por la accién abrasiva del mismo hospedero, los parésitos son llavados hacia mucosas
oculares, nariz, boca, cortadasy al orificlo hecho porla chinche al picar, los tripomastigotes
se dirigen a las células mas cercanas para introducirse y transformarse en amastigote en
donde se multiplican y diferencian en tripomastigotas sangulneos, al salir de las células
so transladan hacia otros tejidos y reinfectan otras células propagando la infeccién en el

hospedero. Cuando una chinche se alimenta de nuevo los trip i son raabsorbidos,

migrando hacia el i ino del I donde se forman en eplii gotes y se reprodi

por fisién binaria; en su ino los epi igotas se fijan a la parte final del intestino y

a la gléndula rectal en donde se diferencian en tripc igotes fclicos para ser liberados

cuando el insecto defeque u orine, cerrando el ciclo de vida del parésito {Pereira, 1990).
"La fase de epimastigote no infectiva puede aislarse de la chinche y cultivarse en condiciones

de laboratorio para cualguier estudio del protozoario. Utllizando medios nutricionales que

asemejan las condiciones delinsaecto se puede lograr una transformacién de epimastigote

a tripomastigots, atnque la infactividad de estos trip igotes producidos "in vitro”

puede variar. También el mantener a los pardsitos en un medio axénico como es al LIT



{Liver Infusion Triptosa), por largos periodos cie tiempo puede conducir a una nula

transformacién de un estadio a otro del parasito (Camargo, 1964; Hudson, 1981).

1.1.D Heaterogeneidad de las cepas de T. cruzi.
Los datos de la biologla del protozoario se han incrementado de tal manera, que se ha

visto qua existen diferencias entre e intra cepas, aislados y clonas (Bogliclo y Godirey,

1987). PoreJemplo las cepas de Brasil difieren de las encontradasen Argentina, (Tibayrenc
y col., 1986a) an cracimiento, transformacién, virulencia a infeccién. En personas que
astan infectados con T, cruzi varia la respuesta inmune y la parasitemla. También se ha
visto en Infecciones experimentales en ratones y conejos que puede existir una variacién
an el tropismo de los tripomastigotes a infectar diferentes érganos o tejidos {Miles y col.,
1977; Miles y col., 1980; Flinty col., 1984; Lanhamy col., 1981; Tibayrency col., 1986b;

Bogliolo y Godfrey, 1987; Jacobson, Washburn y Khun, 1991).

1.2 LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

1.2.A Generalidades de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas fué descubjerta por Carlos Chagas médico Brasilefio del Instituto
de Mangulnhos (Hoy Instituto Oswaldo Cruz) en Lassangue, Minas Gerais en 1309 en
donde fue comisionado pararealizar campafias de profilaxis contra el paludismo. Al visitar
las casas de los pobladores observé que entre las grietas de las paredes habia una gran
cantidad de chinches, examiné su contenldo intastinal y observé organismos flagelados.

Colectd varlos de los artrépodos y los envio a su Maestro Oswaldo Cruz quien las Inoculé



a un mono Callitrix penicilata, a su vez Chagas infecté varios mamiferos, después de 3

0 4 semanas al observar su sangre periférica vio protozoarios flagelados: poco despué

revisé sangre humana y observé a los mismos flagelados e identificé que eran tripanosomas
diferentes alos que se habian descrito. A el parésito lo llamo como su mentor Schizotrypamun
cruzi, é describi6 las caracteristicas clinicas de la enfermedad y la morfologla de fa atapa
infactiva (Chagas, 19089). El ciclo da vida completo lo describié Brumpt {1912}, los camblos
"patoldgicos de faenfermedad fueron seffalados por Vianna {1916} y Neiva (1913) describlé
a la chinche "barbeiro”. En 1930 el Argentino Romatfia describlé al sltio de entrada ocular
de! par4sito, hoy conocido como "signo de Romafa®, describlé también a otros vectores
diferentes a el "barbelro” y otros mamiferos hospaderos de T, cruzi (Katz, Despommier
y Gwadz, 1988). A partir del hallazgo de Carlos Chagas se continuaron los estudios,
ancontrando nuavos casos en [os afios subsecuentes, no sélo en Brasll, también en Argentina,
El Salvador, Uruguay, Peru, Guatemala y Chile, méas recientemente en México y en los
Estados Unidos deblido a la gran cantidad de personas que inmigran desde las dreas donde

son infectados {Klrchorif y Neva, 1983).

1.2.B Patologfa de la enfermadad.
1.2.B.a Entrada del parésito,
La enfermedad comienza con la entrada del parasito, el cual puede producir el signo da

R fia o un chag Las if iones tipi son: flebre, edema, Inflamacién de

ganglios, cambios electrocardiograficos; pero en muchos de los casos son asintométicos

{Hudson, 1981).



1.2.B.b Fage dquda,

En la fase éguda, los tripomastigotes se pueden encontrar en circulacién. El inicio de la

fase dguda es la entrada del parisito a las células y la transformaci6én en amastigotes,

a esta etapa se la relaciona con los cambios en el funcionamiento del corazén y disturbios
an el sistema nervioso central, asto Gitimo e ha demostrado al analizar el fluldo cerebroespinal
en animales infectados exparimentalmente {Hudson y Britten, 1985). Esta fase termina

con una vigorosa respﬁasta inmune, que abate la parasitemia a nivales no detactables,

al tiempo de duracién de esta etapa varia de 2 a 3 mesas (Hudson y Britten, 1985), el

porcentaje de mortalidad de esta fase es aproximadamente de un 10% {Schofield y Dias,

1991), afectando méas a nifios menores de 4 afios y paclentes que son susceptibles; cuando
la enfermedad es congénita el tiempo de vida del bebe es tan sélo de pocas semanas,

muriendo el 100% de estos casos (Calderon y Do Fabra, 1983). En esta etapa se puede
administrar quimioterapfa utilizando: nitroimidazole, nitrofuran, nifurtimox; este tratamiento
reduce la parasitemia, pero no la erradica. Tampoco se han hecho las pruebas suficlentes

para determinar sus contraindicaciones (Kirchoff y Neva, 1983; Hudson y Britten, 1985;

Pereira, 1990; De Castro y col., 1992},

1.2.B.c Fpse indeterminada,

El comienzo da la fase crénica puede variar, ya que la persona que esta infectada puede
presentar, un largo perfodo de latencia por varios afios, (Hudson y Britten, 1985} permitiendo
a muchos Individuos vivir por arriba de los 60 afios, de acuerdo a encuestas

seroapidemiolé gicasy seguimlentos delos sindromesde la enfermedad, [as fallas cardiacas



eI +

air [ a aparecer g Imente a partir de los 20 afios de edad (Goldsmith

y col., 1992; Kirchoff y Nova, 1983).

1.2.B.d Ease crénica.

La sigulente etapa de la enfermedad, es la fase crénica que esta caracterizada por

gasindromes cardi; a inales, que correspondena ensanchamlentodel 6

infiltracién linfocitaria e inflamacién (Hudson, 1981; Hudson y Britten, 1985}, reduccién
de los espacios para la difusién del oxigeno, prosiguiendo a una fibrosls del tejido,
involucrando bloqueo en los atrios ventriculares (Celentano y Gonzélez, 1992), la inflamacién
del eséfago y colon principalmente, acompafiado de irritacién en las parades intestinales,
constipaci6n, regurgitamiento, cambios en los movimientos peristélticos, debldo a la

denervaci6n de células ganglionares del sistema parasimpatico (Katz, Despommier y Gwadz,

1989); estos bios vienen acompafiados de una aparente desapariciénde los parésitos,

solodetactables por diagnosiso por cultivos celularesde sangre (Hoff y Boyer, 1985).

1.2.C Vias de transmisién.

Generalmente la transmisién es por medio del vector, por la entrada de la agricultura o

la colonizacién de éreas selvati fo que fad ticacién de los triatéminos

(Schofield y Dias, 1991). También puede haberinfecciéna través de las sigulentes formas:
1a transfusién de sangra infectada con T. cruzl, que permite la difusién de esta enfermedad
a nuevas reas que no son endémicas (Almeida y col., 1990), por costumbras quas axisten

an algunas comunidades de Nayarit, donde algunas personas se comen y protegen a las



chinches, porque creen que son afrodisfacas o 'que dan buena suerte. También por la
costumbre de allmentarse de carne semicruda de animales silvestres como el armadillo
y ol tlacuache, que son reservorlos del parésito (Salazar, De Haro y Urribaren, 1988). Otra
forma importante de contaglo es a traves de la madre, ya que los parésitos son capaces

de transpasar la barrera placentaria e infectar a el feto {Calderon y De Fabro, 1983).

1.3 LA ENFERMEDAD EN MEXICO.

En México desde la llegada de los espafioles ya se tenlan registros del triatoma y de los
sintomas de la enfermedad; en 1528 Antonio Herrera al resefiar la expedicién de Francisco
de Garay a Panuco, Ver., escribl6 que el ejercito fue "victima molesta de mosquitos y pitos
que pican y dejan sefial como una chinche y suelen causar calenturas”, Fray Bernardino
de Sahagtin en su obra se refiere de la sigulente manera "hay cucarachillaspardillasy traen
dos maneras de alas con quae vualan, que son ponzofiosas y donda pican Imprimen comezén

a hinchazén" y Judn Cardenas en 1591 al referirse a el raino de la Nueva Galicia que

comprendla a los dos de Agt lientes, Jalisco, parte de Zacatecas, Durango, San
Luis Potos{ y Nayarit, menciona "las chinches que llaman compostelas més enojosas que
las arafias”, muy posiblemente hablaba de Triatoma picturata (Velasco-Castrején y col.,
1992). En 1940 Mazzottireporté los primeros casos de infeccién chagésica en las diferantes
atapas de la enfermedad al realizar necropsias; se observaron los efectos tipicos de fa

enfermedad como son la degeneracién sistémica en células cardi o megasindromes.

También a personas que sa les practicaron pruebas de observaclén diracta de sangre para

veriflcar paludismo en la campafta de 1975, se encontré enlas laminillas a tripomastigotes



{Salazar, De Haro y Urlbarren, 1988), la mayorla de estos reportes son presentados en

forma aislada. Més recientemente los investigadores como Goldsmith y colaborad {1992),

hicieron estudios seroepidemiolégicos para observar fa p! lencia de i pos y el
comportamiento de la enfermedad de poblacién abierta en zanas princlpalmente ruralas,
esto condujo a un estudio de ocho afios desde 1971 en la comunidad de Chila, Oaxaca,
on donde se encontré un 67% de prevalencia de anticuerpos anti T. cruzi en adultos. En
niflos los datos de positividad son menores, este dato se explica por la aplicacién de un
Insecticida residual en {a campaiia contra el paludismo de 1955 a 1981. También se hizé
un gegulmlanto clfnico de los cambios a nivel de corazén, observando que en general en

la etapa crénica no se encontraron grandes disturbios. Al parecer {a seropositividad no

se ralaciond en ningin con 6fago y megacolon como en otros palses

de Sudamérica. Anderson y colaboradores (1990) en una encuesta seroepidemiolbgica

que se realiz6 en tres comunidades de Guerrero, con 4372 as [( dep
de 978 casas, reporté 132 positivos a los cuales se les realizé diagnéstico quedando
75 positivos, esti douna prevalenciade 1.7%. A estos reportes se agrega el de Salazar

y colaboradores {1988}, que entre los aflos de 1949y 1985, nos habla de 398 casos crénicos
detectados por serologia, de un total de 6672 muestras de personas de los estados de:
Zacatecas, Jalisco, Michoacan, Guerrero y Qaxaca, con un promedio del 6% de prevalencia.

Posteriormente en la Ei Naclonal de Seroepidemiologfa {Velasco-Castrej6én y col.,

P

1992), se reportaronindices entre 1.6, C.5.y 0.2 a diferentes diluciones, con dos pruebas
seroldgicas:hemaglutinacién indirecta (HA!) e inmunofluorescenclaindirecta (IFl}, conuna

mayor prevalencia de anticuerpos anti T, cruzi en los estados de Chlapas, Oaxaca e Hidalgo,

10



reportando que el 74.5% de los seropositivos fueron menores de 39 afios. Entre los resultados
de estos reportes existen discrepancias pero, con este tipo de estudios se tiene una referencia

general de la situacién en que se encuentra el pais con respecto a las entidades ya localizad:

Y & nuevos brotes de la infecci6n.

1.4 INMUNOLOGIA DE LA RELACION PARASITO-HOSPEDERO.

1.4.A R i al pardsi

En el estudio de la respuestainmune contra T. cruzidos son los probl més diados

al fanémeno deinmunosupresiény la formacién de anticuerposde reaccién cruzada frente
a moléculas proplas del hospedero. Para lo cual se ha tratado de establacer modelos
experimentales de la enfermedad, los cuales permiten estudiar estos dos fenémenos y

hacer extrapolaciones a los humanos que presentan la enfermedad (Hudson, 1981).

1.4.B Resp i celul y humoral en la fase dguda.

Durante el Inicio de la infeccién, el sistema inmune celular y humoral no se encuentran
preparados para evitar la entrada del parésito, debido a esto, la respuesta inflamatoria se
da hasta que los protozarios ya han roto algunas células y se han transformado en
tripomastigotes sanguineos que faciimente se mueven a través de las venas periféricas
para reinfectar otros tejldos {Hudson y Britten, 1985}). En ratones infectados
intraperitonealmantese ha visto que es suprimida la secreciény producciénde interleucina
2{IL-2), que es una citocina que ayudaala praliferaciény diferenciacién de células T (Beltz,

Sztein y Kierszenbaum, 1988; Baltz, Kierszenbaum y Sztein, 1989). Al mismo tiempo el
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nivel de interferén gama {IFN7) se incrementa. Esta citocina ayuda a la eliminacién de parésitos
Intracelulares, regresando a su nivel normal entre los 18 y 20 dias post infeccién, en cambio
el nivel de 1L-2 no se recupera {Wirth y col., 1985). Se demostré que jas células productoras
del IFN7 son poblaciones de Thy-1 CD4"y CD8' (Silva y col., 1992}, mlentras que fa IL-2
es producida por las TH1 CD4" y CD8*, se plensa que ostas células podrian ser afactadas
por la accién de las CD4" y CD8' durante la respuesta inmune del hospedero {Tarleton,
1991). Asl, también se producen células TH2, las cuales no se ha visto que tengan una
participacidn activa, sin embargo se plensa que posiblemente ejercen una fuerte Inhibicién
sobre las células TH1 generando inmunosuprasién (Kierszenbaum y col., 1989; Sztein,
Cuna y Kierszenbaum, 1990).

En otras investigaciones, se encontrd que la supresién puede ser debida a macréfagos
{Wirthy col., 1985; Cerrone y Kuhn, 1991; Tarleton, 1991; Cerrone, Ritter y Kuhn, 1992;
Piuvezam y col., 1993). En una etapa iniclal de la infeccién la respuesta inmune es suprimida
por un tipo de macréfagos supresoras, la cual 83 contrarrestada en una segunda etapa
porunapobiaciénde células T ayudadorasy en una tercera etapala respuestaes suprimida
por un segundo grupo de macrétfagos supresores, que no puede ser contrarrestada por
tos linfocitos T {Cerrone y Kuhn, 1991; Cerronae, Ritter y Kuhn, 1992). Sin embargo, se
ha observando que la respuesta inmune no es totalmente suprimida ya que aparecen
anticuerpos de la clase lgG2a dominantes y bajos niveles de IgG1, IgA e IgE {(Rowland,
Mikhail y McCormick, 1992; Spinelia y coi., 1932). Estos anticuerpos ayudan a el control

delos parésitos durante la fase &guda de lainfeccidn (Tarletton, 1991). Pasadas tres semanas

aparacen anticuerpos protectores qua bajan los niveles de [ p itemia terminando con
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esta fase de la infaccién (Pereira, 1990; Tarlettan, 1991; Spinella y col., 1992).

1.4.C Respuesta inmune celular y humoral en la fase indeterminada.

Antes de que se establezca la fase crénica en muchos de los casos existe un periodo
indeterminado en dondes no hay sintomas. La fase esté caracterizada por dafios
histopatol6gicos a células cardlacas y células de es6fago y colon. Ain cuando la parasitemia
no sea detectable, y en la mayorla de los casos, los nidos de amastigotes no asten
relacionados con los sitlos daflados, se piensa, que cuando los amastigotes salen de las
células infectadas, astas células libaran una gran cantidad de componentes, que pueden
ser la causa de la formacién de anticuerpos contra el mismo hospedero, causando a su
vezinfiltraciénlinfocitariaprincipalmenteen cétulas cardfacas. Tambiénla hipersensibilidad
del hospedero a los productos téxicos de! parésito producen inflamacién y daiio a los tejidos
{Hudson y Britten, 1985). Debldo a estas razones los tejidos comienzan a perder su
funcionalldad y ha ser destruidos; legando subsecuentemente en cualqulera de los
planteamientos anteriores a la formacién de autoanticuerpos {(Ternynck y col., 1980). En
varios trabajos se encontr6 que los antigenos de T, cruzi cruzaban con proteinas de células
humanas como la laminina, que se presenta an nervios perifericos, tejidos endocardiales,

wvascular e intersticial (Hudson y Britten, 1985).

"1.4.0 Respuesta inmune celutar y humoral en la fase crénica.

En esta etapa los parésitos generalmente no son detectables debido a que se encuentran

intracelularmente (Ki b 1985; Hudson, 1985). Algunos anticuerpos, generados
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por las células B en la primera fase de la enfermedad, son re! d la fasa créni

ya que la resistencia del hospedero al pardsito en esta etapa est4 también medlada por
anticuerpos, los cuales pudieron ser inducidos por antigenos de superficie del protozoario
(Spinellay col., 1992). Se sabe que la transferencia pasiva de anticuerposde la clase 1gG1
e 1gG2 proveen de proteccién a los animales durante la enfermedad {(Hudson y Britten,
1985; Spinellay col., 1992). La pregunta es, c6mo el tripanosoma sobravivaa un amblents
rico en inmunoglobdlinas, asl como a mecanismos de dastruccién por macréfagos mediados
por anticuerpos {Celentano y Gonzélez, 1992). Una explicacién puede ser que, los antigenos
que se encuentran unidos a la superficie de! parésito por moléculas de glicosil fosfatidilinositol
{GPI), la cual permite que sean liberados facilmente al medio, que e¢sten induciendo la
formacién de anticuerpos contra antigenos solubles, mientras que ef parésito no es atacado
y continua su ciclo de vida (Herndndez-Munainy col., 1991; Andrews y col., 1988). Otra
oxplicacién la plantea Kahn, Kahn y Eisen {1992), quienes describen la formacién
autoanticuerpos, 8 través de antigenos del parésito que tienen las caracterfsticas de ser
moléculas ricas en aminodcidos &cldos y cargados negativamente, Los anticuerpos que

raconocen a el antigeno, podrian unirse a proteinas h con las mi: caracter{sti

formando autoanticuerpos que no se depositarian en e! parésito unen a traves del epitopo

&cido y negativo a moléculas del hospedero.

1.5 ANTIGENOS DE Trypanosoma cruzi.
1.5.A Antigenos de membrana.

Las moléculas de Trypanosomacgruzi que inicialmente entranen ¢ conelh dero
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e inducen una raspuesta inmune son las que se encuentran en superficie y por lo tanto
las més estudiadas.

Dentro de los antigenos mejor descritos, se encuentran los Ssp-1, Ssp-2, Ssp-3 y Ssp4,
que son glucoproteinas de 120 kDay 70kDa respectivamente, especificas de tripomastigote,
el Ssp-3 no esta definido a que grupo de compuestos pertenace y el Ssp-4 es una
glicoproteinade 70-84 kDa especifica de amastigotes. Estos se analizaron por microscopla
elactrénica con anticuerpos monoclonales de ratén, los anticuerpos reconocen séto una
parte de a poblaci6n de los parasitos. El reconocimlento de algunos parésitos, indica que
existen varias formas intermedlas por las cuales pasan los tripomastigotes a amastigotes
en las células hospederas (Andrews y col., 1987). De los antigenos anteriormente descritos,

el Ssp-4 estd unido a la membrana a través de una molécula de glicosil-fosfatidilinositol

(GPl), el cual fua identificado por un anticuerpo monoclonal de reaccitn cruzada (CRD)

que reconoce moléculas unidas a GPI. Este anclaje dei Ssp-4, fue detectado en la etapa

de igotes hacla epi igote, yaquelos primeros puedenser cultivados en un medio
sin c@lulas slin disminuir su viabilidad, de tal forma que este tipo de anclaje podria ser una
secuencia del procesamiento durante la transformacién de un estadio a otro. La aparicién
de los antigenos en el parésito serfa de la siguiente manera: Ssp-1 tripomastigote metaciclico
a tripomastigote sangulneo, Ssp-2 tripomastigote sanguineo a amastigote celular, Ssp-3

amastigote celulara amastigote extracelulary final te Ssp-4de igote extracelul

a epimastigote (Andrews y col., 1988).
Un antigeno de 50 8 55 kDa que fue identificado por cuatro anticuerpos monoclonales

anti-T, cruzi C2, C4, C7, C10, se localizé }an las tras formas del parasito, por citometria
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de fiujo @ Inmunoflourescencia, este podrla ser incluido en el grupo de los antfgenus anciacos
a moléculas de GPI, debido a que es liberado de la superficie del parésito, al aplicar NaOH,

HNO,, proteasas, o fosfolipasa C al medio de cultivo. Aunque no se ha definido cual es

el papel biolégico da este antigeno, lus anticusrpos detectaron dos poblaciones de amastigotos
y se chsarvé que |a protelna fue liberada inmediatamente después de que el macréfago

fue destruido, lo que sugiere también que podria participar en la fase intracelular del parésito
(Hernéndez-Munainy col., 1991). Ademas, se encontré que este antigeno cruza con una

proteina de linfocitos T y Ban lineas celulares de ratény humano. En los cultivos de células

T. la proliferacién es suprimida por los anticuerpos al igual que por sueros de pacientes

quereconocenesta protelna. De esta manera se bloquea la respuestainmune dalas células

a través da la supresi6n de la proliferacién de los linfocitos, Por esta razén, se sugiere que

este puada sar un mecanismo mas por el cual se de la inmunosupresiénen esta parasitosis

{Hernéndez-Munaln y col., 1992).

Otro antigeno més, que tiene una actividad enzimatica e igualmente se incluye en el grupo

da las moléculasunidasala membrana por GPI, es la neuraminidasa(sialidasa acineuraminil

hidrolasa, EC 3.2.1.18), fue purificada de branas de tripc i , més de 5000

veces por cromatografla de aﬂnida(_! y elactroelusién y presentd un peso molecular de 60

kDa, bajo condiciones reductoras. Se produjeron anticuerpos anti la enzlma en conejos,

tos cuales soloreconocierona extractos soliiblesde tripo igotasy no de epl i

asi mismo los anticuerpos detectaron la misma actividad enzimética en varlas cepas que

difieren en su zimodema. En blot frente a sueros de paci hagasicos el antl

as fuertemanta reconocido por anticuerpos de fase éguda. Tamblén se observé que la
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axpresiénde la actividad de la enzima aumenta al aumentar la infectividad de los parésitos
(Harth, Haldaris y So, 1987). La enzima es especifica para transferir a(2-3}4cido sislico,
el cual es proveniente de macromoléculas de la célula hospedera que se unen al epitopo
Ssp-3. Los anticuerpos monoclonales anti-Ssp-3, reconocen residuos de 4cido siélico y
la falta de estos en los parésitos inhibe la penetracién a la célula, sugiriendo que el epitopo
Ssp-3, tiene caracteristicas que requiere la trans-sialidasa para el reconocimiento de la
célula blanco por T, cruzi (Pereira y col., 1880; Schenkman y col., 1991). Prioli y
colaboradoresen 1990reportaron la caracterizacién de anticuerpos monoclonales anti-enzima
neuraminidasa(TCN-1y TCN-2), los cuales son capaces de inhibirla actividad de la enzima
en preparaciones crudas de esta. En inmunoblot se detectd, que en varias clonas de
tripomastigotas los anticuerpos monoclonalas reconocen cuatro bandas en el rango de
121-203 kDa. Se confirmé que la actividad de la neuraminidasa se incrementé con la
infectividad "in vitro" a células. En geles de doble dimensién se determiné su punto
isoal&ctrico que as de: 6.55-7.30. Los autoras tambidn encuentranque los tripomastigotes
cuando salen de las células no presentan actividad enzimética, pero al entrar en circulacién

los parésitos expresan una alta actividad de trans-sialid. Schenk Pontes de Carvalho

y Nussenzweig en 1992, detectardn que la actividad de neuraminidasa y la de trans-sialidasa
se encuentran en membrana y estan implicadas en la invasién del parasito a la célula, debido
a que estas dos enzimas son reconocidas independientemente por anticuerpos monoclonales
anti GP, son purificadas por cromatografias de intercambio iénico, de gradiente molecular
e hidrofébico, presentan una actividad entre 6.5-7.5 pH y son inactivadas por calor a los

56°C. Por estas razones se propone que sea la misma enzima o que esten acopladas en
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la liberacién-transferencia de residuos de acido siélico en fa membrana del parésito.

Un antigeno mds, con actividad enzimAtica, es la glucoproteina de 85 kDa, este antigeno

fue reconocido por un anticuerpo monoclonal {155D3), que se obtuvo de ratones infectados
con tripomastigotes de la cepa Y. Por inmunoprecipitacién, microscopia elactrénica y

citometria de flujo, se demostré gue el anticuerpo solo reacciona con tripomastigotes y

amastigotes extracelulares. Con }a técnica de inmunoclocalizacidn ultraestructural en

microscopia electrdnica se observé que el antigeno esta asociado a la superficie del parésito
v a vasiculas periféricas al paquate flagelar. Asi mismo, es liherado al medio y participa

en la diferenciacién del tripomastigotes a amastigota (Quaissi y col., 1990a). Los anticuerpos
~ policlonales anti 85 kDa transferidos pasivamenta a rata las protegit de los cambios letales
en la fase dguda de la enfermedad {Ouaissi y cot., 1990b). La gliproteina esta relacionada
con una familla de genes que codiflcan para moléculas de 85 kDa, (Frasch, Sanchez y

Cazzulo, 1990; Campetelia y col., 1992) las cuales tienen actividad de sialidasas y son

liberadas al medio. También se determiné por digestién de exoglucosidasas que presenta

una cadena de carbohidratos aminoterminal: siafil, fucosil y galactosil unido a (01-3) galactosa,
este aziicar an la Gp 85 puede estar relacionado.con aitos niveles de anticuerpos, que

reconocen a este epitopo en pacientes chagésicos. Es posible que el papel biolégico que
sele confiere a aste antigeno asla participacidonen el fendmeno de penetraciénalas células
hospederas por alteracién de cargas en la membrana {Couto y col., 1990; Khan y col.,
1991). El complejo excretorio-secretorio se utilizé en un ensayo de captura antigeno
anticuerpo en una matriz de fase sélida. €l anticuerpo monoclonal VG3/G 11 espacificamenta

as1a dirigido a epitopos con carhohidratos y son altamenta conservados en las cepas de

18



T. cruzi analizadas: EP, MEN, Tulahuen y la clona 78 Miranda, provenientes de dreas
enddmicas. Ademéas observaron que aste complejo era identificado por anticuerpos de

la clase IgG e IgM presentes en un alto porcentaje en sueros humanos en fase dguda de

la enfermadad, por lo que este complejo se podria utilizar para el diagnéstico (OQuaissi y
col., 1991).

También dentro de los antigenos relacionados con la fase &dguda, es el antigeno SAPA,

es liberado por tripomastigotes, con un pesa molecular de 200 kDa, este fué detectado

por inmunoblot con sueros de ratén Kn'factados con tripomastigotes. Sueros de pacientes

con tripanosomiasls en fase 4guda reconocen el polipéptido en e! sobrenadante del parésito,
no asi enfermos en fase crénica. El antigeno podria ser utilizado, igual que el anterior en
eldiagndstico de la enfermedad en su fase 4guda {Affranchino y col., 1989). Frasch, Sdnchez
y Cazzulo (1990) y Campatella y colaboradores (1992), encontraron qua este antigeno,
también es codificado por una pequefia familia de genes, los cuales difieren en longitud,

con una ragiénrepetida de 36 pares de bases. Los resultados obtenidos por Northern blot,

indican que sélo hubo hibridizacién con tripomastigotes, lo cual indica que los genes son

transcritos sélo en la forma infectiva del parésito {Affranchino, Pollevick y Frasch, 1991},

Estudios de antigenos que son principalmente glicoproteinas, como es el complejo

lipopeptidofosfoglicano, éste fue aislado de epimastigotes junto con los antigenos Gp 37,

Gp 37 y Gp 24, extraidos por precipitacién en fenol, debido a la alta glicosilacién que

presentan. Se ldentificaron por sueros humanos chagésicos crénicos (Zingales y col., 1982).
Otro grupo de investigadores ancontrd que este complejo asta involucrado en fa labilidad

del epimastigote en !a ruta alternativa de! complemento. Las glucoproteinas 31, 37 y 24

19



padrfan estar Involucradas en un procese de metilacién el cual la ayuda al parésito a adhetirse
a Introducirse a la célula hospedera {Mendonca-Praviato y col., 1983; Snary, 1985).
Posiblementa los antigenas descritos a continuacién, sean investigacionas més a fondo,
debido a las caractaristicas similares que prasentan.con los antiganos arriba mancionados
y a la participacién de Investigadores como Mendonca-Pévlato.

El ant/geno Gp 25 se purificé de extractos solubles con NP-40 da epimastigotes de I, ceuzt
por cromatograffa de afinidad a Concanavalina A. Este antigeno fud raconocido por un
97.8 % de sueros de enfermos chagasicos de dreas endémicas, observando una baja
reactividad cruzada con individuos sanos y no se encontrd reactividad con sueros de otras
parasitosls relaclonadas, {Scharfstein y col., 1985). M4s adelante sa chservé que al agregar
inhibidores de proteasas al extracto de! pardsito, un anticuerpo monoclonal dirigido contra
Gp 25 no lo reconocia, pero aparacia una molécula de 57 kDa a la que el anticuerpo sa
la pegaba, al igual que cuando se usé un anticuerpo policlonal antl-Gp 25, para
Inmunoprecipitar lisados marcados con mstionira [*® §], observarén bandas de 51 kDa
y una de 8 a 10 kDa. Porlo qua sellegé a la conclusién de que la Gp 25 era un producto
de proteolisisdela Gp 57/51. La Gp 57/51 se purificé de extracto crudo por cromatografia
Ifquida de répida ejecucién {FPLC) y de intarcambio aniénico en columna de Mono Q. Al
analizar la protefna en condiciones no reductoras, con inhibidores de proteasas se observarén
ambas bandas de 57 y 51 kDa (Scharfstein y col,, 1986}.

En otro estudio se purific de extractos de epimastigotes una enzima, con un peso da 60kDa,
al ser secuenciada se demostré que hay una homologla con !a papaina y la L catepsina

{las protelnas mencionadas anteriormente partenacen a al grupo de protaasas dae cisteina}.
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Al desglucosilar se obtiena un peso molecular de alrededor de 54 kDa, esto indica que
contiene un 10% de azicares, especificamente de manosas, estos oligosacéridos no contienen
residuos de fosfatos por lo que se infiere que la enzima no es liberada a el exterior como
sucede en los mamiferos por la ruta metabdlica de la manosa-6-fosfato (Cazzulo y col.
1989). Se produjo un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteasa de cistelna (cruzipafma),
para su localizacitn y parae analizar el papel que tisne en el proceso da la interaccién pardsito-
hospedero.Por estudios de Inmunocitoquimicaen microscopia electrénica, se detectd que
fa astructura que lo contienen, es un sistema endosomal-lisosomal en las formas de
amastigotes y epimastigotas, asf como también en tripomastigota se encontré profusamente
en la superficie y en el paqueta flagelar. Se piensa que la enzima es liberada en el momento
an que el paréslito interactua con la célula hospedera. En un experimanto hecho con
macréfagos, al pegar el fragmento F{ab’}2 de anticuerpos antl cruzipaina en la superficie
dal epimastigote y tripomastigotes, inhibié la ingestién de los parésitos por el macréfago
{Souto-Padrén y col., 1990). Posteriormente se identificd que la Gp §7/57 tiene en su
secuencia una parte amino terminal de 30 aminodcdidos, reportados para la cistelna (cruzipaina)
aislada de la cepa Tulahuen, incluyendo el sitlo activo de la proteasa en la posicién 25.
El andlisis funcional de la Gp 57/51 indicé que el antigeno es activado por un grupo tial,
en un rango de 5-7.5 pH, de igual forma es inhibida por bajas concentraciones de E-64,
cistatin, leupeptin y antipapalna. También se observé, que ests localizada en un sistema
de vesiculas endosomales-lisosomales en tripomastigotes, [gual que la cruzipaina. Y un
anticuerpo monocional dirigido contra la Gp 57/51 demostré que la actividad antigénica

y la actividad enzimética son expresadas por la misma entidad molecular {Murta y col.,
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1990},

Sa han raportado otras moléculas, que se encuentran en el rango de los antiganos anteriores,
pero que no se sabe sl existe relacién alguna, como es un antfgeno de 52 kDa, el cual
se purificé en cromatografia da afinidad con anticuerpos monoclonales anti-T, cruzi. por
microscopia electrbnica se detacté que el antigeno estd contenido en grénulos
intracitopl&smicos. El antigeno as reconocido por sueros chagésicos en fase crénica, pero
no por sueros leishmaniasicos (Carbonneto y col., 1990).

Una glucoproteina de 60 kDa, qua se purificd de tripomastigotes por isaelectréenfoque,
con un punto isoeléctrico de 4.2. Se demostré por dot blot que tenfa afinidad por las lactinas
de Riclous communin y Datura stramonium. Ademés la glucoproteina fué reconocida por
sueros de humanos infactados. En ensayos con linfocitos de rat6n se obsarv$ qua aste
antfgeno promuaevae la proliferacién y activa a linfocitos residentes. La caracterfstica anterior
1o hace un buen candidato para la inmunoprofilaxis {Villalta y.col., 1992).

En otro trabajo, con un anticuerpo monaclonal {G3) abtenido de suero de ratones inmunizades
con membranas de epimastigotas, indujo aglutinacién a epimastigotes vivos, promovi6
la lisis de tripomastigotes sangulneos por el ensayo de complemento y confirid una protecclén
parcial por transferenc]h pasiva a ratones. Con oste anticuerpo monoclonal, se purificaron
'por cromatograffa de afinidad antigenos de un peso molecular de 45 kDa a 68 kDa, los
cuales fueron posltivo.;z a la prusba de Schiff, Los antigenos fueron preparados an iscoms
y protegierénen un 100% alos animalesalinfectarlos condosisletales de tripomastigotes.
Preparados de esta manera, estos antigenos podrian ser utilizados como vécuna (Araujo

y Moreln, 1991),
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En otras invastigaciones se han purificado moléculas de 90 kDa, con caracteristicas diferentes,
como una glucoprotelna de 80 kDa, purificada de epimastigotes, tripomastigotes y
amastigotas con NP-40, por cromatografia de afinidad con Lens culinaris un antfgeno
cominalas tres formas del parésito, el antigeno tiene un peso de 90 kDa {Snary y Hudson,
1979), Al utilizar marcaje metabdlico y de superficie seguido porinmunoprecipitaciéncon
19G da suero hiperinmune de rattn y de anfermo, se identificé en tripomastigotes sanguinsos
una glicoprotefna de 90 kDa y en tripomastigotes y epimastigotes de cultivos axénicos
se identific6 una banda de 75 kDa {(Andrews, Katzin y Colli, 1984). Los tripomastigotes
sangulneos, tripomastigotes metaciclicos y epimastigotes de cultivo axénico fueron tratados
con tripsina antes de exponer a macréfagos, observéndose que el compuesto es capaz
de removar de la superficie del tripomastigote sanguineo un componente anti fagocitico,
los parésitos tratados con sl compuasto, fueron ingeridos por los macréfagos, mientras
que en los parésitos que no fueron tratados se Inhibe la ingestién por los macréfagos. Al
analizar el componente nuevamente se observé que se prasenta un peso menor al de 90
kDa en los tripomastigotes sangulneos, en camblo en las otras dos fases no se afecta el
peso de 75 kDa de la glicoprotefna {Nogueira y col., 1981). Noguelra al comparar sus
rasultados con el trabajo citado anteriormenta, (Snary y Hudson, 1979) argumenta que
aste components anti fagocitico Gp 90 kDa en tripomastigotes sangulneos es igual a la
Gp de 75 kDa en tripomastigotes y epimastigotes de cultivo axénico, fue purificado por
la lectina Lens culinares y es reconocido por sueros de enfermos, asociandolo con la proteollsis
de la primera. Después en otro estudio con extractos totales de epimastigotes y

tripomastigotes de cultivo con marcaje metabélico y de superificie. Los extractos se analizaron
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en geles de doble dimensién y se observaron polipéptidos en el 4rea de 88-92 p! 5.6-6.0

y 72-76 pl 5.6-5.8, los cuales inmunoreaccionarén con sueros de pacientes chagésicos.
Se detectd en ambas formas del pardsito, por inmunoprecipitacién y se recuparaba la

glicoprotefnade 90 kDa, ya Identificada por Snary y Hudson (1979}, con esta se analizar6n

sueros de pacientes infectados con diferentes especies de Leishmania resultando negativos,
concluyendo que la Gp 90 puede ser usado en el diagnéstico de la enfermadad (Dragén

y col., 1985). M4s reciente, Guhl en 1990, se demostr6 qua la Gp 90, también puade
distinguir entre la infeccién por T, cruzi y I. tangelll, el primero son protozoarlos da la misma
familla y el segundo es un organismo que no es daitino para el humano. Primero se hicieron
pruebas con animales infectados con ambos parasitos, obteniendo un 100% de especificidad
y sensibllidad en!a distincié nentraambos organismos. Al ser probado con sueros humanos

infectados con ambos parésl_tos de dreas endémicas, se obtuvieron resultados negativos

para los casos con I. rangelli.

Se alslé un antlgeno de 90kDa de tripomastigotes metaciclicos, que se encuentra en la

fase dguda. Este antigeno fué purificado por cromatografia de afinidad a un anticuerpo

monoclonal IG7, Alinmunizar el antigeno con adyuvante a ratones permite a los animales

crear anticuarpos contra el parésito, ya que tiena el efecto da reducir la carga paraillariu

a niveles muy escasos al retar a los organismos éon tripomastigotes. El efecto que
posiblememte produce es la formacién de anticuerpos que tienen un actividad tripanomicida,
demostrada en experimentos de dilucién en microplacas. La importancia de la aparicién

de anticuerpos en la fase dguda, es primordial para contrarrestar el establecimiento del

parésito en el organismo y los efactos letales, por esto la proteccién previa frente a el
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protozoario e3 importante en los mamiferos y los antigenas purificados con poder de

proteccién son candidatos de importancia para la inmunoprofilaxis {Gonz4lez, Marcia y

Yoshida, 1991).

Dos reportes mas, sobre varias glicoproteinas con pesos moleculares muy parecidas, pero

que los autoras no mencinan relacion alguna entre estas.

Glucoprotelnas de 80, 80, 72 y 58 kDa, se presentan en la superficie del parésito, estas

son afectadas al afadir tunicamicina al cultivo, inhiblendo drasticamantae el indice de infeccién
a células de mamiferos, identificandose en axtractos de tripomastigotes usando Concanavalina
A, entre los rangos de 80-90 y 50-60 kDa. Para corroborar esta caracteristica sa realiz6
una inmunoprecipitacién con anticuerpos policlonales anti-80-90 y anti-50-60, ambos

complejos fueron susceptibles 8 la accién de endo-B-N-acetylglucosaminidasa H, Los

anticuerpos policlonales anti-80-90 y anti-50-60, reconocen las glucoprotelnas ya
mencionandas, en la cepa Y y en una ¢lona inmunoprecipitan otros antigenos en &l rango

de 74-80 kDa. El antisuero, al ser aiiadido a la células epiteliales de mamifero, inhibié fa

internalizacién del parasito hasta en un 80%, indicando posibles interacciones de diferentes
ligandos-receptor para cada célula hospedera y aislado del parisito (Arruda, Colliy Zingales,
1989).

Las glucoprotelnas de 90, 85, 72 y 55 kDa, se purificarén de membranas solubilizadas

con detergentes y por varios pasos de cromatografla, especificas para tripomastigotes
metaciclicos, con un punto isoeléctrico de 4.5-5.0, 8.6-9.1 y 4.8-5.1 raspectivamente

y la molécula de 72 kDa es especifica de epimastigotes con un punto isoeléctrico de 8.2.

Las tres glucoprotelnas de tripomastigote son reconocidas por sueros chagdsicos dgudos
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yla Gp 72 es laGnica molécula que fue reconacida por un antisuero de epimastigotes obtenide
de conejos hiperinmunes {Harth, Haldaris y So, 1989).

Por ultimo dos antigenos presente en la fase crénica, 7cCA-T y TcCA-2 que fueron clonados,
al Identificar un gene que codifica a los antigenos, a partir de una libreria genémica de
DNA reconstruido de la clona CA-1/65. El gene se ha alslado en otras cepas y clonas del
parésito, al ser expresado el antigeno TcCA-2 presentd un peso molecular da 140 kDa-160kDa
an la cepa de RA y de 180 en la clona CA-1/72, la diferencia de pesos puada ser debido
a un polimorfismo de! DNA clonado. El antigeno presenta una secuencla repetitiva aenla
parta carboxilo terminal al compararse con otros (TCR39). No tiane el motivo de la secuencia
de neuraminidasas, lo cual quiere decir que no esta emparentada con la enzlma neuraminidasa

de bacterias, ni con la del mismo protozoario (Buschiazzo y col., 1992).

1.5.B Antigenos de secrecién.

Los antfgenos de T. cruzi son de una gran variedad, entre ellos se encuentran antigenos
que son secretados y a continuacién se describan los que hasta el momento han sido
estudiados.

Hemolisina. EnT. cruzi se encontrd una molécula a la que se dio el nombre de hemolisina,
porque al ser liberada al medio da cultivo es capaz de alterar las membranas de eritrocitos
de varlas especles, en un pH 4cido da 5.5. Esta molécula es sansibla al calor, se sabe que

el agregar tripsina afecta su actividad y se anula su secrecién cuando se retira la glGcosa

del medio o por agregacién de inhibidores matabdlicos. Los compartimi donde se

localizé la hemolisina son endosomas y fagolisosomas, en general son protaelnas de
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microamblentes dcidos y al sar liberada al medio citopldsmico aisla al protozoario dentro
de la célula hospedera (Andrews y Whitlow, 1989). Mas adelante se encontré que los
parésitos al introducirse en la célula forman unavacuola, la que posiblemente es generada
por la hemolisina. Se determiné que el espacio en el cual esta contenido el protozoario
prasenta un pH 4cido, que pueda ser elevado por bases suaves y drogas como la cloroquing,
metilamina o monensin Inhibiendo la salida del amastigote a el cltosol de la célula hospedera.
Sin embargo, este efacto de Inhibicién de la salida del parasito a el citosol y su multiplicacién
esreversible, yaque alretirarlos compuastosde los cultivos de célulasinfectadas continua
su raplicacién y transformacién normal, También observaron en microscopia elactrénica
Inmunolocalizacién ultraestructural con particulas de oro coloidal y por iInmunofiuorescencia
que los compartimiontos &cidos que se presentan en ¢l pardslto en amastigotes y
tripomastigotes son principalmente del tipo de fagosomas endosomales los cuales fueron
identificados por un agente acidotrépico como as el [3-(2,4 dinitroanilino}-3’-amino-N-
maetildipropilamina] (DAMP) {Ley y col., 1990). Andrews, {1990) phblica en una revisién
sobre el antfgeno, ademés de las caracterfsticas menclonadas, que es una protelna capaz
da generar poros que permiten el paso de moléculas de un tamafio de 10 nm en la membrana
de eritrocitos, los cuales son paracidos a canales transmenbranales que de alguna manera
generarfan la lisis de la célula. En otro estudio (Andrews y col., 1990), la hemolisina se
identificé como una proteina de una masa molecular de 60-75 kDa, que se encuentra
relacionada inmunologicamente con la fracclén C9 del complemento humano, la cual en’
experimentos realizados con membranas forma canales iénicos a pH bajos. Todos estos

traba]os reafirman lahipétesis de que la hamolisina se encuentra relacionada con el escape
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de el parésito a el citosol de las células hospederas.

Polipéptidos 70-150. Tripomastigotes de T. ¢ruziliberan polipéptidos espontaneamenta
al medio con una masa molacular de 70-150, ya que se demostré que al antigeno se encuentra
en el lisado y el medio de cultivo del parédsito. Por microscopia electrénica con oro coloidal
este antigeno fué detactado por anticuerpos monoclonales HIA10, que estan dirigidos
hacia moléculas'de sacracién (Tc 85). Al realizar la pruaba se observé una gran cantidad
de particulas asociadas a membrana flagelar y a vesiculas membranales de 20 a 80 nm
da diamatro, Para su purificaclén se utilizé cromatografia de filtracién con madio de cultivo

y se racuperd en el pico | una masa molecularde 70 a 150 kDa {Gongalves y col., 1991}.

Antigeno de T. ;_mzl aexcretado pdr tripomastigotes metaciclicos. Este fué obtenido del
madio en donde se cultiva of par4sito y purificado por varios pasos de cromatograffa: por
tamario en sephacryl $-200 se obtuvieron ant/genos de 7.3, 66, 64 y §5 kDa, por afinidad
" a la aglutinina del germen de trigo se separaron los antigenos de 64 y 55 kDa y por
cromatdenfoque liquido répido en proteina (HRS/20) se purificS el antigano de 64 kDa
conun pl de 4.8 que contiene residuos de azticares de N-acetyl-D-glucosamina. Esta mol§cufa
permaeabiliza la membrana de la célula hospadara permitiendo la entrada de moléculas téxicas
y liquidas fos cuales matan a la célula hospedera por efectos citopatolégicos {Castanys

y col., 1990).

Antigenos con afinidad a la membrana da la célula hospedera. En cultivos axénicos de
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epimastigotes de la cepa Brasil y Tulahuen se identificar6n moldculas que son liberadas
por el parasito al medio de cuitivo, estas se pagan a moléculas de la membrana de las
células hospederas de peso molecular de 32-34 kDa. Los antigenos fuerén purificados
por cromatografia de filtracién y se encuentran an el rango de 80-250 kDa. La funcién
que lo configren es ia participacién en la invasién celular debido a qua son capaces de

unirse a la célula hospedera (Davis y Kuhn, 1990).

1.5.C Antigenos de reaccidn cruzada y autoanticuerpos.

Péptidos 1.1y 1. 2derivados delantigenos SA85- 1. Se reportaron que existen anticuerpos

que se unen a antlgenos de T. cruzl que estan cargados negativamente y son ricos en

aminoécidos acidos incluyendo la B-tubulina con una tarminacién carboxilo. Se fabricarén

dos paptidos de 1.1 y 1.2, estos se derivaron de genes clonados que codifican para al

antfgeno SAB85-1, los cualas fueron utilizados para purlficar por cromatografia de afinidad

los anticuerpos anti-1.1y 1.2 que se unen a la membrana del flagelo de tripomastigotes
sangufneo y a el citoasqueleto de células 3T3 de rata. La uni6n de los anticuerpos es afectado
por sales y a camblos de pH, La existencia de estos anticuerpos polireactivos y la anti-tubulina
en sueros normales y en infectados pueden estar presentes en la formaclén y desarrollo

de autoanticuerpos, ya que cuando el organismo estéd expuesto a antigenos de T. gruzi
y a los antigenos intracelulares de el hospedero, el sistema inmune raconoce epflopos

cargados nagativamenta da ambos (Kahn, Kahn y Eisen, 1992).
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L.5.D Antigenos candidatos para el diagnéstico de la enfermedad.

En las pruebas de iInmunodiagn6stico se deben evitar reacciones falso positivos y negativos,
mds adn en los bancos de sangre, donde es importante tener una informacién fidedigna
para que una unidad de plasma sangulneo sea usada para transfundir. Debido a esto se

deben identificar y purificar proteinas de alta especlficidad y pureza para ser utilizados

en iInmunodiagnéstico.

Antfgeno CRA yFRA. Se obtuvo unantigeno citoplasmico con secuencias repatidas (CRA)
de epimastigotes y un antigeno flagelar también con secuencias repetidas (FRA), el cual
se presanta en tripomastigotes y epimastigotes. Estos antlgenos son altamente polimérficos
en las cepas de T, ¢ruzi que fueron estudladas, Se utilizarén ambos antigenos en un ELISA
Y se obtuvé un 100% de especificidad y sensibilidad, cuando se combinan los dos antigencs
en la prueba. Por asta razén se propusieron como candidatos para poder usarse on los

bancos de sangre (Almeida y col., 1990).

Péptidos B-12 y 13. En otro estudio_se obtuvieron la expresién de dos clonas sigladas
de una libreria genémica'Lambda gt11 con suero de conajo hiperinmune infectado con
tripomastigotes de cultivo atenuados, después de secuenciar se obtuvléron dos péptidos:
B-12 con 20 aminoécidos repetidos y B-13 con-12 amino4cidos también repetidos. Los
antfgenos fueron comparados en otras cepas y clonas indicando una alta homologfa. Con
estos antigenos se realizaron prusbas de RIA {radioinmuno ensayo), el cual Indica que existe

diferente reactividad a los antigenos por separado, en tanto que al combinarlos tienen una

30



alta espacificidad. Se evaluaron frente a otras parasitosis slendo negativos a todas ellas,

por lo que pudieran ser utilizados para las pruebas de diagnédstico (Zingales y col., 1990).
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1.1 JUSTIFICACION.

La enfermedad de Chagas y su agente causal Trypanosoma cruzi, tienen gran importancia
enlos paises Sudaméricanos, debido a su alto indice de infecciény mortalidad a diferantas
edadas. La Identificacién y caracterizacién de proteinas y glucoprotalnas antigénicas de!
protozoario s un 4rea de estudio importante; sin ambargo en México la investigacién bésica,
asi como la referente a la caracterizacién y purificacién de glucoprotainas, con respacto
a asta enfermedad es muy escasa, debido a que se piensa gue las condiclonas del pals,
no son las 6ptimas para que la enfermedad de Chagas se diseminge de forma tan critica
como en otros lugares y también porqua una gran mayoria de los recursos se destinan
al estudio de otras parasitosis. Sin ambargo, existen reportes apidemiolégicos muy racientas,
que nos hablan de un 30 aun 60% de pravalencia en zonas endémicas, astas son dreas
que cumplen con todos los requisitos para albergar a los vactores del protozoarlo; algunos
otros reportes van més alla, ya que hablan de indices de infeccién en zonas samlurbanas
y urbanas,

Otra de las razones para estudiar |a enfermedad de Chagas en México es que se habla
de una diferencia enla patogenicidad antre las cepas maxicanas da T. cruzi y las dg otros
palsas, sin embargo no existen datos experimentales que sustenten esta hipotesis. Alin
con esta difarencia, cuando el parésito se ha establecido causa graves daiios en el hospedero,
al igual que lo hace una cepa proveniente de Brasil, Argentina o Venezusla.

Los estudios de los antlgenos del agente causal de la enfermedad de Chagas, nos permitiran

ampllarla informacidnreferente a los aspectos bioldglcos e inmunolégicasdel protozoario.
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Con la ayuda de las técnicas electroforéticas, inmunolégicas y de biologia molecular se

han desarrollado Investigaciones de antigenos recombinantes que se estan experimentando
en la iInmunoprofilaxis en modelos animales qua en un futuro se puedan utilizar en humanos.
En particular, el presente trabajo se centra en la utilizacién de anticuerpos policlonales
anti I. cryzi para la identificacién de moléculas que pudieran tener una participacién
importante en los procesos inmunolégicos entre el pardsito y el hospadero, asf como en

el diagndstico y profilaxis.
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. 2 OBJETIVOS.

il. 2. A Objetivo general.

Purificaci6én y caracterizacidn de un antfgeno da la capa mexicana Ninoa de Trypanosoma
cruzl.

i1.2.B Objetivos particulares.

Analizar la respuesta inmune humoaral producida en conejos al administrar un extracto soluble

de la cepa Ninoa de J. gruzi.

Utllizar anticuerpos policlonales para la identifacacién y purificacién de un antigeno de

una cepa mexicana de T. cruzi.
Caréctarlzar bioquimicamenta el antigeno purificado.

Determinar si el antigeno puro es raconocido por enfermos chagésicos,
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m. MATERIAL Y METODO

11,1 CULTIVO DE PARASITOS.

Sa utilizaron parésitos Trypanosoma gruzi de las cepas Ninoa aislados de un paciente del
Estado de Oaxaca, H1 aislado de un pac.iente del Estado de Yucatan, Z21 aislado de un
armadilio en Yucatéan y C, aisladade un triatoma en el Estado de Jalisco. Los epimastigotes
sa mantuvieron en medio de LIT {Liver Infusion Triptose} complementado caon suero fetal

bovino al 10% desactivado (GIBCO), con 25mg de herina por cada 100 ml a 28°C. Para

la preparacién de antigenos los parésitos se expandieron en el mi. medio durante 15

dfas con agitacién constante (Camargo, 1964).

Ul.2 PREPARACION DE EXTRACTOS.

Ii.2.A Extracto solubla.

Se cosacharon los parisitos a los 15 dias de cultivo y se lavaron dos veces con
amortiguador de fosfatos salino (PBS) pH 7.2 a 750 xg durante 15 min a 4°C. El botdn
obtenido se peso y por cada gramo de peso himedo se le agregaron Sml de amortiguador
Tris-HC! 1T0OmM pH 8.2 . Se afladié una mezcla de inhibidoras de proteasas con una
concentracién final de: 5SmM EDTA, 1TmM PMSF, 100mM Leupeptina, TmM Pepstatina,
Se solubllizaron las proteinas con 1% NPA4Q. Se agité durante 15 segundos en vortax,
se centrifugd a 13,000 xg durante 30 min a 4°C, al final se guarda el sobrenadante en
alicuotas a -20°C y el botén se deseché. También se realizaron extractos solubles de las

mlsmas cepas sin Inhibldores (Harlow y Lane, 1988; Salusbury, 1990; Bollag y Edelstein,
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1991).

11l.2.B Extracto total.

El cultivo, cosecha y lavado de los pardsitos se realiz6 de la misma forma como se describié
en ol apartado anterior. Después de afadir la mezcla de inhibidores de proteasas, el
rompimlento celular se raalizé por medio de cuatro ciclos de congelamiento en nitrégeno
liquido y descongelamiento a 37°C. Se centrifugd a 13,000 xg durante 30 min para separar
los rastos celulares. Finalmente el sobrenadante sa recogi6, fraccioné en pequefios volumnes

y congelé a -20°C hasta utilizarse (Salusbury, 1990; Bollag y Edelstain, 1991).

11l.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Para la .cuamlflcaclén de protefnas tanto de los extractos proteicos como dal antlgeno
purificado por inmunoafinidad y del antigeno Ninoa 65/60 electroeluido, se utilizé el método
de Bradford (1976) en su presentacién comercial distribuido por Bio Rad para el microensayo.
Como blanco se utilizé PBS, para la curva patrén se utilizé albimina 1mg/ml en PBS, an

placasuave para ELISA, leyendose el ensayo a 595 nm enun lector Bio-Rad Modelo 3650.

1Il.4 ANALISIS DE PROTEINAS.

E!anélisis de protafnas se resalizé6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%
" ¢on SDS y en condicionesreductoras segun la técnlca reportada por Laemmli {1970}, con
104g de proteina por carril; los marcadores usados an cada experimanto se especificaron
en c;da figura, Al termino de la electroforesis l10s geles se fijaron y se tifiardn con azul

de caomasie al 0,05% y se destifieron con metanol al 20%, 4cido acético al 7% para
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visualizar las proteinas (Anexoc I).
Cuando las proteinas se observaron con una baja intensidad, después dae tedlir con azul
de coomasie, se procedio a realizar fa tincién de plata con un kit comercial siguiendo las

instrucciones del fabricante (Bio Rad)(Oakley, Kirsch y Morris, 1980).

1.5 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES.

Para identificar moléculas antigénicas por medio de anticuerpos, se procedi6é a inmunizar
conejos machos Nueva Zelanda de 1.8 kgr con 10 semanas de edad, que se sangraron
por la vena marginal de {a oreja antes de inmunizar para obtener suero control prelnmune,
En la primera inmunizacién se inyectd 1 mg/0.5 mi de proteinas del extracto soluble de
la cepa Ninoa, mas el mismo volumen de adyuvante completo de Freund, de la misma
forma se preparé para la cepa C,y se inyactaronvia subcutanea en cuello y patas traseras.
A los quince dias se realiz6 una segunda inmunizacién con la misma cantidad de extracto
maés el mismo volumen de adyuvante incompleto de Freund, por la misma via; la tercera
inmunizacién se realizd quince dias después en la misma forma que la anterior. Después
da una semana se sangré por la vena marginal de la oreja. Posteriormente se altarnd cada
semana la inmunizacién con 1 mg de protefnas del extracto, sin adyuvante y el sangrado
por la vana marginal de la oreja (Harlow y Lana 1986).

La sangre obtenida de los'cone]os se colecté en tubos para centrifuga de 50 ml. El suero
se obtuvo dejando a temperaturaambiente la sangreduranteunahora, se separa el codgulo
con un aplicador de madera, se colocé a 4°C toda la noche y el resto de los eritrocitos

sa removiaron por centrifugacidn a 500 x g durante 5 min., se dividié al suero en tubos
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de microcentrifuga de 1.5 mly se congel6 a -20°C hasta utilizarse (Harlow y Lana, 1988;

Goding, 1986).

1Il.6 PRUEBA DE ELISA.

Para verificar la existencia de anticuarpos policlonales antl cepas Ninoa y C, de I. cruzi,
se realizé la prueba inmunoenzimatica de ELISA. En placas de 96 pozos se colocaron
10pg/pozo de extracto crudo de la cepa Ninoa, se incubd durante dos horas en cmara
hameda a 37°C; después sa bloqued con albimina al 1% en PBS pH 7.2 durante 2 horas
a 37°C, se afiadi6 sueros de conejo anti T. cruzj de las cepas Ninoa y C, con diluciones
seriadas desde 1:20 hasta 5120, se incub6 durante toda la noche a 4°C, seguido porla
adici6n de un segundo anticuerpo contra igG de conejo unido a & galactosidasa (Sigma)
dilufdo 1:2000 incubdndose con este durante una hora a 37°C. Después de cada incubacién
se realizaron 3 lavados de 15 min cada uno con PBS-Tween 20 al 0.05%. Finaimenta se
revald la reaccién con el sustrato ortonitrafenil-8-0Galactopironosido (ONPG) a una
concentracién de 0.9mg/ml en PBS. La reaccidn se detuvo con 50ul/pozo de bicarbonato
de sodio {Na,C0,) 1 My se leyé a 405 nm en un lactor de ELISA Blo-Rad Modelo 3550
“{Voller, Bidwsll y Bartlott, 1979).

1.7 INMUNOTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA {(WESTERN BLOT).
Para Identificar el nimero y caracteristicas de [as moléculas antigénicas en los axtractos
solubles da las cepas Ninoa y C, se utilizé la técnica de Inmunotransferencia a papel de

nitrocelulosa {Western Blot} (Gershonly Palade, 1982y 1983). En geles de poliacrilamida
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al 10% se separaron 100pg de protelna de extracto soluble de las cepas antes mencionadas.
Altermino de la electroforesis, las proteinas se alectrotransfirieron a papslde nitrocelulosa,
se bloquearon las posibles unionas inespecificas con albumina al 1% en PBS, se cortaron
16 tiras do papel con 6.2ug do protelna cada uno, se incubaron con sueros de conejos
hiperinmunizados anti Ninoa y anti C, a uha dilucién de 1:2000, posteriormente se afladi6
el conjugado anti IgG de conejo unido a peroxidasa, el cual se diluyé 1:2000; cada paso
dle Incubacidén se alterno con sais lavados de 7 min cada uno con PBS-Twaen 20 al 0.1%.
Finalmente se agregd e! sustrato 3'3-diaminobenzidina a una concentracién de 0.5mg/ml

en PBS y la raaccién se detuvé con agua destilada (Anexo l1).

1.8 PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI NINOA.

111.8.A Precipitacion de anticuerpos.

A partir de un volumen total de 80ml de suero de conejo hiperinmune ant.i T. cruzide
la cepa Ninoa, se precipitaron los anticuerpos con una solucién de sulfato de amonio saturada
8! 100% conun pH entre 6-7. El suero se coloct an un vaso de precipitado con agitacién
constante a baja velocidad, el sulfato de amonio se agregé gota agota hasta alcanzar una
concentracién de un 40% del tota! de la solucién. La soluci6n se mezclé durante 2 horas
a temperatura ambiente y durante toda la noche a 4°C, esta solucién se centrifugé a
7000 xgdurante 15 min. Se deseché el sobrenadante y el botédn se resuspendié en PBS
pH 7.2, repitiéndose este procedimiento en tres ocasiones. Finalmente los anticuerpos
se resuspendieron an PBS y se dializaron durante 24 hrs con cinco cambios frente a el

mismo amortiguador {(Goding, 1986).
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111.8.B Purificacion de IgG por Sefarosa-Protelna A.

Las Inmunoglobulinas precipitadas con sulfato de amonlo, se purificarén en una columna
de afinidad de Sefarosa-protelina A {Sigma), una cantidad de 20 mi da anticuerpos con
una concentracién de 1.4 mg/m!, se aplicéd a una columna de 2 m! con una velocidad
constantede 0.1 ml/min, se lavé ¢con PBS pH 7.2 ol exceso de proteina; cuando la densidad
dptica llego a el valor 0.05 o menos, se comenzé a eluir con glicina 0.1 M pH 2.5 hasta
colectar 20 tubos de 1 ml, los cuales contenian 300x1 PBS 20X pH 6.2, para neutralizar
el pH da la solucién de glicina. La lectura de la densidad 6ptica de las muestras colectadas
se registraban directamente a través de una ldmpara de UV a 280 nm y un graficador que
astdn conectados a un cromatégrafo automético {Econo Sistem Controller do Blo-Rad),
también se layeron en espectrofotémetro para precisar con més exactitud el pico de
anticuerpos eluldos. El anticuarpo recuperado se dializé frente a un amoartiguador de
carbonatos 0.1 M pH 8.5 y se concentré en membranas de dialisis (Spectra/por 2,
12,000-14,000 MW) con aquazide (Goding, 1986).

I11.8.C Reactividad de! anticuerpo purificado.

Para analizar la pureza da la IgG anti cepa Ninoa, estos se sometieron a elactroforesis en
geles de poliacriiamida al 10%, en condiciones reductoras y para verificar su actividad
se realizé una electrotransferencia a papel de nitrocelulosa utilizando como antigano a
extractos de las cepas Ninoa, C,, Yuc H1y usando un conjugado anti-lgG de conejo unido

a peroxidasa diluido 1:2000, finalmente se reveld con 3’3-diaminobenzidina, (Anexo If}.

40



111.9 INMUNOABSORBENTE.
111,9.A Acoplamiento de 1gG anti-T. cruzi.
La concentracién de IgG anti-Ninoa se determind a partir de |a densidad éptica medida
a 280nm de acuerdo a la siguiente relacién: 1.4 de densidad dptica equivalente a 1rﬁglﬁ11
de inmunoglobulina en solucién y también por cuantificacién de proteinas por el método
de Bradford {1976). Para la elaboracién de la columna de afinidad se utilizaron 43.65 mg
de 1gG anti cepa Ninoa, en solucién de amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.5, las
cuales se acoplarona la res[na de la siguiente forma: dos mililitros de la resina Affi-gel
10 (Bio-Rad) se resuspendieron y colocaron en un filtro de cristal (Buchner), se lavé con
20 volumenes de agua desionizada a 4°C, La resina y las inmunoglobulinas se mezclaron
" en 6 mlde amortiguador de carbonatos con agitacién constante a 4°C por cuatro hrs,
en [as mismas condiciones de agitacién después se agregé 0.1 ml de etanolamina-HCI
1 M pH 8, y se incubd durante una hora, para bloquear los grupos ac¢tivos restantes, Para
. determinar la cantidad de protelna acoplada, se rasta de la cantidad de protelna colocada
inicialmente, la proteinarecuperada al final, Al terming, la resina se coloc6 en una columna
y se lavé con amortiguador de carbonatos; tamblén se pasaron 10 volimenes de glicina
0.1M pH 2.5 para asegurar gue los anticuerpos no pegados covalentemente se lavaran
y no interfirieran posteriormenta durante la cromatografia. Finalmente se equilibré con
amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.5 {Cuatrecasas, 1970; Segin manual provisto

por el distribuidor; Prickett, Amberg y Hopp, 1989},
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I11.9.B Cromatografia de afinidad.
La columna de inmunoafinidad de 2ml, se incub6 con 2.5 ml de antfgeno (axtracto total)
da la cepa Ninoca con una concentracién 3.5 mg/m! de protelna durante toda la noche a
4°C, an poasiclén horizontal y con agitacién. Al sigulante dfa se colecté lo que no sa paeg6
a la columna y se lavé el exceso de protelna con amortiguador de carbonatos 0.1 M pH
8.5; la elucitn sa realiz6 con glicina 0.1 M pH 2.5 y NaCl 1 M pH 5, colectdndose fracciones
da 1 ml. La solucidn de glicina se neutralizé con 30044 PBS 20X pH 6.2, Después la columna
sa llevé a su pH original con amortiguador de carbonatos, se guardé con el mismo
. amortiguador més 0.02% de 4cida de sodio a 4°C, para su uso posterior. La columna
‘antas de usarse nuevamente se lavé con el amortiguador de equilibrio sin conservador.
Las fracciones que contenfan la mayor lectura a 280 nm se agruparon, se concentraron
10X an cones de amicon CF25. Finalmenta se dializaron an membranas {Spectra/por 2,
3,000 MW) frente a PBS y agua desionizada. Se les datermind la concentraciénde proteina
por al método de Bradford,(1976). Las muestras sa mantuvieron a -20°C en alicuotas
. parasu posterioranilisis{Carbonettoy col., 1990 y Prickett, Ambergy Hopp, 1989; Bollag
y Edelstein, 1991). Todo el trabajo de purificacién tanto de 1gG, como del antigeno se

realizé con un equipo de cromatografia Bio-Rad Econo Sisteam Controller modelo 220 V.

111.10 ELECTROELUSION.
Lasprotelnaspurificadas porafinidad, se separaronporelactroforesisen geles preparativos
de poliacrilamida de 1.5 mm de grosor al 10%, con el mismo procedimlento desctito en

el Anexo . Al termino de la electroforesis se cortaron los marcadores de peso molecular
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colocados al principio y al final del gel, y se tiflerdn con azul de coomasie para identificar
la banda a cortar, mientras tanto el gel se dejo en refrigeracién a 4°C con amortiguador
para eluir, Después de la identificacién de las proteinas en las tiras tefiidas, estas se alinearon
con el resto del gel y se cortd la banda de interés; esta se dividié en cuadritos de 1X1
c©m y estos se colocaron en amortiguador de Tris 0.1M, Glicina 0.768M y SDS al 0.4%
pH 8.3 como solucidn eluyente, sa recibié la proteina en amortiguador Tris 0.1M 4X pH
8.3. La electroalusién sa realizé en Sixpac Eluter Ge 200 {Hoefar Scientific Instruments)
(Bollag y Edelstein, 1991; Intructions GE 200 de! Fabricante). La proteina recuperada se
dializd en membranas (Spectra/por 2, 3,000 MW) frente a PBS y agua desionizada. Finalmente
se concentrd 10 veces enun evaporador Savant modelo Speed Vac Concentrar SVC 100

H. A este antigeno se le llamo AgNi 65/60.

111.11 GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES REDUCTORAS.

El analisls de! antigeno purificado se realiz6 por medio de SDS-PAGE en condiciones
reductoras. En gelas de poliacrilamida al 10% con SDS, se colocaron 10pg por pozo del
extracto lotalvsoluble. del antigeno purificado por afinidad y del AgNi 65/60 previamente
mezclado con el amortiguador que contiene 2-8-marcaptoatanol. Al termino de la electroforesis
ol ge! se fij6, se tifi6 an azul de coomasie y destiils, para la visualizacién de 1as proteinas

separadas, también se utilizd tincién de plata {Laemmli, 1970}{Anexo I).
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15.12 GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES NO REDUCTORAS.

Para el anélisis del antfgeno en condiciones no reductoras se prepararon geles de pofiacrilamida
al8% el gel separédory al 5% el gelconcentrador, para la corrida del gel se utilizé el mismo

amortiguador como en las condiciones reductoras {Anexo |}, pero las muestras se prepararan
con el siguiente amortiguador: Tris 1M, glicerol 50%, azul de bromofenol al 1% y SDS

al 2% pH 6.8 sin hervir, utilizando las mismas condiclonas de corrida que los geles an

condicionas reductoras. Se tifié de la misma manara como para los geles an condiciones

reductoras. Los marcadores utilizados fuaron los no teflidos (SDS-PAGE Blo-Rad) de alto

peso molecular que van desde los 200 kDa hasta 40 kDa (Reisfeld, Lewls y Willlams, 1962).

11.13 REACCION SHIFF-PAS.

Para la detaccién de glucoprotelna se realizb una reaccién de Shiff (Pas-Shiff). Despuds
da una electroforesis en condiciones reducioras, el gel se coloct en 4cido tﬂclot?)acétlco
al 10% a 4°C toda la noche, se cambio a &cido acético al 7% durante 30 min temperatura
amblente con agitaci6n, fuego se paso a écido peryodico at 0.2% a 4°C duranta 45 min,
Después se {avé una vez con cido acético al 7% einmediatamente se coloc6 en el reactivo
da Shiff y refrigerd a 4°C duranta toda ta noche. Se camb}é atemperatura ambiente hasta
observar una coloracién rosada intensa, la visibilidad de 1as bandas se incrementa con

203 iavados con écido acético al 10% (Segrest and Jackson, 1972) {Anexo iii).



111.14 DETECCION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La dateccién de actividad enzimatica se realizé con geles de poliacrilamida al 10% con
gelatina al 1% incorporada en el gel separador como sustrato, el gel concentrador se prepar6
al 5% de acuerdo a la metodologla de Laemmll {1970}, Las muestras se prepararén 1:1
volumen con el siguienta amortiguador: 2,.6% SDS, 1% sacarosa, 20% glicerol y 4mg/ml
derojo de fenol, sin hervir. Elamortiguador para la electroforasis fué: 0.025M Tris, 0.192M
glicina, 0.1% SDS pH 8. Los geles se corrieron con un méximo de 100 volts constantas,
Al tarmino de la corrida el gel se coloc6 en una solucién de Triton X 100 ail 2.5% durante
una hora a temperatura ambiente con agitaclén, Dasples se Incub6 a 37°C durante 2
horas con una solucién de glicina 0. 1M pH 8.3. Finalmente se tifié con amido negro 0.1%,
la actividad enzimética se detactd con la aparicién de bandas translicidas que Indican

que se ha degradado el sustrato (Heusen and Dowdie, 1980), {(Anexo IV). -

{l1,15 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI AG NI 65/60.

Para determinar s existia reconocimientode la protefna purificada (AgNi 65/60) por sueros
da conejos y ratones inmunizados, ratones infectados y humanos con enfermedad de Chagas
se utilizé la técnica de electrotransferencla a papel de nitrocelulosa utilizando 100ug de
proteina de AgNi 65/60 por la técnica de Western Blot descrka anteriormente.
También se probd el antigeno con suero de personas infectadas con otros parisitos: 3

con toxoplasmosis, 3 can amibiasls, 5 con iasis, 12 con leishmaniasis, 7 con cisticercosls.
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.16 PRODUCCION DE ANTICUERPQS ANT! ANTIGENDO 65/60.

Para la produccion de anticuerpos anti-AgNi 65/60 en ratones, se preparaba la proteina

dela sigulente manera: en geles preparativosde poliacrilamida aj 10% de 1.5 mmde grosor

en condiciones reductoras {Anaxo )}, se corrisron 300 pg de antigeno purlficado por

cromatografla, para visualizar ios antigenos como fue descrito antariormente {electroeiusidn,
apartado 111,10}, se cortaron los geles en el &rea donde se localiza el antlgeno 65/60. El

gel se homogenizd pasandolo a través de agujas de diferentes calibres. Con esta preparacién
se tomaron 100ul que contenian aproximadaments 50pg de proteina.

Para la produccién de anticuerpos antl-Aghi 65/60 de Y. gryzl, se Qtilizardn ratones hembras
Balb/c de 8 semanas de edad, los animales previamante habfan estado an cuarantensa y

sa sangraron por la vena ocular con capilares heparinizados como anticoagulante, So'les’
administré via intraperitoneal 50 ¢#g/100 p del homogenado de AgNi 65/60, afladiendo

el mismo volumen de adyuvante complgto de Freund. A fos ‘ﬁulnca dlas se les aplicod

nuevamenta la misma preparacién, por la misma via. Quince dlas después se inyectarcn

200ut del homogenado sin adyuvante y una samana después se sangraron por la vena

ocularvpara obtener suero (procedimiento previamente descrito en el apartado lll.5) y verificar

. ta existancia de anticuerpos anti AgNi 65/60 por Western Blot,

11,17 INMUNOFLOURESCENCIA INDIRECTA.
Para la localizacién del Ag Ni 65/60 en el parasito, se utilizé la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (iF]) con la metodologfa siguients: los epimatigotes de la cepa Ninoa de Y. gruzi

sg cultivaron durante ocho dfas. Los pardsitos se lavaron dos veces con PBS albamina,
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se contaron y s ajustaron a un millén de pardsitos en 100u1 de PBS. En cubreobjetos
limpios se colocan cien mil parésitos dejandose secar al aire. Se fijaron con metanol absoluto
durante 5 min, se lavaron dos veces con PBS y agua desionizada. Se colocarén en cdmara
hidmeda y sa afiadié el suarg de ratén anti Ni 65/60 diluido 1:50 en PBS albumina al 0.5%
mds IgG normal de conejo al 0.1%., en un volumen total de 100ul, se incubd a 37°C durante
30 min, se lavé tres veces con PBS filtrado y una vez con agua desionizada. Se agregd
un conjugado anti ratén IgG blotinilado (Amersham) diluido 1:500, en el mismo amortiguador,
incubando a 37°C durante 30 min, nuevamente se lavarén con PBS tres veces y una con
agua desionizada. Después se afiadi6 el sustrato estreptoavidina-fluoresceina{Amarsham}
diluido 1:500 en PBS, incubando a 37°C durante 30 min en obscuridad. Finalmente se
lavarén tres vaces con PBS y una con agua dasionizada. Las preparaciones se dejaron
sacar al alre an obscuridad y se montan en cubreobjetos. Se observaron en microscopio

para fluorescencia y se fotografiaron (Nickon, Modelo {jpﬂphot).
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v. RESULTADOS

Los resultados de la presente Investigacién se describen a continuacién.

IV.1 CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN CONEJOS.

IV.1.A Ildentificacion de proteinas constitutivas.

Laconcentraciénde protelnas obtenidasparalas cepas anélizadas fue la siguiente: Capa
Ninoa, 2.6mg/ml; C,, 0.45mg/ml; Yuc H1, 1.6mg/m! y Z21, 1.7mg/ml calculada por
el método de Bradford (1976).

Con estos datos se realiz6 un anélisis de los componentes protalcos por electroforasis
an gales de poliacrilamida en condiciones reductoras utilizando 10ug de proteinas de
los extractos. Observéndose quae la distribucién de las proteinas se encuentran desde
los 116 kDa y menores a los 26.6 kDa de masa rﬁolecular, que corresponda a los
marcadores utilizados. Encontrdndose diferencias entre la cantidad y abundancia dé
las proteinas solubilizadas en las diferentes cepas, dependiendo también de la presencia
o no de Inhibidores de proteasas {Fig. 1), Adn cuando se observé, an el anélisis
electroforético que los extractos solubles de las cepas Ninoa (Fig. 1,8} y H1 {Fig. 1,C)
sin inhibidores de proteasas, presentaban un mayor nimero de bandas protefcas, se
decidié que durante el proceso se utilizarian log extractos con inhibidores, debido a que

las proteinas sufren menor degradacion al paso del tiempo en que permanacen congaladas.

49



Figura 1. Anilisis de protelnas constitutivas de cepas de I. cruzi en SDS-PAGE.
Extractos solubtes obtenldos con NP-40 al 1% {10 pg), fueron sepazados en geles
de poliacrilomida al 10% con SDS y mercaptoatanol, los geles sa tilaton con azul
de Los sa prep en ia (+) y ausancia {-) de
inhibidoros de proteasas. A:Cepa C,, B:Cepa Ninoa, C:Cepa Yuc H1 y D:Yuc 221.

IV.1.B An4lisis antigénico de las proteinas.

Con los extractos solubles dela cepa C, y Ninoa se produjeronanticuerpos policlonales
en conejos Nueva Zelanda. Los sueros fueron analizados por Ia prueba de ELISA, se
observd que las dos cepas son capaces de producir la formacién de anticuerpos anti-
T. gruzi, después de tres inmunizaciones con 1 mg del extracto mas adyuvante completo

de Freund, Los antisueros obtenidos contra las cepas de T, cruzi reconocen a los antigenos
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C, v Ninoa hasta una dilucién de 1:640, en tanto que los suero§ preinmunes no
reaccionaran con Jos extractos del pardsito {Fig. 2. El antisuero antl cepa Ninca es el
que presentdlos valoras més altos de densidad éptica, 1.3 y 1.1 tanto frente al antigeno
de la cepa C,, como ante el de la cepa Ninoa , lo que indica que 8stas cepas comparten
moléculas antigénicas.

Con estos antisuaros de conejos positivos a T, cruzi se empez6 la caracterizacion de
las proteinas antigénicas por medio de la técnica de Western Blot, En la figura 3,B se
observa que el suero anti C, reconoce por lo menos 14 antigenos en el extracto de la
cepa Ninoa, de las bandas mds evidentes se pueden mencionar las siguientes: 100,
84, 80, sa cbservan por lo menos seis bandas en el area del marcador de 58, 49kDa
y una banda muy aevidente en el 4rea de 45kDa. El antisuero homdélogo contra la cepa
Ninoa reconoce también varias bandas de peso molaculares muy parecidas a las antes
mencionadas, ademés de que aparece una banda muy clara de 50kDa que no se ohservd
con el suero anti-C, con este antisuaro también se identificé la banda de 45 kDa como
fa més evidente, (Fig. 3,C). Debido a los resultados obtenidos en las dos pruebas anteriores
y porla disponibilidad de el material biolsgico en el laboratorio, se seleccioné detarminé
que se continuarfa trabajando con la cepa Ninoa para la purificaclén de protelnas

antigénicas.
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Figura 2. Anlisis da la respussta de anticuerpos anti- Y. cruzi por medio del ensayo
da ELISA, Las  microp! fueron ibili con 100 wg do antigeno da las copas
C, (A} vy dela cepa Ninoa{B}, Los suoros anti-Y. cruzl fueron diluldos desde 1:20
hasta 1:6120. Se agregd un segundo anticuerpo antl cenejo unido a E»gnlacloxldsu
a una dlfucién 1:2000 y s uso como sub ortonitrofonil-B-D.

a una concentracién da 0.9 mg/ml, En la figura sstan representados 4 dllarantu
conejos Inmunizados, dos de ellos con el extracto da la capa Ninoa y dos més con
extracto de la capa C,. Lo: sueros pr '} di és do tres
inmunizaciones.
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Figura 3. Caracterzacién de proteinas antigénicas reconocidas por sueroe de conejo inmunizados.
Protefnas de la cepa Ninoa se separaron en geles de poliacrilamida con SDS y mercaptootanol
y sa transtirleron a papel de nitrocelulosa, Las protoinas transferidas so Incubaron con

suaro control prelnmuna (A}, suaro da congjo antt cepa C, (B) y suera de conejo anti cepas
Ninoa {C) diluidos 1:2000 y en (D) axtracto do la cepa Ninoa. Posteriormante se agregd un
anticuarpo anti conejo unido a paroxidasa diluido 1:2000, finalmente se agragd

3'3-dlami ina como sub
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IV.2 CONSTRUCCION DEL IMNUNOABSORBENTE,

1V.2.A Purificacién de las 1gGs anti cepa Ninoa.

La purificacién de las inmunoglobulinas anti T. cruzi se realizé en varios pasos, en la
figura 4 se observa una grafica tipica de purificacién de anticuerpos 19G, por cromatografia
de afinidad a proteina, los cuales fueron éluidos con Glicina 0.1 M pH 2.5, recuperando
un promedio de 7 mg de inmunoglobulina IgG por cada 28 mg de inmunoglobulinas

totales aplicadas a la columna.

IV.2.B Anilisis de IgGs purificadas.

Para determinar el grado de pureza de las inmunoglobulinas, estas se analizarén en geles

de poliacrilamida en condicionesreductoras. Se observanlas cadenas pesadasy ligeras
que componen las Inmunoglobdlinas IgG (fig. 5,B). Para determinar que las

inmunoglobulinas puras segufanreconociendo a los antigenos del parésito después del

proceso de purificacion, se realizaron un Western Blot. Obsarvandose que las 19Gs anti

Ninoa, mantuvieron la misma actividad de reconocimientoa antigenos de |a cepa Ninoa

que prasentaban antes de la purificacién. Como controlas se utilizarén a la misma dilucién
un suero preinmuna e 1gG normal purificada de sueroc de conejo (Fig. 6). Se realizé un

experimento similar con protelnas de las cepas C, y H1. Se observé el mismo resultado
de reconocimiento de antigenos que el ohservado con el suero hiperinmune antes de

purificar. Los antlgenos reconocidos por estas inmunoglobiilinas fueron muy parecidas
en las cepas probadas, localizandose las bandas principales en ¢! érea de 45 a 50 kDa

y en el &rea de 60 kDa a 80 kDa. Con el extracto de la cepa Yuc H1 se obsarvé una
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banda muy marcada de aproximadamente 60 kDa {fig. 7).
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Figura 4. Puiificacién de hmunuylobuina G uml cepa Ninoa por cromatografia de

on p A. Las dlinas p das en sulfato de amonio saturado
ol 40%. sa panmn por una col de tia do afinidad a p A. El lavado
de proteina no tetenida se hizé con amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.8, La elusién
de la proteina retenida so reatizé con glicina 0.1 M pH 2.5, La IgG total fue elulda
ontra las fracciones 35 y 43.
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Figura 5. Andlisis de 1gG purificadas por cromatagralia anti cepa Ninoa
en SDS-PAGE, En {A) Inmunoglobulinas totales pracipitadas en sulfato
de amonlo saturado y en {B) IgG pura anti cepa Ninoa doespuds de la

cromatograffa en sefarosa proteina A.
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Figura 6, Anskisis da la actividad de IgGs puras antl cepa Ninoa por
medio de Westem Blot. Extractos totales de la cepa Ninoa se sepa
raron en geles de acrilamida con SDS y mercaptostancl, postasior
menta se transtiriaron a papal da nitrocalutosa. Se cortaron tiras

con 5 pg de antigeno y se incubaron con: B) suero preinmuna,

C) suero hiparinmuna antl cepa Ninoa, D) 19G pura, E) 1gG narmal,
Los sueros fueron diluldos 1:1000. se afiadié un segundo anticuerpo
I1gG antl conejo unido a peroxidase diluido 1:2000, !a reaccitn se
revelé con 3'3-diamincbenzidina 0.5 mg/ml en PBS, A} Extracto
crudo de la cepa Ninoa usada como antigeno.

1V.2.C Columna de cromatografia de afinidad.
Después de incubar los anticuerpos con la resina siguiendo las indicaciones de los
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fabricantes, se calculédla eficlencia de acoplamientoporia diferenciadela concentracién

de protelnas inicial y la concentracién final, siendo esta de un 87%.

1V.3 PURIFICACION DEL ANTIGENO NINOA DE 65/60 kDA {Ni 55(60).

1V.3.A Purificacion de los Antiganos de‘la cepa Ninoa

Con la columna de affige! 10-anti Ninoa al incubar e} extracto total del pardsito y eluir
la proteina adsorvida se obtuvieron dos picos: picol entra las fracclones 27 y 35 {glicina
0.1 M pH 2.5) y el pico il entre las fracciones 47 y 51 (NaGl T M pH 5). En fa figura
8 se muastra una graficarepresentativa del proceso de purificacién en la cromatograffa
de afinidad.

En la tabla no. {, se encuentra especificada fa recuperacién de proteinas obtenidas de
la columna de afinidad en cuatro experimentos diferentes, al incubarse extracto fresco
de T. gruzi, obteniendose que dal 100% de proteinas se eluye de la columna un promedio

da 3.18% de proteina de ambos picos.

1V.3.B Andlisis de los AgsNi en geles de poliacrilamida.

Ltospicos!y N purificados (fig. 8) se analizaron en geles de poliacrifamidaen condiciones
reductoras, se observé que ambos picos presentaban un doblete de 65-60 kDa, ademés

sa ohservé una de menor intensidad con un peso molecular da 40 kDa, después de

hacer un pool de (os dos picos (fig. 9).

Para verificar si esta fraccidn purificada era reconocida por sueros de personas infectadas

se realizé un Western Blot utilizando como antigeno un pool de los picos ) y I,
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enfrentandose a suero normal de humano y a un suero de enfermo chagasico crénica.

Se pudo abservar gue los anticuerpos presentes en el suero de humano infectado

Flgura 7. Reconacimiento antigénico de (a IgG anti cepa Ninoa a copas C,y HY on
Waesturn Blot. Se realizd e Wastorn Blot como $e desceibid en metodologia, utilizando

5 pg/tira do papel da axtracto de Jos aislade C, y Yuec H1. Las thas da papel se
Incubaton con: A) suaro me, Bl suaro hiperi anti cepa Ninoa, C) lamunoglo
bulinas anti Ninoa precipitadas en sulfato de amonio y D) 1gG putas antl Ninoa.
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Figura 8, Purificacién da los Antigenos Ninoa (Ag-Ni) pr cromatogratia de afinidad on
Affigol 10 antl Ninoa. La columna de afinidad st Incubd o 2 mi da eatracio de 1a cepa
Ninos durants toda la noche 8 4°C, se eluy6 con glicina 0.1 M pk 2.5 y NaCl 1.0 M
pH 5.0 a una velocidad constante da 0.5 mi/min. En 1a grafica se obsarvan dos
difarentos picos de absorvancia a 280 nm, abtenidos con la elusidn con Glicina {pico I}
y a elusién con NaCl (pico 11).

l.a{}lmﬂca la aplicacién de glicina y Ia'lndica fa aplicaclén del NaCl,
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TABLA 1 .
RECUPERACION DE PROTEINAS DE LA COLUMNA DE
AFINIDAD AFF! GEL 10-ANTI NINOA.

EXPERI Total de
MENTO protefna %

Extracto¥ 8.75 100
Inicial

4 pico ™ | 0.123 1.40
Pico ¥ 0.183 2.09
Tot. 1+l 0.306 3.49
Extracto 8.75 100
iniclal

2 . Pico | 0.123 1.40
Pico il 0.135 1.54
Tot. 1+1i 0.258 2.94
Extracto 8.76 100
Inicial

3 Pico ! 0.162 1.85
Pico Il 0.204 '2.33
Tot. 1+ 0.366 4.18
Extracto 7.75 100
inicial

q Pico | 0.142 .1.83
Pico Il N.D.
Tot. [+t 0.142 1.83
Promedio 8.5 100
Extracto
Promedio .268 3.15
1+ n

Wia determinacisn de proteinas del extracto total y do los plicos Iy If
30 roalizé por ol método do Bradl%rd.
1



reconocen adem4as del antigeno de 65-60 kDa, x-m antigeno de 40 kDa y otro de 28
kDa, més una banda adicional de aproximadamente 90 kDa{Fig. 10). Debido a que la
banda de 65/60 fue mas abuntante en las fracciones obtenidas de la cromatografia
se daterminé purlficar este antigeno, los resultados se dan a continuacién.

IV.3.C Electroelusién y anélisis del Ag Ni 65/60 kDa.

El pool de ambos picos | y I, se separé en geles preparativos de poliacrilamida en
condiciones reductoras para electroeluir el antigeno de 65-60 kDa. Una vez electroeluido
al antigeno se analizd en geles de poliacrilamida con SDS y en condiciones reductoras,
{Fig. 11,A y B), observéndose sélo el doblete 65-60 kDa. El mismo antigeno electroeluido
sa analiz6 en geles de acrilamida en condiciones no desnaturizantes observandosa una
sola banda de aproximadamante 120 kDa, {Fig. 11,C y D). En la tabla 2 se espacifica
la recuperacién de proteina del antigeno de 65/60 kDa al electroeluirlo de los AgsNi,

obteniendose un minimo del 59.8% y un méximo de 86.4% de rendimiento.

IV.4 CARACTERIZACION DEL ANTIGENO 65/60.

Para caracterizar bloquimicamente la naturaleza del AgNi 65/60 se realizé una tincién
de Shitf que identifica glicoproteinas. Se cbservé que el AgNi 65/60 presenté una reaccién
positiva, se utiliz6 como control de la prueba IgGs puras (fig. 12).

Tamblén en geles de poliacrilamida con 1% de gelatina como sustrato se intentd determinar
si el AgNi 65/60, presentaba actividad enzimitica. Los AgsNi mostraron una actividad

enziméatica en 60 kDay 40 kDa. Sin embargo, en e} AgNi 65/60 no se presenta actividad
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enzimatica (Fig. 13).

Figura 9. Anllisis de los picos | y Il en SDS-PAGE. Los picos | y Il purificados por
cromatografia de alinidad se dializaron, concentraron y fueton analizados en geles de
poliacrilamida an condiciones reductoras. A) extracto original de la cepa Ninoa, B) pico I,

C) pico It, D) pool da pico [ y ).
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Figura 10, Deteccidn de Antigonos purilicados por cromatogratfia de
afinididad por Wastem blot. El poal de los picos | y Il se separaron en
elactroforesis con SDS en conditiones reductoras, después las protelnas
sa transfierén a papol de nitrocalulosa y las tiras de pape! se incubarén
con un suaro notmal de humano (A) y con suero de enfermo con chagas
en fasa crdnica, con una diluclén 1:500, se cofocé un conjugado anti
humano unido a peroxidasa y se revelo con 3°'3-Diaminobenzidina.
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Figura 11. Anilisis on geles da poliacrilamida do! AgNi 65/60 dectroeluido. Los antl
genos purificados por inmunoafinidad se separarGn en gelaes preparativos de poliacri
famida can SDS y marcaptoetanol para electroeluir ¢ antigeno da 65-60 kDa. Para
6] andlisis det antigeno despuds de (a electroelusién se prepararon gelas de poliacrila
mida con SDS en condiciones reductoras {1): A) AgNi 65/60 tefido con azul de co
masle, B) Ni 65/60 tefildo con plata. En gales da poliacrilamida al 8% con SDS en
condiclones no desnaturizantes (2): C) Ni 65/60 con azul de comasie y D} AgNi
65/60 en plata,
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RENDIMIENTO DE RECUPERACION EN LA

TABLA 2

ELECTROELUSION DEL AgNi 65/60.

EXPERI Total | Prot.
MENTO Prot. | Electro *
wa)? | eluidalugd®
1 AgsNi’ 300.8 100
AgNi65/60 240 79.8
2 AgsNi 300.8 100
AgNi65/60 180 59.8
3 AgsNi 300.8 100
AgNi65/60 260 86.43
4 AgsNi 300.8 100
AgNi65/60 236 78.4

1 Au!NI Antigenos purificados por cromatografia de afinidad.

de

3 Canlldad de protaefna obtenida por electroelusién.
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Fl'gum 12, Reaceibn de Shitf-Pas dol AgNi 65/60. En geles de poliacri
lamida en condiciones reductoras, el ge! se colocé en TCA al 10%,
se paséd a dcido poriedico, se camblo al reactivo de Shiff y finalments
sa aclard con dcido acético; A) Control glicoproteina (1gG), B) AgNi
65/60. Se utilizarén los estandares da bajo peso molecular pretenidos
de 106 kDa a 18.5 kDa, Bio Rad.
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Figura 13, D i6n do actividad Atica do los i Ninoa y
ol antfgono de 65/60 kDa en geles de poliacrilamida. Se datermind la
existencia de actividad enziméatica en los antigenos purificados en el gel
con 1% de gelatina como sustrato, el proceso en detalle se describe en
ol Anexo IV, En A} se muestran los AgsNi purificados por cromatografia
de afinidad, mostrando actividad enzimética en el 4rea da 60 kDa y 40
kDa, en B} AgNi 65/60 después de eloctroslulr,

IV.4.A Reactividad de los anticuerpos murinos.
La reactividad de los anticuerpos anti el AgNi 65/60 se verificé en Western Blot, tanto

con el extracto total de la cepa Ninoa, como con la proteina electroeluida, los cuales
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fueron (ransferidoé a papel de nitrocelulosa.

Cuando se utilizd el antigeno Ninoa 65/60 purificado se encontrd que el anticuerpo
murino reconocio las 2 bandas de 60/65 kDa, que fueron inyectadas, (fig. 14.E). AtGn
mis cuando el mismo anti suero se enfrentd a antigeno total de Ninoa se encontré que

este reconoclo principalmente el doblete de 65/60 ifig. 14 y 15).

IV.4,A Localizacién del antigeno Ninoa §5/60 en el pardsitp.

Conlos antlcuerpospoilclonalasproducldés enalraténfrentea el antigeno Ninoa 65/60
serealizd 1a prueba de inmunofluorescenciaindirecta {IFl} para la localizacién del mismo
amltgeno en el protozoario. La prueba de IFI, se realizé utilizando como controlnegativo
un suaronormalderatén,y como control positivo un suero hiperinmuneanti cepa Ninoa.
En la preparacién con el control positivo de suero hiperinmune, los parasitos presentan
una fluorescencia intensa en la totalidad del organismo, sin definicién de alguna de las
estructuras internas, {fig. 16.B) en tanto que el suero normal es totaimente negativo,
{fig. 16.D). En las preparaciones con los anticuerpos policlonales anti-antigeno 65/60
kDa, se observd quelos tres sueros de los ratones, reconocieron una estructurainterna
en parésito, an la figura 16.F se muastra sélo el suero que corresponde a el ratén &
denominandose anti antigeno NI 65/60,,. Se observa que la estructura que fluoresce
en el intarlor del protozoario con mayor intensidad; sa presenta hacia la parte anterior
a la media principalmente, ya que en algunos se presenta en la parte posterior del

octganismo,
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Figura 14. dad 65/60 por sueros da valdn on Wastemn Blot.
Se transfidaron Sug dol AgNi 65/60 a papel da nitr b CON SUBIOS
da ratdén en una dilucidn 1:400., A) AgNi 65/60 transferido a nl papal de nitrocelulosa,
B} suaro prel C) suero hipati anti cepa Ninoa, D) suero de ratén infectado
con la cepa Ninoa y E) anti AgNi 65/60. Se agregé un segundo anﬂcuurpo anti ratén
IgG unido a peroxidasa y se usé coma sub 3'3-Diaminak a.
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Figura 15, Blat con J i anti AgNi 65/60. El antigeno de T. cruzi
da la cepa Ninoa fue transfarido a papel de nitrocelulosa, se cortaron tiras con Sug de
proteina, Incubandosa con sueros da raton an una dilucién 1:500. A) Extracto total de

la capa Ninoa, B) suero preinmuns, C) suero de ratdn infectado con la cepa Ninoa y Ditres
diferantas suaros anti AgNi 65/60. Se sgragé un segundo anticuarpo anti/raton 19G unl
do a peroxidasa diluido 1:2000 y como 3°3-Di zidina.
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Figura 16, Identificacién del antigeno Ni 65/60 en‘el parésito por antic lictonal

pusp

murinos porl fluorescencia Indirecta (IF))., Se fijaron pardsitos con metanol absoluto
‘sobre porta objetos, se incubarén en cdmara himeda a 37°C con sueros de ratén a
una dilucién 1:50, se la agregé un conjugado anti ratén IgG biotinilado diluido 1:500
y por ultimo comu sustrato se le afladi6 Streptoavidina-fluorescaina diluido 1:500, en
las mismas condiciones de Incubacidn. Se fijarén las preparaciones, se observaron al

microscopio y fotografiaron. A) suero hiperinmune campo claro {60X), B) suero hiperinmune

fluorescencia (60X), C) suero preinmune campo claro (100X), D) prei fle i
(100X), E) anti AgNi 65/60,;, campo claro {60X} y E) anti AgNi 65/60 , fluorescencla
{60X). '
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IV.5 RECONOCIMIENTO POR SUEROS HUMANOS DEL ANTIGENO Ni 65/60.

IV.5.A Por sueros da pacientes con la enfermedad de Chagas.

Otro de los objetivos del presénte trabajo fué investigar si el antigeno purificado podria

ser utilizado comv un antigeno para el inmunodiagnéstico de la enfermedad de Chagas.

Por rasultados obtenidos en nuestro laboratorio se sabe que pacientas con la enfermedad
da Chagas crénica, raconoacenvarins an{l.genos de la cepa Ninoa entre elios un antigeno

de peso molecular cercano a los 66 kDa. Por lo tanto, se decidié pobrar si el antigeno

Ni 65/60 podria ser el antigeho reconocido por estos sueros. Para eso, se transfirid

al antigeno Ni 65/60 a papel dé nitrocelulosa enfrentandolo a sueros de pacientes

chagésicos en fase crénicd y favelahdo conun conjugado antl humano unido a peroxidasa.
Nuestros resultados mostrarén que de 8 paclentes crdnicos confirmados, 6 reconccieron
al antigeno Ni 65/60, en camblo los suaros de losindividuos sanos usados como control

rasultaron negativos, (Fig.17).

Tambié&n sae analizardn sueros de personas qus viven en rea endémica para la enfermedad
de Chagas y que hablan resultado positivos en la prueba de ELISA contra un extracto

total de la cepa Ninoa. Al enfrentarlcs al antigeno Ni 685/60 en inmunoblot, los 5 sueros

utilizados reconocieron al antigeno (Fig. 18).

1V.5.8B Por sueros de enfermos con otras parasitosis.
Para Investigar pasioles reacciones cruzadas con Leilshmania, que s un parasito relacionado
filogeneticamer.te con T. ¢ruzi, se obtuvisran sueros de humanos con leishmaniasis

an sus dos formas, localizada y visceral, El antigeno Ni 65/60 sa transfirié a papel de
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nitrocelulosa y se incubd con cada uno de los sueros. Se observd que el antigeno

Figura 17, dal Antlg Ni 65/60 por suoros da pacientes Chagésicos
eréaicos, El antigano Ni 65/60 se somaetié a slactroforasis en geles de poliacrila
mida eon SDS en duct 2 1 firlé a papel do nitrocelulosa,

se incubs con suaros do pauonn sa3nas y suoros de paciantes con la enfarme
dad da Chagas crénica, diluldos 1:500. Se agregd un sagundo anticuerpo unido
a peroxidasa diluido 1:2000 y se ravelo con 3'3-diaminobenzidina.
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Figura 18. Reconocimionto dol antigeno Ni 65/60 por sueras de indivi
duos procedentes da un drea endemica a la enfermedad de Chagas on
ol Estado de Moralos. Daspués de la eloctroforesis con SDS y mercaptoata
nal el antigeno Ni 65/60, se transfirié a papel de nitrocelulosa (A} y se
Incubé con suero de humane sano (B} y con 5 diferentes suaros de Indivi
duas positivos por ELISA a T, cruzi (C), Después se agregd un segundo

i po antl h unido a peroxid y linal se ravalo con
373-Diaminobenazidina.

Ni 65/60, también es reconocido por los sueros de pacientas con leishmaniasis en ambas

formas {fig. 19).
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Figura 19, D i 6n do ! da dol Antig Ninoa 65/60 por medio
de Western-Blot. El antigeno Ni 65/60 se enfrentd a sueros de paciantes
Lelsh lasi En {A) el antig Ni 65/60 transferido a papsl de nitrocglulosa,

B} suero de humano normal, C) suaro de pacientes con laishrnaniasis localizada
y D) susro da pacientas con lefshmaniasis diseminada.

Asl mismo, se decidi6 investigar si esta molécula se encontraba en otros parasitos de
humanos. Se obtuvieron sueros de humanos infectados con diferentes parasitosis

comprobadas: Toxoplasma gondii (3). Entamoeba histolytica (5), Taenia solium (5),

con cisticercasis (7). El antigeno Ni 65/60 fue reconocido por anticuerpos contra T,
solium, pero no hubé reconacimiento cuando se utilizaron sueros de pacientes infectados

con T. gondii, E. histolytica o con cisticercosis (figura 20).
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Figura 20. Dat i6n deo da del Antigeno Ninoa 65/60 con

otras parasitosis por Westem Blot. A) antfgeno Ni 65/60 en papel de nitracelulosa,
Blsuaro control negativo, C) sueros de enfermos con Toxoplasma gondii, D} con

Entamosba histolytica, E) con Taenia solium y F) con cisticercosis; a una dilucién
1:500.
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v.1 DISCUSION

Seutilizarén varias cepas de . gruzi, que al seranallzadas en SDS-PAGE en condiclones

reductoras mostrarén patrones proteicosheterégeneos, ain cuando todas estas cepas

pertenecena la misma espacle, ohservandose que predominan las proteinas en el drea

de los 85 kDa a los 40 kDa {fig. 1).

Esta hetarogeneidad ya se ha reportado en clonas, aislados y cepas del parésito (McDanlel,
Howard y Dvorak, 1986} y se ha encontrado tamblén a nivel da isoenzimas (Tibayrenc

y col., 1986a). Por otro lado se ha encontrado que existen diferenclas sintomatolégicas

y grado de afeccién entre Individuos infectados por el parssito (Velasco-Castrején y

col., 1992; Goldsmith y col., 1992}. Reclentemente se realizé6 un trabajo con cepas

mexicanas analizando genas ribosomales del parésito, en el que se encontrd que existe

una alta heterogeneidad entre e intra cepas {Zavala-Castro, Velasco-Castrej6n y Herndndez,
1992).

Pero atin cuando el parésito presenta una alta heterogeneidad, también se observé que

algunas protelnas son compartidas, por lo que se intenté la identificacién de antigenos

que pudieran ser utilizados en el diagnéstico y en la inmunoprofilaxis de la enfermedad.

Para esto se utilizarén conejos en tos que se indujo una hiperinmunizacién. Este modelo

animal ha sido utilizado por varios investigadoras, ya que se puedeninducir altos titulos

de anticuerpos anti T. cruzi y ademds se ha observado qua la etapa crdnica de la

enfermedad as similar a la presente en humanos {Harth, Haidarisy So, 1987; Mcdanlel,

Howard y Dvorak, 1986; Requenay col., 1992; Hudson, 1981). En nuestro caso, después
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de la inmunizacién, que se utiliza como una he'rramiama para la caracterizacién de
antigenos del parésito, e obtuvieronantisueros contralas cepas Ninoa y C,, se observé
que los anticuerpos raconcocen a antigenos similares, en ambos extractos {fig. 2y 3),

asto puade deberse posiblemente a la existencia de familias y superfamilias de genes,
que regulan la expregién de estos antigenos 3° los difarentes aislados, clonas y cepas

del pardsito (Campetella y col., 1992). Con esta metodologla se logr6, identificar a los

antigenos de 100, 84, 80, en el 4rca de 58 a A9 kDa, como los mas evidentes.

La utilizacién de anticuerpos, para purificar protelnas antigénicas de T. cruzi, Se ha usado
anteriormente para la caractarizacién de antigenos {Carbonetto y col, 1990; Quaissi

y col, 1991; Gonzéles, Marcia y Yoshida, 1991; Araujo y Morein, 1991; Gongalves
y col., 1991), ya que las protelnas purificadas de esta manera nos permite tener la

seguridad de qua estas moléculas estaninvolucradas en farespuesta inmune del hospedero
frente a I. cruzi.

Daspuésde purificarlasinmunoglobulinas se realizar6n pruebas de electrotransferencla,

para corroborar su actividad funcional, utilizando extractos de las cepas con las que

se produjaron los anticuarpos policlonales Ninca, G y una cepa mas Yuc H1, observando
que los anticuerpos reconocen antigenos muy similares, dos bandas en el drea de 65-60,
45, 40, 38, 35 y 28 kDa, ademas de una banda de 60 kDa muy marcada en el extracto

de la cepa Yuc H1, con estd se reafirma lo dicho anteriormente sobre la conservacién
de molédculas antigenicas entre las cepas de T. cruzi (fig. 7).

La determinacién de purlificar antigenos de la cepa Ninoa, fue debido a que esta cepa

se aislé de un individuo infectado residente del Estado de Qaxaca y existen varios reportes
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{Goldsmith y col., 1992; Velasco-Castrejény col., 1992; Salazar, de Haro y Uribarren,
1987), describlendo a esta drea como una zona endémica para la enfermedad.

La cromatografia de afinidad se obtuvé una fracclén que contenfa cuatro protelnas
antigénicas de una gran cantidad de moléculas identificadas por el anticusrpo en Westarn
Blot. A esto antigenos se les llamo antigenos da la cepa ninoa (AgsNi), presanu_:ndo
un peso molecular de 90, 65-60, 45 y 28. Se purifict el dohlete da 65/60 por que fue
el antigeno en mayor concentracién, observado con la tincién rutinaria de proteinas,
adn cuando los cuatro antigenos antes mencianados fueron reconocidos por sueros
humanos con la enfermedad, por Western Blot {fig. 9 y 10). La condicién de poder
visualizarlo con la tinclén usual para proteinas, permitié el manejo del antlgeno en el
sigulente paso de purificacién, El segundo paso de purificacién conslstié en la elactroalusién
de la proteina de 65/60 kDa a partir de geles de acritamida. Al antigeno puro electroaluldo
se le llamo antigeno de la cepa Ninoa da 65/60 kDa (Ni 65/60).

Se daterminé que el antfgeno Ni 65/60, probablemente es una molécula con rasiduos
de azdcaras, ya que fué positivo a la reacciém PAS-Shiff (fig. 12). Chaplin y Kennady
{1887) enuna recopilacion reportaron esta técnica dereacciénde PAS, aplicando &cido
perodico y benzidina en acetona, sobre papel filtro {(whatman), después de haber purificado
los antigenos por cromatografia de afinidad, indicandonos la pl;esencla de azdcares.
En este trabajo la metodologla usada, para la reaccién de PAS-Shiff, esta basada en
la referencia de Segrest y Jackson {1972}, que ademds de visualizar con una reaccién
colorida los residuos de azdcar, con una sensibllidad de un 4% a 15%, determiné el

peso molecular que presenta la glucoproteina, an geles de poliacrilamida después de
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la alectroforesis. Lo que no determina, esta (écr-lica, 8s el tipo de azicar del cual se

trata, para lo cual se tendrfan que emplear otras pruebas como son la utilizacién de fectinas
e inmovilizacién de las mismas en una matrix, cromatografia liquida de alta presién y

métodos enziméaticos entre ellos, el rompimiento de los azicares con enzimas aspecificas
como la hidrazina que identifica proteinas ¢con enlaces a residuos N-glicosidicos {(Montreuil
y col., 1987).

Después de identificar que posiblementse se trata de una glicoprotelna, se determing

su peso molecular en geles de poliacrilamida en condiciones no reductoras abservandose
un paso aproximado de 120 kDa, que unido al peso observado en condiciones reductoras
nos indica que o trata de un glicoproteina que consta de dos subunidades que estan

enfazados por puentes disulfuro (fig. 11). Protefnas con este peso molecular se han

encontrado en los sigulentes estudios: una glicoproteina antigénica do 120 kDa, junto

con otras glicoprotefnas fueron identificadas por sueros de pacientes anfarmos en fase

crénica on la superficie da tripomastigotes, al ser removidos por protaolisis de tripsina

inhibe la entrada a las células hospederas por el parésito {Andrews, Katzin y Colli, 1984),
el Antigeno Ssp-1 fué definido por un anticuerpo monoclonal 2H11, es una proteina

aislada de tripomastigotes, la cual es excretada poco despuéds de comenzar la

transformacidn en el tripomastigote y presenta un masa molecular de 100, 120 y 150

kDa, menclonando que el polimorfismo se debe a la cantidad de azticares prasentes

{Andrews y col., 1987). La mentablemente nosotros no pudimos verificar si este antigeno
se encuantraen la fase de tripomastigotes por carecer de material biolégico para realizar

dicha prueba.
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Otra caracter(stica del antigeno Ni 65/60 puro, as que no se la encontr6 actividad
enzimética, a pesar de que cuando se obtuvieron los antigenos Ninoa por cromategrafia
de afinidad se observé una actividad enziméatica en el 4rea de 60 kDa y 40 KDa, tal

vez las condiciones de electroelusién utiizadas no sean las mas adecuadus para CoNSEIVEN
la actividad enzimética de la glicoproteina (fig, 13).

Cuando se realizd el anélisis Inmunoldgico para verificar el posible uso potencial en

el diagnédstico dal antigeno Ni 65/60, ya que habia sido raconocida por anticuerpos en

suero de pacientes conia enfermedad an fase crénica (fig. 17) y por sueros de personas

de una &rea endémica {fig. 18). En otra prueba mas, se encontré que sueros de pacientes
infactados con Lejshmania también reconocen el antigeno Ni 65/60 (Fig. 19). Se han

hecho estudios donde se observa que los antigenos de I. giuzi, pueden presentar
reacclones cruzadas con antigenos Leshmania donovanii vy L. mexicana, que estan

relaclonadas evolutivamente con I. cruzl (Carvalho, Reed y Johnson Jr., 1987}, o blen

que las enfermedadas que producen ambos par4sitos puaden cohexistir al mismo tiempo
dentro de un mismo Individuo (Chiller, Samudio y Zoulek, 1990). En nuestro caso no

s¢ pudo comprobar cual da las dos posibilidades provoco los resultados observados.

El antigeno Ni 65/60 podria ser utilizado en cambio en estudios de profilaxis o de proteccién
pasiva. Por ejemplo, existen reportes de antfgenos, que al ser usados para proteger
generan una respuesl'a inmune favorable (Rowland, Mikhail y McCormick, 1992}. El
hecho de que el antigeno Ni 65/60 sea reconocido también por sueros pacientes infectados
Leshmania, plantea la posibilidad de usarlo para la proteccién a ambas enfermedades

en diferentas Individuos, o atin mé4s, en el mismo individuo, ya que existen reportes
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de la cohexistancia de ambas enfermedades en uﬁ mismo individuo, que generalmente
vive en un drea endémica para los dos parasitos {Chiller, Samudio y Zoulek, 1990; Badaro
y col., 1986).

Con respecto a el reconocimiento por anticuerpos anti Tagnia solium, no existe reporte
alguno de reaccién cruzada antre individuos perteneciantes a estas dos phyla.

Por «ltimo, se logré producir anticuerpos policlonales anti antigeno Ni 65/60 en ratdn,
fueron usados para realizar la Inmunoflucrescencia (IFl) para lalocalizacién del antigano
Ni 65/60 en el pardsito. Sa observé que con el suero hiperinmunae {fig. 16.B) anti Ninoa
de ratén, utilizados como control positiva, detecta a todo al parésito, fluoresciendo
intensamente, en comparacién con el suero de anticuerpos paliclonales anti Ni 65/60
{fig. 16,F), sa observé que astos datactan, s6lo una estructura en el interior del cuerpo.
En casi toda la poblacién revisada ds pardsitos, se observé gue principalmente esté
en la parte anterlor al nicleo, en los rastantes se observé en la parte media y posterior
a el nicleo, esto pueds ser que el organelo detectado sea posiblemente al cinetoplasto.
Ahora bian, el hecho que el anticuerpo reconociera una estructura interna del parésito,
puedae ser daebido a que al realizar el proceso ds fijacién, permeabllizaranlos parasitos,
estos pudieron haber sufrido un choque hipoténico durante la técnica, romplendose
la membrana del mismo y permitiendo la entrada de los anticuerpos hacia el interior
del parésito.

Al obtener asta resultado y comparar con los estudios hechos sobre localizacién da
antigenos del parésito, solo se encontré una similitud con el amigéno Ssp-1 {Andrews

y col,, 1987), este es una glicoproteina de un peso molecufar 100-120-150 kDa, especifico
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da la fase de tripomastigotes, reportado por Andrews y col. {1987), encontraron que
con la prueba de IFl es detectado por anticuerpos monoclonales (2H1 1) en dos cepn‘s
probadas (Y y G) en el interior y superficie del cuerpo del parésito. Como ya se habla
mencionado anteriormente Ssp-1, presenta un peso molscuiar sensjants con el antigeno
Ni 65/60 en condiciones no reductoras, que es una glicoprateina y ahara se podria agregar
¢l rasultado de la prueba de IFl con los anticuerpos anti antigeno Ni 65/60 producidos
en este trabajo, ya que es localizado sélo en el interior del protozoario, alinqus ellos
raportan que es espacifico da tripomastigotes. La difarencia que se prasenta en ambos
ant/genos se podria atribuir a la utilizacién de cepas sudamericanas, en tanto que aqul
sa asta utilizando una cepa mexIcana, asi mismo los investigadores qua reportan el Ssp-1,
ancuentran diferencias entre las dos cepas utilizadas en cuanto a la expresi6n del antfgeno
en al proceso da la diferenciacién intracelular y extracelular. Esto podria ser debido a

fa heterogeneldad, que se presenta entra las cepas del parasito (Heterogeneldad. apartado

1.1.D},
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. V.2 CONCLUSIONES.

Se encontrd que el parésito protozoarlo Trypangsoma cruzi causante de la enfermedad
de Chagas tlene un amplio espectro protelco al analizar a través de la separacién de
extractos solubles totales en geles de poliacrilamida varla cepas {Ninoa, C,, Yuc H1

Y 221).

Se determiné qua los anticuerpos producidos en conejo reconocan antiganos similares

1. T

principal proteinas con pesos moleculares de 65/60,

en las cuatro cepas an

45, 38, Y 28 kDA,

Sa purificé un antigeno de la cepa mexicana Ninoa por cromatografia de afinidad y por

electroelusion,

se determiné por andlisis en geles de poliacrilamida, que el antigeno presenté un peso
molecular aproximado de 120 kDa, constituida por dos subunidades de 65 y 60 kDa,

y as da naturaleza glucosidica.
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Se detecté al antigenc en una estructura interna del pardsito que corresponds al

cinetoplasto.

El anélisis inmunolégico determiné que la glicoprotalna purificada, fue reconocida por
pactentes Chagésicos crénicos y tal vez también por pacientes en fase dguda o
Indeterminada, pues fue reconocido por individuos seropositivos viviendo en zonas

endémicas para esta enfermedad,

Se encontré que este ant@eno también ests presenta en Leishmania, pero ausente en

otros protozoarios.

En resumen los estudios realizados en esta Tesls aportaron datos praliminares sobire
una moléculas de T. cruzi que os antigénica y compartida con Lehsmanla, qua amerita -
ser estudiada con mis profundidad para determinar su funcién y su posible uso come

antigeno protector.
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ANEXOS.

Anexol

Protocolo de electroforesis en condiciones reductoras.
Todas las tdcnicas realizadas de anilisis electroforéticos de los antlgenos purificados por
cromatografla de afinidad y el antigeno electroeluido, se realizar6n en una cAmara Minl-Protean
1 Dual Slab Cell (Bio-Rad).
Preparacién de los geles.

a) Gel Separador al 10%.

Acrilamida al 30% - Bisacrilamida al 1% 1.66 ml

4XTris-HCl 1.5 M/SDS 0.4% pH 8.8 1.25 ml

Agua deslonizada 2.08m

Degasificar al vacio con agitacién continua la solucién de 10 a 15 min antes de agregar
los siguientes reactivos.

Amonio persulfato al 10% 0.016 m!

Temead 0.003 ml

Colocar el gel entre los cristales ya montadosy agregaragua para visualizar cuando ya haya
polimerizado.

b) Gel Concentrador al 5%.

Acrilamida al 30%- Bisacrilamida al 0.8%  0.27 m!

4XTris-HCI 0.5 M/SDS 0.4% pH 6.8 0.417mi

Agua desionizada 1.017m!
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Degasificar al vacio con agitacién continua la solucién durante 5 min antes de agregar los

sigulentes reactivos.

Amonio paersulfato al 10% 0.008m!

Toemed 0.002m1

Vaciar el agua que se encuentra sobre el gel separador y agregar el gel concentrador
colocando un paine con los pozos nacesarios para el niimero de muestras que sa van a
analizar.

c}Preparacién de la muaestra

La muestra a analizar se prepara 1:1 volumen con el siguiente amortiguador:

Tris-HCI pH 6.8 05M
Glicerof 20%
sbs 2%
2-B-mercaptoetano! 2%
Azul de bromofenol 1%

La muestra se hlerva durante 5 min y se coloca en el gel con micropipatas.

d} Condiciones da corrida.

Se coloca el amortiguador de corrida, Tris 25mM, Gliclna 192mM y SDS 0.1%, a 200 volts

45 min aproximad ta.
8} Fijacién.
Al termino de la elactroforesis el gel se coloca durante una hora en ia siguiente soluci6n:
Isopropanol 50%
Acido acético 7%
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f} Tincién.

Después se coloca en un solucién de azul de Comasie durante una hora:

Metanol 50%
Acido acético 10%
Azul de coomasie 0.05%
Agua desionizada 40%

Para aclarar y visualizar {as protelnas se preparo la siguiente solucién:
Metanol 20%
Acido acético 7%

Sa realizaron varios cambios hasta aclarar totalmente el gel.

111



Anexo Il
Protocolo para Western blot.
Todas las técnicas que se realizarén de Western Blot se utilizé la cdmara Mini Trans-Blot
Elactrophoretic Transfer Cell Bio Rad.
1.- La praparacion del gel para inmunoblot se realiza de la misma manera como sa explica en
el Anexo |, solo qua el gel separador se forma con un peine para geles preparativos. En este
caso este se incuba en el amortiguador de transferencia en vez de fijar sl gel.
2.- Transferencla de proteinas a papel de nitrocelulosa.

a: Se prepara un amortiguador de Tris 25 mM, Glicina 192mM, Metano! 20% a pH 8.3, en
el cual se incuba un par de esponjas, un par de p;peles filtro, el gel y papel de
nitrocelulosa por 15 min antes de proceder a la transferencia. Después da este periodo se
procede a colocar en un dispositive de actllico en forma de un emparedado: una esponja, un
papel filtro, el ge!y el pape! de nitrocelulosa; nuevamente un papel filtro y la
esponja. Todo esto deba quadar totalmenta centrado en el casetta y libre de burbujas para
evitar rasistencia de !as protelnas a transferirse a el papel de nitrocelulosa,

Cuidando que el gel se encuentre hacia el eléctrodo negativo y el papel de nitrocelulosa hacia
el positivo.

b: E! mismo amortiguador es utllizado para la transferencia, Dentro de la cdmara debe
colocarse una unidad de anfriamiento con agua desionizada congelada praviamante. El tiempo
de! proceso es de 75 min a 100 volts.

c: Al terminar el paso anterior para monitorear la transferencia de proteinas se tifie una tira

del papel transferido con amido black al 0.1%, isopropanol al 25% y 4cldo acético al 10%
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durante cinco min y se destiie en isopropanol al 25% y 4cido acético al 10% por 10 min

d: Para evitar un pegado Inespecifico el resto del papel se bloquea con albimina al 1% en
PBS durante toda la naoche con agitacién continua a temperatura ambiante.

3.- Formacién de la reaccién inmunoenzimética en ta membrana.

a: Se corta en tiras sl papel de 0.4 cm con 6ug de proteina por tira de papel e incuban con
los sueros a analizar diluidos en albamina al 1% en PBS durante 2 horas a tamparatura
amblente con agitaclén continua.

b: Las tiras de papel se lavan con PBS-twean 20 al 0.1% 5 min/seis veces.

c: Se aflade un segundo anticuerpo unido peroxidasa en PBS-tween 20 al 0.1% diluldo
1:2000. Este se incuba durante 2 horas a temperatura amblente con agitacién continua.

d: Nuevamenta se lavan las tiras de papel con PBS-tween 20 al 0.1% cada & min/ sels
veces.

a: Pararevelar la reaccién se agrega el sustrato 3'3-diamonobenzidina en una concentracién
0.5mg/ml disuelto en PBS méis 0.02% de peréxido de hidrégeno y se espera una reaccién
calorida, »

f: La reaccién se detiene quitando el sustrato y agregando agua desionizada. Y las tiras se

sacan entre papel filtro.
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Anexo tll
Protocolo para la reaccién de Shiff-Pas.

1.- Preparaci6n del reactivo de Shiff, para 200 ml.

Fucsina bésica 2gr
Metabisulfito de potasio 149r
Acldo clorhidrico TN 10ml
Carbdn activado 2 gr

8) En agua hirviendo y agitando se agrega el colorante, mantanar a 50°C, sin dejar de
agitar.

b} Filtrar y afiadir en el momento el Acido clorhidrico 1N a temperatura amblenta.

c) Agregar el metabisulfito de potasio.

d) Dejar la solucién preparada durante 12 hrs,

e} Afiadir el carbdn y agitar por un min y filtrar dos veces en papel whatman no.1,
almacenar a 4°C.
2.- Fijar el gel duranta una hora en la solucién que se disuelve el azul de Comasie, e
Inmediatamente colocarlo en dcido tricloroacético al 10% durante 12 hrs, cuidando que se
encuentre a 4°C,
3.- Lavar con &cido acético al 7% durante 30 min a temperatura ambiente.
4.- Colocar el gel en 4cido pery6dico al 0.02% a 4°C durante 45 min en obscuridad.
6.- Se coloca en el reactivo da Shiff, inmediatamente después de un réapido lavado con écido
acético al 7%. Se mantiens en obscuridad durante toda la nocha,

6.- Finalmente se deja a temperatura ambiente, la reaccién se observa cuando comienza a
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parecer una coloracién rosada sobre el gel, llegando hasta un tono rosa fuarte o caﬁl rojo.
7.- Por Gltimo se aclara el fondo del gel con dos o tres lavados de éclde acético al 7%,
manteniendose las proteinas positivas.

8.- Por tltimo el gel se deja en agua desionizada.

115



Anexo IV
Protocolo para la deteccidn de actividad enzimatica.

1.- Preparacidn del gel utilizado en la detaccidn de actividad enziméatica de protelnas,

a) Gel separador al 10%

Acrilamida al 30%/ bisacrilamida al 1% 1.65 m!
4X Tris-HCl 1.5 M/ SDS 0.4% pH 8.8 1.125ml
PBS 0.05 m\
Gelatina al 1% 045 ml
Agua desionizada 1.225ml

Se mezcla perfectamente todas las soluciones y después se agregan los sigulentes

reactivos.
Amonio persulfato al 10% 0.010 m!
Temed 0.005 ml

b) Ge! concentrador al 5%

Se prepara siguiendo la metodologia especificada en el anexo .

¢) Amortiguador de corrida.

4XTris-HCI pH 8.8 0.025 M 1.211 gr
Glicina 0.192 M 5.765 gr
SDS 4% 04 gr

d) Preparacién de la muastra.
Para praparar cinco m! del amortiguador.

SDS 2.5% 05 gr



Sacarosa 1% 0.2 gr

Rojo de fenol 4ug/mi 0.0020gr

La muestra se coloca 1:1 volumen, sin hervir en los pozos del gel.

Las condiciones de colocacién de la muestra y corrida para la electroforesis deben ser a
4°C, a 100 volts durante 2:30 hrs.
2.- Al termino de la elactroforesis al gel se le dara el sigulenta tratamiento:

a) El gel se coloca durante una hora agitando genarosamente on una solucién de Tritén X-

100 al 2.5%., en un volumen de 300 mi, para remover el SDS.

b) Se tranfiere a un bafio a 37°C de glicina-NaOH a1 0.7 M pH 8 e incuba durante 2 horas.

c) El se fija y tiile durante una hora en la siguiente solucién:

Amido black 0.1% 0.05 gr
Matanol 30% 150 m!
Acido acético 10% 50 ml

Agua deslonizda 60% 300 m!

d) El gel es aclarado en la misma solucién sin amido black.
3.- La actividad se datecta en bandas claras, donde el sustrato a sido digerido por a proteasa

correspondiente.
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