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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una las enfermedades més importantes en el
mundo. El diagnodstico en la etapa crénica e indeterminada se basa en la
confirmacion serologica de la exposicion a 7. cruzi, pero debido a que los
meétodos serologicos y los antigenos hasta hoy empleados no han mostrado la

. especificidad deseada, por reaccion cruzada con otros tripanosomatidos, se

contindia aiin la bisqueda de mejores antigenos. Recientemente se han utilizado
distintas proteinas purificadas y recombinantes para este fin.

Como una alternativa para obtener mejores antigenos, se utilizé un antigeno de
C. luciliae, Tripanosomatido de insectos no patdgeno al humano, cuya reaccion
cruzada con I cruzi se comprobd desde la década de los 70°s, ademas de tener
la gran ventaja de crecer en un tiempo més corto que 7. cruzi y su no
patogenicidad para el hombre, que lo hace facilmente manejable en el
laboratorio y sin riesgo de infeccion. En ensayos de ELISA utilizando este
antigeno mostré una sensibilidad del 100% vy una especificidad del 83% al
probarse 91 sueros de pacientes con Chagas y 127 sueros de pacientes con otras
enfermedades, de los que 21 eran pacientes con toxoplasmosis, 32 con
leishmaniosis, 33 con enfermedades reumaticas sistémicas y 41 cardiopatas no
chagasicos. Por andlisis con Western blot se reconocié una banda
inmunodominante de 30 kDa por sueros de pacientes chagasicos sobre el
extracto crudo de C. lucilize, que alcanzd una especificidad del 97% en el
reconocimiento de esta banda. Al estudiar la estructura bioquimica de esta
proteina, se observé que los carbohidratos que forman parte de ella, no estan
involucrados en el reconocimiento de esta banda de 30kDa por los sueros de
pacientes chagasicos.

La busqueda del gen homologo al de la gp de 30 kDa de C. luciliae en una
biblioteca de ADNc de 7. cruzi, con el uso de anticuerpos dirigidos contra esta
banda, no fue exitosa, pero con la utilizacion de técnicas mas sensibles podria
obtenerse el gen esta proteina de 30kDa, generarla en forma recombinante y
emplearla para el diagnostico de la enfermedad de Chagas en pacientes
cardiopatas que ingresen al Instituto de Cardiologia “Ignacio Chavez”.
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1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La enfermedad de Chagas o Tripanosomosis Americana es considerada una de fas seis
enfermedades tropicales més importantes en el mundo®. Esta zoonosis afecta al hombre y a mamiferos.
que se consideran reservorios y juegan un papel muy importante en Ja diseminacion de la enfermedad
El agente etioldgico es un flagelado del orden Kinetoplastida, el Tiypanosoma (Schizotripanum) cruzi

Son agentes transmisores de 7 cruzi, los triatominos de Ja familia Reduviidae. Las 118 especies
de estos triatominos estan agrupadas en 5 tribus y 14 géneros Los géneros mas importantes son
Rhodnius, Prastongylus v Triatoma Dentro de los géneros estan incluidos 100 especies, de las cuales
aproximadamente 16 son importantes epidemiologicamente en diversos paises de Centro y Sudamerica
asi como en México'****!

En 1907 Carlos Chagas en Minas Gerais Brasil. observo una gran cantidad de reduvidos que
infectaban las casas de las zonas rurales, encontrando flagelados en el intestino de estos insectos En
1908 describio el primer caso de Tripanosomosis humana, en una nifia de dos afios’ vy en un periodo de
dos afios describe las caracteristicas de la enfermedad. por lo que el padecimiento lleva su nombre

En la actualidad se estima que de 16 a 18 millones de personas estan infectados, de los cuales 3
a 5 millones pueden presentar complicaciones cronicas. Por otro lado, estudios epidemiologicos
indican que la incidencia de infeccion es cerca de un millon de casos al ano'®.

En la mayoria de los individuos infectados, durante muchos afios (fase cronica) existe una carga de
parésitos baja y pueden presentar parasitemia esporadica, escasa y autolimitada. Aproximadamente solo

15 al 20% de los individuos en 1a fase indeterminada desarrollan enfermedad cronica'™”

1.2 CICLO BIOLOGICO

7. cruzi es un parasito que durante uno de los estadios de su vida vive en la sangre y/o en
tejidos de una gran variedad de vertebrados y durante otros estadios. habita en el intestino de los
triatominos hematofagos'®. La estrategia que les asegura el éxito a los parésitos protozoarios. es la

capacidad que tienen de transformacion o adaptacion a cambiar seglin cambie su medio ambiente



121 CICLO DEVIDA DE T. cruzi EN FL HUESPLED INVERTIEBRADO (Triatominos)

En 1979 Dias® hizo una descripcion clara sobre el ciclo de vida de 7. cruzi en el huésped
invertebrado. El ciclo de vida comienza cuando el triatomino ingiere la sangre de humanos o animales
mamiferos infectados, en la cual se encuentran los tripomastigotes sanguineos, que es la fase infectiva
para el insecto; en esta fase el parasito mide aproximadamente 20-25 micras de longitud, contiene un
cinetoplasto grande situado en el polo anterior de fa célula del cual sale una membrana ondulante que sc
convierte en flagelo y no es capaz de dividirse ya que no sintetiza ADN' En el tubo digestivo del
insecto se inician dos ciclos vitales paralelos, al transformarse el tripomastigote tanto en epimastigotes
como en esferomastigotes’™', las cuales pueden identificarse desde el estdmago hasta el recto del
transmisor. En el intestino los epimastigotes se dividen activamente por fision binaria longitudinal. estos
miden 25-30 micras, tienen un cinetoplasto anteronuclear y poseen una membrana ondulante que en el
extremo de la célula se convierte en flagelo Al final del ciclo, tanto el epimastigote como el
esferomastigote se convierten en tripomastigotes metaciclicos que son eliminados por las heces y
constituyen la fase infectiva para el mamifero.

1.2.2 CICLODEVIDA DE T. cruzi N FL HUESPED VERTEBRADO

Durante o poco después de alimentarse el triatomino infectado, de un huésped vertebrado sano.
libera al defecar los tripomastigotes metaciclicos, que penetran al vertebrado ya sea por el lugar de
picadura, por mucosas, o cualquier sitio donde se rompan las barreras naturales de la piel. el parasito
mide aproximadamente de 20-25 micras de longitud, es fusiforme v tiene un cinetoplasto grande.
colocado en el polo posterior de la célula, del cual sale una membrana ondulante que se convierte en
flagelo. Una vez que penetran los tripomastigotes metaciclicos a las células del mamifero. se
transforman en amastigotes, fase que mide 2-4 micras de didmetro, tiene un gran nucleo excéntrico v
carece de flagelo libre, el amastigote se multiplica rapidamente por fision binaria en las células det
mamifero, de donde son liberados al torrente sanguineo transformandose en tripomastigotes sanguineos
y permanecen asi cierto tiempo antes de penetrar a otros tejidos, para multiplicarse nuevamente como
amastigotes. El ciclo se completa cuando un triatomino libre de infeccion se alimenta de un mamifero
infectado, ingiriendo asi los tripomastigotes sanguineos que es la fase infectiva para el insecto. los
parasitos realizan una serie de diferenciaciones en ¢l tubo digestivo del triatomino. para aparecer de
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nueve como tripomastigotes metaciclicos en las heces del insecto™.
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En el paso 1 los tnpomastigoles metaciclicos que se hiberan en las heces del msecte entran al vertebrado por ol
orificio de alimentactdn u otra hends infectando células deb hospedero: paso 2 los parasitos escapan de fa vacuela v s
transforman en amastigotes, paso 3 se replican cn ¢l citeplasma. paso 4. se diferencian en tripomastigotes procicheos. pase
son lLiberados al romperse Ja célula hospedera. pasos 4a v 52 un subciclo alternative en el verlebrado ocurre cuands los
amastigotes se liberan a partir de una ruptura prematura o (paso la) cuando s diferencian extracelularmente en amastigotes en
este caso son mgeridos por macréfagos pero sobreviven v completan el ciclo { Tomado de Burleigh, B. y Andrews, N, 1993 v

1.3 FASES DE LA ENFERMEDAD
V3.1 FASE AGUDA

En la fase aguda tras un periodo de incubacion asintomatico. entre 4 a 10 dia. se presenta
malestar general, fiebre, miopatia, adeno, hepato y esplenomegalia y en ocaciones meningo- encefalitis v
carditis; este cuadro complejo solo es diagnosticado correctamente en el 1% de los casos agudos

Esta fase puede presentarse en cualquier edad. pero en zonas endémicas se detecta
principalmente en personas menores de quince aifios. En menores de dos afios puede ser fatal hasta en

10 a 15% de los casos. La duracion del periodo febril entre dos a cuatro semanas guarda relacion con la

parasitemia.
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132 FASE CRONICA INDETERMINADA

Después de 8 a 10 semanas post-infeccion se establece la fase indeterminada. que se caracteriza
por ausencia de sintomas, en esta fase ya se puede demostrar la presencia de anticuerpos contra el
parasito en suero y la parasitémia solo es demostrable por xenodiagnostico en el 20 a 60% de los
casoss
133 FASE CRONICA SINTOMATICA

El 15 a 20% de los individuos con fase indeterminada evolucionan a la fase sintomatica Las
manifestaciones clinicas de esta fase se presentan después de 20 a 30 afios de infeccion. y es la
cardiomiopatia la mas frecuente y conocida; en donde los sintomas dependen del grado de dano al
miocardio’”. También son comunes las manifestaciones digestivas. como el megaesofago y megacolon.
que son ¢l resultado de la destruccion del plexo mientérico por lo que se presentan alteraciones en la

movilidad del tracto digestivo

1.4 MECANISMOS DE TRANSMISION

Desde 1909 se sabe que el mecanismo natural de transmision al hombre, es por medio de los
triatominos infectados, pero también se han descrito otras vias de transnusion
1.4.1 TRANSFUSION SANGUINIA

Mazza'™ en 1940 fue el primero en mencionar la posibilidad de transmision por esta via. que
tiene gran importancia debido a la migracion de individuos de areas rurales endémicas a areas no
urbanas Cerisola y col * verificaron que el riesgo de infeccion aumenta proporcionalmente con el
nimero de transfusiones y que los parasitos permanecen viables hasta 18 dias en las condiciones de
alimacenamiento en los bancos de sangre. Actualmente se reconoce como la segunda via de transmision
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en importancia ™ '™

1.4.2 TRANSPLACENTARIA

El primer registro de infeccion Chagasica congénita fue realizado por Carlos Chagas en 19 1
La transmision por esta via estudiando los hijos nacidos de madres con serologia posttiva, oscila segun
las diversas publicaciones entre el 1% y ¢l 4%, encontrandose distintos datos segun la zona geografica
estudiada. AGn no se conocen cuales son los mecanismos propios del paréasito o del huésped por los

cuales se produce la infeccion en algunos y no en todos los hijos de madres Chagasicas'.



1.4.3 POR LECHE MATERNA

Este mecanismo de transmision es ain controversial, debido a que se han descrito casos de
transmision durante la lactancia, sin embargo, no se ha podido demostrar experimentalmente. La escasa
frecuencia de transmision por esta via, hace que se considere como un mecanismo de transmision
excepcional*®.
1.4.4 TRANSPLANTE DI ORGANOS

Este mecanismo de transmision actualmente es de gran importancia debtdo al incremento en los
transplantes, siendo una situacion muy parecida a las hemotransfusiones. El riesgo se incrementa debido
a la terapia inmunosupresora admimstrada al receptor del organo. originando una infeccion aguda
grave que puede ser fatal, por lo que se tiene que tener mucho cuidado en la eleccion de donadores de
organos’,
1.4.5 DIGESTIIA

Son muchos los estudios que demuestran experimentalmente la infeccion de 7. cruzi a traves
del tracto digestivo en diversas especies animales y bajo las mas variadas formas de ingestion'™ La
infeccion humana con 7. cruzi por via bucogastroentérica fué supuesta por Mazza y actualmente ha
sido ampliamente demostrada con la aparicion de casos clinicos y brotes epidémicos en Brasil"™.
1.4.6 ACCIDENTES EN EL LABORATORIO

Se han descrito varios casos de transmision accidental en centros de investigacion al manipular
cultivos de 7. ¢rwzr, triatomas o animales infectados. al realizar necrépsias sin guantes. extraer sangre
de individuos infectados y por otras causas no previstas en cualquier laboratorio de estudio de
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Tripanosomosis' .

1.5 PATOGENIA

La evolucién lenta de la patogenia en la Miocardiopatia Chagasica Cronica (MChCr). ast como
la ausencia de un modelo experimental que la reproduzca satisfactoriamente. son unos de los principales
problemas para su estudio. La gran informacién que de ella se tiene, ha sido de los estudios necropsicos
en humanos. Se han sugerido seis mecanismos que pudieran explicar la patogenia de la enfermedad
de Chagas:
a) Lesion directa de tipo mecanico por parasitismo de las células con 7. cruzi

b) Lesion producida por toxinas liberadas por el parésito o por la interacion de este v la celula huésped



¢) Alteracion del sistema nervioso autonomo

d) Lesion inducida por respuesta autoinmune del huesped
e) Lesion microvascular

f) Teoria combinada o mixta

a) LESION DIRECTA:

En la etapa aguda hay gran proliferacion de parasitos dentro de las células. los dafos tisulares
durante esta etapa pueden deberse a un efecto citopatico del parasito, lo que resulta en una miocarditis
y encefalitis que se observa en la mayoria de los casos agudos. y son provocadas por la respuesta
inflamatoria inespecifica producida por la desintegracion def parasito v de las células infectadas.

El crecimiento de los amastigotes dentro de las células. lleva a la formacion de mdos de
parésitos que evolucionan a formas flageladas que son liberadas del pseudoquiste y dejan una fibra
ahuecada o un saco sarcolémico vacio: este mecanismo propuesto por Vianna'™. Mazza v Jorg"™. no
concuerda etiopatologicamente con la gran extension de la miocitosis y fibrosis en la etapa cronica. va
que aqui hay una presencia relativamente escasa o ausente de los nidos parasitarios. Ademas. a nivel
experimental, se ha observado que los nidos de amastigotes alteran el metabolismo y funcionalidad
celular, sin causar miocitolisis
h)  LESION POR TOXINA DT, cruzi:

Desde 1911 Vianna'” propone la existencia de una toxina Chagasica responsable de la
miocitolisis, que acompaiia la ruptura del pseudoquiste, en 1956 Koberle™ re-toma esta teoria que hasta
la fecha no ha sido demostrada satisfactoriamente
¢) ALTERACIONES DEL SISTIMA NERTTOSO AUTONOMO:

En 1961 Kéberle y Alcantara®™ proponen la teoria de que la enfermedad de Chagas podria ser
una verdadera neuropatia, sugiriendo que la aparicion de las megavisceras y cardiopatia. son el
resultado de la denervacion por destrucion de las neuronas y fibras nerviosas de manera difusa
Aln hay duda para afirmar que la miocardiopatia Chagasica cronica se deba al dafio de las neuronas
auténomas cardiacas, ya que solo el 30% del total de pacientes chagasicos crénicos presentan lesiones
del sistema nervioso autonomo™"’

d) LESION INDUCIDA POR LA RESPUESTA AUTOINMUNE DEL HUESPLD:
En 1929 Magarinos-Torres postula un mecanismo alérgico en la patologia de la MChCr.

naciendo en ese momento las bases de la actual inmunopatologia de la enfermedad de Chagas. Desde

$]



1940 a 1943 Mazza y Jorg proponen la teoria alérgica-lesional. suponiendo los fendmenos
granulomatosos y necréticos, a un choque antigeno anticuerpo’”.

En 1974 Cossio y col® demuestran por inmunofluorescencia indirecta la presencia de
anticuerpos contra Endotelio, Vasos e Intersticio (EVI), en pacientes Chagasicos ¢ronicos y agudos La
presencia de anticuerp'os antinervios periféricos fué descrita en 1979 por Khoury y col 7 asi mismo
Ribeiro Dos Santos y col."** demostraron la existencia de anticuerpos antineuronas. Posteriormente
este grupo demostrd que los anticuerpos EVI no reaccionaban con tejido humano, pero si con tejido de
rata, lo que sugirié la naturaleza heterofilica de! anticuerpo EVI, que lo transforma en un anticuerpo
incapaz de cumplir un rol patogénico directo: esta misma observacion se hizo también con anticuerpos
antinervios periféricos Otra de las moléculas involucradas en la patogenia de Chagas. por tener
reaccion cruzada con 7. cruzi. es la laminina; el reticulo sarcoplasmico y musculo esquelético. tambien
participan en la patogenia

Debido a que existen controversias entre los diferentes trabajos. los hallazgos solo sugieren que
existen evidencias de alteraciones inmunes. ya que no hay una prueba concreta que afinme que la
MChCr asi como las megavisceras tengan una real patogénia autoinmune
e) LESION MICROVASCULAR.

En 1958 Mangiros-Torres identifico en autopsias de pacientes con MChCr irregularidades y
constricciones de las arteriolas intramiocardicas™ Jorg” describio en pacientes con MChCr una
progresiva descapilarizacion con desorganizacion en la red capilar por infiltracion inflamatoria. que seria
co-causa de la miocitolisis focal. Por otro lado Rossi v col'™. hallaron agregados plaquetarios v
trombos oclusivos en la microcirculacion de ratones con enfermedad cronica y sugirieron que estas
lesiones obstructivas podrian causar necrosis y degeneracion miocardica focal Apartir de 1985 se
empiezan a realizar una serie de trabajos experimentales que postulan a las alteraciones
microvasculares en la patogenia de la MChCr.

En estudios en ratones y células endoteliales humanas, Morris, Tanowitz y Witter'"”, sugieren
una secuencia de eventos fisiopatogénicos, que consisten. 1) respuestas inmunes secundanas. 2)
Infeccion de células endoteliales y miocitos, con alteraciones en la sintesis de la mattiz celular, 3)
Respuesta inflamatoria que potencia las interaciones entre plaquetas, granulocitos y células endoteliales.
4) Accién de la neuraminidasa del parasito, que removeria residuos del acido sialico de la superficie de

Jos miocitos y células endoteliales, lo que altera la homeostasis intracelular de Ca++ A pesar de los



esfuerzos hechos por varios investigadores, no tiene resultados convincentes para ser implicados como
causa dominante en la patogenia de la enfermedad en humanos.
) TEORIA COMBINADA O MIXTA:

Ninguna de las teorias antes mencionadas se ha demostrado contundentemente, ni explican por
si solas la patogenia de la MChCr, por ello podria sugerirse que varios mecanismos podrian ser
responsables del dafio durante la etapa cronica de la enfermedad. Desde 1965 Jorg formuld fa hipotesis
de la teoria combinada o mixta” y recientemente Tafuri afirmd que “Tambien en la enfermedad de

Chagas los mecanismos patogénicos deben ser multifactoriales™'**.

1.6 INMUNOLOGIA
1.6.1 MECANISMOS FEFECTORES DI RESISTENCIA

El macrofago es una de las células importantes que actia durante la resistencia a la infeccion.
tanto como presentadores de antigenos del parasito, & como célula efectora responsable de la
destruccion de estos. Los tripomastigotes sanguineos contienen glicoproteinas con actividad
antifagocitica que los hace resistentes a la fagocitosis por los macréfagosm. pero gracias a la accion
opsonizadora de los anticuerpos y a la activacion de los macrofagos por medio de linfocinas como son
TNFo, GM-CSF, TL-4 y principalmente por el INFy, producidas por los linfocitos T estimulados por
componentes del parasito, aumentan la capacidad parasiticida del macrofago. debido a la produccion de
especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico

Las células NK (Natural killer) juegan también un papel muy importante en la resistencia a la
infeccion aguda con 7. crwzi, su actividad aumenta a los pocos dias de la infeccion v va acompaiada
con el aumento de los niveles séricos de INFo, By v

El Complemento es otro de los mecanismos efectores. que a través de la via altema sin
necesidad de anticuerpos lisa epimastigotes, pero la forma sanguinea. al 1gual que los tripomastigotes
metaciclicos no son sensibles a la via afterna y requieren la presencia de anticuerpos para ser lisados por
la via clasica®™®, a pesar de esto se ha demostrado que en animales normales como en los deficientes
de complemento, la suceptibilidad en la fase aguda es similar™, lo que sugiere que los anticuerpos
también estan involucrados en la proteccion, ya que median las reacciones de citotoxicidad celular Los
distintos estadios del parasito son suceptibles de ser destruidos por este mecanismo que sera distinto de

acuerdo al tipo de célula efectora y su modulacion por las linfocinas producidas por los linfocitos T



Uno de los mecanismos citotoxicos mas importantes en las células fagociticas v que tiene
capacidad tripanocida, es aquel que es dependiente de oxigeno (Oz) y sus productos: peroxido de
hidrégeno (H0,), anién superoxido (O5), anién hidroxilo (OH) v oxigeno simple (O2). El peroxido de
hidrogeno parece ser la especie reactiva mas importante en la destruccion intracelular de los
tripanosomas en los macrofagos activados. Este metabolito es citotoxico para amastigotes.
tripomastogotes y epimastigotes. En éstos Gltimos se ha visto que la falta de las enzimas catalasa v
glutation peroxidasa los hace suceptibles al peroxido de hidrogeno. Las deficiencias de estas enzimas en
tripomastigotes y amastigotes estan aun por estudiarse'*.

La primoinfeccion con 7. cruzr cursa con una fase aguda. donde se observa una parasitemia
clevada. que generalmente s controlada por la respuesta inmune. despues se establece una fase cronica
en la que el huésped desarrolla una inmunidad que mantiene un balance entre la relacion huesped
parésito lo que lleva a la cronicidad de la enfermedad

En la etapa aguda se induce una activacion policlonal. donde hay produccion de anticuerpos
polirreactivos de baja afinidad, que colaborarian inespecificamente con procesos de opsonizacion 'y
fagocitosis™. La activacién policlonal es seguida de una fase de inmunosupresion. cuyo defecto central.
serfa la falta de produccion de TL-2, asi como de sus receptores. Los mecanismos celulares ¥
moleculares involucrados en la disminucion de IL-2 ain no se conocen, se sabe que no se debe a la
disminucion de las células que producen esta citocina, sino que podrian atribuirse a un efecto directo de
componentes del parasito asi como a células supresoras Esta disminucion de IL-2 es regulada a ninel

transcripcional, ya que estudios realizados en linfocitos T de ratones infectados que al ser estimulados
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con mitogenos se encuentra poca o nula produccion de RNAm de IL-277, aunado al bloqueo de

factores nucleares de transcripcion que se unen a sitios “enhancers” en el gen de IL-2", La
administracion de IL-2 in-vivo, revierte parcialmente la inmunosupresion, disminuyendo tambien la
parasitemia y mortalidad®’.

A pesar de la falta de IL-2 durante la fase aguda. que es necesaria como factor de crecimiento
para las células productoras de INFy, como los linfacitos T y las NK. los niveles de INFy se encuentran
aumentados, por los que podria creerse que hubiera otros factores que pudieran reemplazar a la jL-2'

Asi mismo se a visto que no hay activacion de las funciones Thl, ya que estan inhibidas las
reacciones de hipersensibilidad retardada, y aunque las células de bazo murinas durante esta fasc.

disminuyen su proliferacion, producen altos niveles de INFy en respuesta a mitogenos y antigenos



parasitarios, por lo que podria pensarse que la fuente de INFy proviene de linfocitos T CD4- y CDS-
116

Los titulos de anticuerpos especificos en humanos son elevados y generalmente la primera
inmunoglobulina en aparecer es de tipo IgM, alcanzando su mayor concentracion a la tercera semana
después de la infeccion, la IgG lo hace a la séptima semana, continuando elevada en la etapa cronica de
la enfermedad, a excepeidn de los pacientes con cura parasitologica. que recibieron drogas tripanocidas
durante la primo-infeccion®. Se ha asociado que los niveles altos de IgG contra 7. cruzi puedan ser
mantenidos por [L-4, ya que los niveles de YL-2 estan disminuidos en pacientes chagasicos cronicos' ™

La inmunosupresion parece estar confinada a las primeras etapas de la infeccion y en la
cronicidad tiende a la normalidad, ya que se ha visto que un factor inmunosupresor del parasito tiene su
accion durante la fase aguda v en la cronica aparecen anticuerpos que neutralizan este componente.
explicando el porqué de la inmunosupresion durante la fase temprana’ .

1.6.2 MECANISMOS DIEE PATOGENIA

En la fase aguda. los linfocitos T (CD4+, CD8~) y los anticuerpos intervienen en la proteccion.
va que si se impide la funcion de los linfocitos T. hay una baja de respuesta humoral en ratones. siendo
mas suceptibles a la infeccion por 7. cruzi '’ Inicialmente se le atribuia tanto a los linfocitos CD4~
como a los CD8+ su participacion en el desarrollo de los procesos inflamatorios en el miocardio
durante la infeccion cronica®, actualmente se ha demostrado que en ratones a los que se les eliminan
los linfocitos CD4-+ y/o CD8+. la inflamacion disminuye a los 20 dias. pero conforme avanza la
enfermedad. la respuesta inflamatoria en el corazon aumenta. por lo que los linfocitos CD4 + vy CD8-.
pudieran no estar involucrados directamente en los procesos inflamatorios pero si en la regulacion de la
carga del parasito a lo largo de la enfermedad'’

Otras células que podrian estar involucradas en el desarrollo de los procesos inflamatorios en
miocardio, son los macrofagos, ya que por el aumento de INF-y, estos se encuentran hiperactivados v
producen mediadores como son especies reactivas de oxigeno, citocinas como el TNFo y metabolitos
del acido araquidonico generados por las lipo-oxigenasas y ciclo-oxigenasas. El incremento de la
produccion de radicales libres podria inducir dafio tisular en las zonas con inflamacion Todo esto
sugiere una relacion entre la activacion de los macrofagos y la patologia de la enfermedad™ Las
prostranglandinas y los leucotrienos que son otros de los mediadores producidos por los macrofagos
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activados. también podrian estar implicados en los procesos inflamatorios’
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La funcién de los linfocitos T puede ser inducida o modulada por los factores producidos por
los macrofagos. Durante la infeccion con 7. cruzi los niveles de TL-1 no estan afectados. por lo que hay
estimulacion de Th2, sin embargo los macrofagos de ratones infectados son supresores activos de
Th1'®.

Durante la etapa cronica se han transferido tanto anticuerpos como células definidas de un raton
resistente a la infeccion a uno no sensibilizado, con el fin de determinar las bases de proteccion durante
esta fase, se observd que los anticuerpos v los linfocitos T son capaces de transfenr resistencia a la
infeccion™’

En la etapa cronica se alcanza un equilibrio huésped-parasito, que puede romperse en algunos
casos, al administrar drogas inmunosupresoras. Asi. la inmunidad que controla la infeccion cronica y
protege al huésped de la reinfeccion. es el resultado de la interacion de varios mecanismos inmunes
especificos y no especificos'™

Durante la division, liberacion o destrucion de los parasitos intracelulares en la célula huesped.
se liberan antigenos del parasito que pueden depositarse en la superficie de las células parasitadas o
normales, haciendolas blanco de los mecanismos de citotoxicidad directa o citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos®.

1.6.3 MECANISMOS DE ESCAPE DEL PARASITO

El éxito de las infecciones por parasitos se basa en la capacidad de estos para eludir los efectos
de la respuesta inmune del huésped Cuando el parasito logra introducirse al organismo. este enfrenta
mecanismos inespecificos de defensa entre los que se encuentra el sistema del Complemento. el cual es
evadido por el tripomastigote sangumeo y el amastigote. mas no por el epimastigote Esta evasion.
depende de algunas glicoproteinas (gp) del parasito, la mas importante tiene un PM de 160 kDa Esta
gp tiene la capacidad de unir C;b e inhibe la formacién de la C; convertasa, por lo que tiene asi una
secuencia y funcion parecida al factor DAF (Decay Accelerating Factor) que se encuentra en
mamiferos”’.

Durante la entrada a las células. el parasito lo hace por medio de receptores que evitan la
produccion del estallido respiratorio Una de las proteinas que logra hacer esto, es la llamada Penetrina.
la cual tiene un PM de 60 kDa vy se une de forma selectiva al menos a 3 componentes de la matriz

extracelular del parésito, como son fa colagena. el heparansulfato y la heparina®.
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Otras de las proteinas del parasito involucradas en la invasion hacia las celulas mamiferas. son
algunos sialoconjugados como la proteina Tc-85 y la Ssp-3. de gran importancia entre las principales
proteinas involucradas en invasion, ademas también los staloconjugados de la celula mamifera sirven
como receptores para algiinas moleculas del parésito”z_ Al penetrar los parasitos a las células. estos
logran escapar de la vacuola fagocitica por medio de la liberacion de una molecula parecida al
componente C9 del Complemento, llamada Perforina™

Por Gltimo, otro de los mecanismos que ayudan al parasito a evadir las respuestas del huésped vy
poder sobrevivir dentro de este, es la inmunosupresion, gue esta dada no por uno sino por varios
mecanismos producidos por el parasito. Se han propuesto, a) Inhibicion de la expresion en los
linfocitos, de los receptores de Interleucina 2 (IL-2R) y Transferrina (TFR-r), asi como de las moleculas
CD3+, CD4+, CDg+!P7ei6 b) generacion de subpoblaciones de macrofagos supresores"" v C)
presencia de antigenos compartidos entre 7. ¢ruzi y linfocitos activados. que inducen la produccion de

anticuerpos de reaccion cruzada dependientes de Complemento v por lo tanto lisis de linfocitos T v B

1.7 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Para realizar el diagnostico de la enfermedad, es necesario conocer v combinar los datos
clinicos, epidemioldgicos y de laboratorio, ya que la sintomatologia y los signos clinicos no son
patognomonicos. Es por ello que el laboratorio clinico juega un papel muy importante

Los métodos de diagnostico en el laboratorio se clasifican en a} PARAS/TOLOGICOS y b)

INMUNOLOGICOS.
1.7.1 PARASITOLOGICOS

Los métodos parasitologicos son los de eleccion en la etapa aguda de la enfermedad y en los
primeros meses de la infeccion transplacentaria donde la parasitemia es elevada y constante, algunos de
estos métodos también son utilizados durante la fase cronica. como el xenodiagnéstico v el
hemocultivo En estos se demuestra la presencia del parésito en el torrente sanguineo Los metodos
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1.7.1.1 DETECCION DE PARASITOS COMPLETOS
1.- DETECCION TEMPRANA
a) GOTA FRESCA

Es el método mas simple y sencillo, se coloca una gota de sangre digital. o de sangre venosa
con anticoagulante entre cubre y porta, para obsevar microscopicamente el movimiento caracteristico
de los tripomastigotes sanguincos Su sensibilidad es de 92% cuando es realizada por un experto
Muchos autores sugieren de 5-6 examinaciones por dia. examinando aproximadamente 20 muestras por
pacien‘ie55
b) GOTA GRUFESA

Este método consiste colocar en una gota de sangre desfibrinada sobre un portaobjetos. para
tefiirse con Giemsa y observar los parésitos al microscopio, las caracteristicas de coloracion y
morfoldgicas del parasito permiten su identificacion. Tiene una sensibilidad parecida al método de gota
fresca y este depende en gran parte de una correcta y cuidadosa observacion'™
¢) METODO DI STROUT

Después de obtenerse el suero de aproximadamente Sml de sangre periferica. se centrifuga a
360 g observandose el sedimento entre porta y cubre para buscar al parasito De los métodos de
concentracion es uno de los mas sencillos y sensibles, tiene una sensibilidad aproximadamente de 950
para los casos agudos’™”
d) MICROHEMATOCRITO

Es uno de los métodos mas rapidos y sensibles. Se llenan aproximadamente 6 capilares
heparinizados con sangre periferica, centrifugando 45 min a 5000g, para después observar la capa entre
los eritrocitos v leucocitos microscopocamente y buscar las formas sanguineas del parasito Tienc una
sensibilidad parecida al método de Strout y como emplea poco volimen de sangre. es ideal para el
estudio de Chagas agudo en nifios y de Chagas congénito™
e) METODQO DE SILICONES

La sangre se deposita sobre aceite de silicones de 1075 de densidad. se centrifuga para que los
globulos rojos que son los que tienen mayor densidad se depositen en el fondo v los leucocitos.
plaguetas v parésitos quedan en la parte superior del aceite de silicones. Este sobrenadante se vuelve a
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2.- DETECCION TARDIA
a) XENODIAGNOSTICO'™

Este método se basa en la reproduccion en condiciones de laboratorio del ciclo biologico
natural del parasito en triatominos criados en el laboratorio y libres de infeccion. los que se alimentan
con la sangre del paciente. Se utilizan 4 cajas con 10 ninfas de tercer estadio. a las que se dejan en
ayuno 2 semanas antes alimentarse con la sangre del paciente; este procedimiento se realiza por un
periodo de aproximadamente 30 min sobre el antebrazo o sobre la espalda del paciente Las ninfas se
retiran y se observan sus heces al microscopio periodicamente durante 60 dias Su sensibilidad es
cercana al 100% en los casos agudos y un 50 % en los cronicos, la que puede aumentar cuando al
mismo paciente se le realiza un nimero mayor de xenodiagnosticos.
b) HEMOCULTIIO

En este método se aprovecha la capacidad de 7. cruzi de crecer en varios medios de cultivo m
vitro, como el NNN. LIT, PECKCHANIAN, REICHENOW-WARREN y otros Segun experiencias
de varios investigadores®, el medio de Warren, que es elaborado de infusion cerebro ¢ higado de vaca v
sangre de carnero desfibrinada, es el que ha dado mejores resultados. En 10 a 20 tubos preparados con
el medio de eleccion. se depositan 1ml de sangre con anticoagulante O €l sedimento obtenido de la
centrifugacion por 15 min a 5000g de § ml de sangre total y se incuban de 28-30°C con agitacion cada
24 hrs. La lectura se realiza entre los 10-60 dias después del sembrado de la muestra. tomando el
material de la superficie de los cultivos para su observacion en el microscopio. En caso de ser negativos
a los 60 dias se recolectan todos los sobrenadantes de los tubos para concentrarlos y definir como
negativa la muestra La sensibilidad de este método es muy parecida al xenodiagnostico.
¢) INOCULACION DIZ ANIMALES SENSIBLES DE LABORATORIO”
Es un método usado para el aislamiento de cepas y el diagnéstico diferencial entre infecciones de /.
cruzi y de especies similares cuando se estudian parasitos provenientes del tracto digestivo de los
insectos o de infecciones de animales reservorios. El desarrollo de los parasitos en el animal dependera
tanto de la suceptibilidad de este, asi como de las caracteristicas propias del parasito Se inocula sangre
tratada con citrato a ratones lactantes de 20 dias (cepas C3H 6 albinos), 6 a hamsters jovenes v ratas de
aproximadamente 5 dias (Long Evans o Wistar). Las primeras formas aparecen entre los 7y 20 dias de

postinoculacion Este método alcanza una sensibilidad del 30% en una sola inoculacién. pero al realizar

varias inoculaciones se eleva hasta un 70%
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1.7.1.2 DETECCION DE FRACCIONES DEL PARASITO
a) BUSQUEDA DE ANTIGENQOS LIBRES Y UNIDOS A ANTICUERPOS

La busqueda de antigenos de 7. cruzi en diferentes fluidos es una forma especifica de realizar el
diagnostico de la enfermedad Se ha detectado antigeno libre y unido a anticuerpos formando un
complejo inmune. Corral y col’ indentificaron la presencia de complejos inmunes circulantes formados
por IgM e IgG en pacientes con Chagas agudo por medio de ELISA con sensibilidad de 90% para 1¢G
y 86 66% para IgM. lo que ayuda a un diagnostico temprano y tratamiento inmediato en la etapa
aguda.

También se han encontrado dos antigenos de 7. c¢ruzi en la orina de pacientes con infeccion
aguda y cronica, estos fueron de naturaleza glicoproteica con pesos moleculares de 80 v 55 kDa'’
Katzin y col” empleando un anticuerpo monoclonal B2/5 inmunoprecipitaron un polipeptido de 100
kDa en la orina del 84% de pacientes cronicos Este procedimiento de deteccion urinania abre nuevas
prespectivas para el diagndstico.

b) DETERMINACION DIEL DNA DEL PARASITO (Reaccion en cadena de la ADN polimerasa
“PCR™)

La PCR es un método muy sensible para la determinacion de 7. ¢ruzr en pacientes cronicamente
infectados Tiene un 100% de sensibilidad y 86% de especificidad Se han desarrollado v empleando
diversas herramientas para mejorar la técnica, como sondas a partir de DNA nuclear , RNA ribosomal
y DNA de minicirculos

Ashall y col.” desarrollaron una sonda altamente especifica para 7. cruzr Mientras que Morser v
col'™ desarrollaron la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) que demostro ser especifica para
distintas cepas de 7. cruzi. Esta técnica utiliza oligonucleotidos complementarios a secuencias tanto del
DNA como del RNA del parasito.

Se han empleado oligonucledtidos complementarios a secuencias de RNA ribosomal. de la
subunidad 24S, donde se detectan aproximadamente 1 parasito en 1000ml de sangre "' Otros
investigadores utilizan oligonuclettidos para la amplificacidn de una secuencia de DNA satélite que se
encuentra en el genoma del parasito con aproximadamente 107 copias por célula. en donde puede
detectarse 1 parasito en 20ml de sangre”. Otra secuencia de DNA amplificada es la de los minicirculos
del cinetoplasto con la que también se detecta 1 parasito en 20ml de sangre de pacientes Chagasicos v
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en muestras de triatominos . Ademas, la amplificacion de las secuencias hipervariables de los



minicirculos del DNA de cinetoplasto es un método que resulta el doble de sensible que el
Xenodiagnostico y detecta 0.1% del gendma de un solo parasito'®'"” . Por ultimo, la amplificacion de
secuencias del DNA nuclear detecta el 0.5% del DNA de un solo parasito'

1.7.2 INMUNOLOGICOS

Con estos métodos se demuestra la presencia de anticuerpos especificos contra 7. cruzi. son los
métodos de eleccion para la fase indeterminada y cronica de la enfermedad. El inmuno- diagnostico de
precision se basa como minimo en el resultado de dos reacciones diagnosticas practicadas
simultanecamente, utilizando principalmente aquellas pruebas ponderadas en cuando a sensibilidad s
especificidad, dentro de estas pruebas se encuentran la Hemaglutinacion indirecta (HAI).
Inmunofluorescencia indirecta (IF1), ELISA. Western Blot (W.b), entre otras De esta forma se logra
una sensibilidad y especificidad diagndstica arriba del 959!

«) REACCION DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HAD"

Es una prueba rapida y economica, ideal para el tamizaje de muestras obtenidas en encuestas
seroepidemiologicas y en bancos de sangre Este método emplea globulos rojos tratados con formol
sensibilizados con antigeno de 7. ¢ruzi, tiene una sensibilidad inicial del 27% en el pnimer mes de la
infeccion, del 50% en el segundo mes, obteniendose hasta un 95% de sensibilidad después de 24
meses
b) INMUNOFLUORFESCENCIA INDIRECTA (111 )

Es una de las reacciones serologicas mas sensibles, puede ser utilizada para la deteccion de g
en los casos agudos y de TgG en los cronicos. Esta reaccion es la primera en hacerse positiva en el curso
del estudio de la infeccion Chagasica, llegando al 89 2% hacia el segundo mes y al 100% de sensibilidad
apartir del cuarto mes”.

c) REACCIONES INMUNOENZIMATICAS ( 1:LISA )

El ensayo Inmunoenzimatico ELISA para la deteccion de anticuerpos contra 7. cruzi fue
establecido por Voller et al 1975  Tiene una sensibilidad comparable a la observada en
inmunofluorescencia y junto con esta ultima prueba dan un diagnostico confirmativo con una
sensibilidad del 100%. Hoy es una de las pruebas de gran utilidad para el diagndstico de Chagas.

d) FIJACION DE COMPLEMENTO (Machado-Guerreiro)’
Esta técnica es rigurosa y compleja en su preparacion, pues el €xito de la misma depende de la

correcta preparacion de los antigenos y reactivos utilizados. La técnica usada de rutina es la de
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hemolisis al 100%, que tiene una sensibilidad del 35% en el caso de agudos durante €l pnmer mes v
aumenta a 71% en el segundo mes y durante la etapa cronica la sensibilidades de 90-95%
e) DOT-ELISA Y

Araujo et al. en 1985  fueron de los primeros en utilizar esta técnica con buenos resultados
empleando antigeno soluble de 7. cruzi. De Hubsch et al * usaron esta técnica con antigeno completo
de 7. cruzi y fraccion citoplasmica del mismo y obtienen especificidades de 96% y 100%

respectivamente, ast como una sensibilidad del 100% para ambos antigenos .

1.8 TRATAMIENTO

Hasta el momento no se dispone aun de un medicamento ideal. Los farmacos disponibles no
actuan sobre la fase intracelular (amastigotes). Solo dos drogas tripanocidas han sido aceptadas.
registradas y comercializadas por autoridades nacionales de saltid en paises de America Latina
1.8.1 NIFURTIMOX ( Lampit JMR 1972-1992

Es un derivado nitrofuranico (Bayer), se define como 3-metil-4-(5 nitrofurfuril idenamino)-
tetrahidro-4H-1.4 tiazida-1.1 dioxido. Tiene accion efectiva sobre las formas sanguineas del
tripanosoma. Actualmente no se encuentra en el mercado Este medicamento inhibe el crecimiento.
estimulando la generacion de H,0; en toda la célula y la produccion de O, por la fraccion mitocondrial
de 7. cruzi

Se formula en tabletas de 120mg/base para ser administrada por via oral La dosis recomendada
va de acuerdo con la edad del paciente como sigue.

* De 0-2 meses 6-7 Smg/Kg/2 veces al dia (total de 12-15 mg/dia), durante 60 dias

* 3 meses a 12 afios’ 6-7mg/Kg/2 veces al dia (total de 12-14mg/dia), durante 60 dias

* 13 a 20 afios: 3-4mg/Kg/3 veces al dia (cada 8 hrs, total de 9-12mg/dia), durante 60 dias

* 21 o mas afos. 3-4mg/Kg/3 veces al dia (cada 8 hrs, total de 9-12mg/dia). durante 60 dias
No se debe excederse la dosis total de 700 mg en 24 horas.

Los efectos adversos. Anorexia, intolerancia digestiva, irritabilidad nerviosa, insomnio. pérdida

" Con menos frecuencia pueden presentarse crisis convulsivas

de peso en nifios
1.8.2 BENZNIDASOL (Radanil) MR 1975
Es un derivado nitroimidazdlico (Roche), se define como N-benzil-2 nitro-1 imidazol

acetamida Tiene una accion efectiva en contra del parasito, en fase sanguinea Actua afectando la



sintesis de proteinas y del ARN del parasito, 100mg de la droga provocan la inhibicion total de la
produccién de proteina en una hora, 26 y 100mg/Kg/dia mantienen niveles plasmaticos maximos
minimos por encima de la concentracién minima inhibitoria’*".

La dosis recomendada para personas en todos los grupos de edad es de Smg/Kg/dia.
administrando 2.5mg cada 12 horas. durante 30 dias consecutivos
Los efectos colaterales que se presentan son. exantema multiforme, anorexia, artralgias. cefalea.
neuropatias, colicos, nausea, vomitos.

El tratamiento sintomatico de los pacientes chagasicos. cardiopatas. 0 con formas mega, se hace
a base de digitalicos, diuréticos, marcapasos de demanda y estimulantes de motilidad digestiva, medidas
higiénicas y en casos selectos intervencion quirdrgica. En cuanto al megaesofago el tratamiento se inicia
con medidas paliativas que faciliten el vaciamiento esofagico y la disminucion de los fenomenos de

reflujo y esofagitis™

1.9 PROFILAXIS

Al no contar con una quimioterapia adecuada. ni una vacuna efectiva para esta enfermedad. la
medida mas especifica contra la infeccion, es la eliminacion de los vectores en las viviendas. asi como
también en los alrrededores de estas, la cual se logra con el mejoramiento de la habitacion humana.
desmonte de los alrrededores de las viviendas y aplicacion de insecticidas de accién residual'™ En la
actualidad los insecticidas mas eficaces para el control de los trtatomas son los piretroides. dentro de los
cuales los mas comunes son la Deltametrina (Roussel-Uclaf), Ciflutrina (Bayer) v la Lambda-cihalotrina
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(Zeneca) ™. En cuanto a las medidas profilacticas para evitar la transmision por transfusion sanguinea.

el violeta de Gencia es la droga disponible y efectiva empleada como quimioprofilaxis'*’



2 ANTECEDENTES

En México en 1928, Hoffinan®, estudia la relacion entre Triatominos y la enfermedad de
Chagas, doce afios después Mazzotti'®* describe los primeros casos en Qaxaca y Biagi y Arce en 1965,
describen los primeros casos de cardiopatia chagasica'®. Las primeras comprobaciones serologicas de
esta enfermedad se lievaron acabo por Perrin, Diaz y Brener'*. Sin embargo la fuente de informacién
mas importante de esta enfermedad fue a partir de 1957 donde se diagnosticaron aproximadamente 250
casos en toda la Republica Mexicana™.

Posteriormente entre 1982 y 1985 se detectaron 107 casos, asi como la existencia de vectores
en varias de las entidades de la Repiblica'™.

La encuesta epidemiologica Nacional llevada a cabo por el INDRE en 1992, reporta una
prevalencia de menos de 1.6% en todo el territorio nacional Sin embargo. existen estados que estan
por arriba de la media nacional (p.J. Chiapas, Oaxaca, Guerrero, etc.), lo que indica que existen zonas
endémicas localizadas en regiones especificas Otros estudios realizados en vanias poblaciones, indican
una prevalencia que varia det 8% al 85%, lo que apoya la regionalizacion de la enfermedad'”

Respecto al estado de la fase cronica de la enfermedad, en nuestro pais el grupo del Dr Reyes
reporta un 8% de tripanosomiosis entre los enfermos con miocardiopatia que ingresaron al Instituto
Nacional de Cardiologia, en el periodo comprendido entre 1977 y 1988

E! diagnostico de la enfermedad en su fase crénica es principalmente serologico. debide a la
baja parasitemia durante esta fase La existencia de reacciones cruzadas entre antigenos de Leishmaria
y 1. cruzi, representan un obstaculo para el diagndstico especifico de la enfermedad de Chagas. sobre
todo en 4reas donde ambos parasitos son coendémicos™™. Otra de las limitaciones en el diagnostico
seroldgico, es la estandarizacion de los antigenos obtenidos a partir de 7. cruzi; ya que la poblacion que
circula entre sus diferentes hospederos (vector, reservorio, humano} es muy heterogénea De tal forma
que se han reportado diferencias entre las distintas cepas, encontrandose tanto componentes clona
especificos, como componentes altamente conservados'™’

Con el fin de evitar reacciones cruzadas y realizar un diagnostico mas certero, se han estudiado
antigenos especificos de 7. cruzi purificados por métodos bioquimicos ast como recombinantes.

Entre los primeros antigenos purificados y utilizados con fines diagnosticos se encuentra una

glicoproteina (gp) de 25 kDa (gp 25), la cual es una Cisteina-Proteinasa, que es el resultado de la

19



ruptura proteolitica de una gp de 57/51 kDa; gp 25 se encuentra en todos los estadios del parasito v
estd constituida por una mezcla compleja de carbohidratos que constituyen el 40% de la molécula,
encontrando a serina, treonina y prolina como aminoacidos {aa) predominantes’”.

Scharftein y col'® encontraron que el 98% de los sueros de pacientes chagasicos cronicos. en varias
zonas de Sudamérica, reconocian a gp 25 Asi mismo Tachibana y col '* utilizan un anticuerpo
monoclonal contra la gp de 25 kDa y realizan un ELISA competitivo para diagnosticar pacientes con
Chagas cronico, obteniendo resultados similares al anterior.

Otra glicoproteina que ha sido purificada con el mismo fin, es una gp de 90 kDa que por ELISA

presenté 96 6% de sensibilidad y 91.9% de especificidad. ademas de que permitio el diagnostico
diferencial entre 7. cruzi, 1. rangelr y vanas especies de Leisimama'™®. Se ha reportado Ja purificacion
por cromatografia de afinidad, de un antigeno de 52 kDa que reacciond con sueros de pacientes con
enfermedad de Chagas, pero no con pacientes de Leishmaniosts en ELISA™

También la purificacion de exoantigenos con fines diagndsticos ha sido de gran utilidad. ya que los
sueros de pacientes Chagasicos con enfermedad aguda identifican dos grupos principales de estos
antigenos. Un primer grupo de proteinas de 160 a 200 kDa. las cuales caorresponden a SAPA'™
antigeno que induce una respuesta de anticuerpos durante las infecciones agudas y congenitas en
humanos.

El antigeno SAPA/Neuraminidasa/Trans-sialidasa. es una familia de proteinas compuesta por
diversos miembros, codificada por varios genes que se expresan en tripomastigotes sanguineos de /.
cruzi. Todas las proteinas presentan secuencias amino terminales idénticas y ademas contienen unidades
antigénicas repetidas de 20aa. que estan localizadas en el extremo carboxilico de la molécula La region
responsable de la actividad enzimatica se encuentra en la parte amino terminal de la molécula™

Un segundo grupo de exoantigenos detectados por sueros de pacientes agudos. asi como por
conejos con infeccion temprana, tiene un peso molecular de 40-50 kDa y puede proteger contra

. . (s
infecctones agudas]3

Recientemente se ha reportado que un anticuerpo monoclonal que reconoce a un antigeno de
secrecion de 85 kDa, induce pasivamente una proteccion parcial contra la infeccion!'®. Por lo que los

antigenos de secrecion de 7. cruzi podrian ser buenos candidatos para el diagnostico, asi como para el

desarrollo de vacunas™.
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La clonacion de genes de 7. cruzi fue primeramente realizada por Peterson v col™ v
actualmente algunos grupos ya han utilizado éstos antigenos recombinantes para el diagnostico.

Cotrim y col” y Paranhos y col'®

estudiaron la clona H-49 que produce una proteina recombinante de
aproximadamente 150 kDa, la cual reacciona fuertemente con anticuerpos de pacientes Chagasicos
cronicos Esta proteina se encuentra en todos los estadios del parasito, y esta asociada al citoesqueleto
de este, localizandose a lo largo de la zona de union entre el flagelo y el cuerpo celular Por
inmunoensayo de dot-blot se observé una reactividad de 99% con sueros de pacientes ¢ronicos. sin
reaccion cruzada con anticuerpos anti-7. rangeli ni con sueros de pacientes con Leishmaniosis cutanea,
por lo que se propone como un buen marcador de la fase cronica™'"’

Otros antigenos utilizados para el diagnostico,son los antigenos (FRA) y (CRAY** FRA es un
antigeno flagelar encontrado en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos. el cual consiste de
unidades repetitivas de 68aa; CRA, es un antigeno citoplasmico compuesto por unidades repetitivas de
14aa y se encuentra solo en epimastigotes

La mezcla de estos dos antigenos utilizados en ELISA da un 100% de especificidad
sensibilidad, comparado con otras técnicas de ELISA que utilizan distintos antigenos, asi como con las
pruebas de Hemaglutinaciéon e Inmunofluorescencia indirectas. cuando son utilizados en encuestas
epidemiologicas y en el analisis de muestras en los bancos de sangre. por 1o que estos autores sugieren
la utilizacidn de la mezcla de estos antigenos recombinantes, por su gran sensibilidad v especificidad

Zingales y col " utilizan dos antigenos recombinantes denominados B-12 y B-13 de 20 y 12aa
respectivamente. por el método de radioinmunoenzayo (RIA). probaron 70 sueros de pacientes
Chagasicos y encontraron buena reactividad con el antigeno B-13, pero el diagndstico se mejora si se
usan ambos, sin embargo estos resultados solo se obtuvieron con pacientes Chagasicos Cronicos

Otra de las alternativas para el diagnostico, es la utilizacion de antigenos obtenidos de parasitos
de la misma familia que 7. cruzi, pero no patogenos para el hombre, asi pues, se ha reportado que 7.
cruzi comparte determinantes antigénicos con (. /uciliae que es un Tripanosomatido patdgeno para
inséctos%, demostrandose esta reaccion cruzada por ELISA, IFI y W Blot (Comunicacion

personal); pero hasta la fecha no se ha utilizado a C. Juciliae para el diagndstico de Chagas cronico, ni

por consiguiente la utilizacion de las glicoproteinas inmunodominantes de . /uctiice para el mismo fin



3 JUSTIFICACION

El uso de proteinas purificadas y antigenos recombinantes que son reconocidos especificamente
por sueros de pacientes Chagasicos, ha disminuido la existencia de reacciones cruzadas con otros
parasitos de la misma familia que son patdgenos para el hombre, tal es el caso de Leishmania. ayudando
asi a un mejor diagndstico diferencial sobre todo en encuestas epidemioldgicas y en pruebas de
escrutinio utilizadas en los bancos de sangre.

Desafortunadamente la poca accesibilidad a los antigenos recombinantes y a las protemnas
purificadas de 7. cruzi. en nuestro medio, para fines diagnosticos, ha obligado a que se sigan utilizando
extractos crudos principalmente de epimastigotes, que es la fase mas facilmente aislada en los medios
de cultivo “/n vitro”, aunque se hayan obtenido valores mayores de sensibilidad y especificidad
utilizando tripomastigotes sanguineos y amastigotes®*”.

La ya demostrada reaccidon cruzada de 7. cruzi con otros tripanosomatidos no patogenos para
el hombre como lo es C. fuciliae™ que es parasito de insectos y la ventaja de que a pesar de que (.
fuciliae es filogenéticamente mas cercano al género Leishmami®, se ha observado menos reaccion
cruzada con ¢ésta ultima en las pruebas de ELISA y Western blot Ademas. la obtencién de antigeno a
partir de C. Juciliae es mas rapida y abundante ya que el tiempo de crecimiento de este parasito es de 3
dias y no de 7 dias que es lo que tarda 7. cruzi en crecer, al utilizar la misma cantidad de inoculo. lo
que facilita su manejo en el laboratorio

En esta tesis se propone a (. fucifiae como fuente alterna de antigeno para ser utilizado en las
pruebas inmunologicas de ELISA y W. blot, para el diagnostico diferencial en pacientes con

miocardiopatias que llegan al Instituto Nacional de Cardiologia ** Ignacio Chavez”
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4 HIPOTESIS

El gran cruce antigénico de 7. cruzi con C. Juciliae, nos permitira utilizar por lo menos una
glicoproteina inmunogénica de C. Juciliae, ya sea purificada o en forma recombinante para realizar el

diagnodstico confirmatorio de Chagas cronico. sin la necesidad de trabajar con un parasito patogeno

.
ud



S OBJETIVOS

Estudiar la reaccion cruzada que existe entre 7. cruzi y C. luciliae por las técnicas de ELISA v
Western blot y determinar la especificidad y sensibilidad al enfrentar sueros de pacientes con v sm

Miocardia Dilatada Chagasica , con estos dos antigenos

Comprobar la ya descrita reaccion cruzada entre los tripanosomatideos 7. crizi y (. fuciliae

por las técnicas de ELISA y Wester blot.

Identificar la proteina mas inmunogénica de (. /ucifiae reconocida por los sueros de pacientes
Chagasicos Cronicos, con el fin de realizar pruebas bioquimicas para determinar los epitopos
princtpales, ast mismo determinar si estos son compartidos con otras glicoproteinas tanto de (. fictliae

como de 7. cruzi.

Con ayuda de anticuerpos anti-antigeno dominante: Obtener clonas recombinantes



6 METODOLOGIA
6.1 PARASITOS

Se utilizod 1a cepa Ninoa, que es un aislado de T. cruzi de una nifia del estado de Oaxaca con
enfermedad de Chagas en fase aguda, aislado en 1978 por el Dr Maximo Cortés. del Dpto de
Parasitologia ENN C B. El parasito se mantiene en nuestro laboratorio por pasos sucesivos en raton v

medio de Infusién-Cerebro-Corazon (BHI), enrriquecido con suero de neonato bovino.

6.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
6.2.1 MEDIO BHI

Para la preparacion del medio de cultivo ( BHI ), Infusion-Cerebro-Corazon. se requieren 3 7¢
de BHI, 23g de agar bacterioldgico ( Bioxon ) y un gramo de dextrosa ( Merck ) Se disuelven en
100m! de agua destilada y se esterilizan a 15 Ib por 15min Una vez solidificado. se agregar 50ml de
solucién salina estéril al 0.85% pH 7.2 y suero bovino neonato (Gibco RBL) a una concentracion final
del 10%.

6.2.2 MEDIQ LURIA AMPICILINA ( CON AGAR)

Este medio se utiliza para inmunodiagndstico en genotecas de expresion de Lambda . para esto
se pesan 10 grs. de Triptosa, 5 grs de Extracto de Levadura, 5 grs de Cloruro de sodio . 2 grs. de
Glucosa y 15 grs. de Agar Todo esto para un litro de agua destilada Esterilizar 15 min. a 15 Ib Dejar
enfriar mas o menos a 40°C y agregar 0.1 gr/ ml de Ampicilina, ¢ inmediatamente vaciarlo tanto a cajas
chicas como grandes.

6.2.3 MEDIO LURIA AMPICILINA (SIN AGAR)

Se prepara igual que el medio anterior, pero a este no se le agrega agar y se esteriliza en un
matraz. para utilizarlo en el crecimiento de la cepa de 2. colr Y1090.
6.2.4 MEDIO TOP - AGAR

Para este medio se requiere de 1.0 grs. de Bacto - Triptona. 0.5 grs de NaClL 0.8 grs. de Bacto
- Agar y 0.5 grs. de Extracto de Levadura. Esterilizar 15 min a 15 Ib. Dejar enfriar mas o menos a 60°C
y afiadir 1 ml. de MgSO,.

6.2.5 BUFFER DFE FAGO LAMBDA
Se requieren 20 mM de Tris - HCL pH 7.4, 100mM de NaCly 10mM de MgSQO;. Diluir en un

litro y esterilizar 15 min. 2 15 1b



6.2.6 BUFFER SM
Se prepara afiadiendo Gelatina 0.01% al buffer de fago
6.2.7 DILUYENTE DE FAGO
Para este se requiere 10mM de Tris-HCl pH 7 4 y 10mM de Cloruro de Magnesio MgCl. en |

It.

6.3 EXTRACTOS ANTIGENICOS

Tanto C. fuctliae como T. cruzi se cultivaron en BHI,; 7. cruzi se cosechd a los 8 dias. mientras
que (. luciliae a los 4 dias, centrifugandose el medio liquido a 1800rpm en una centrifuga (Sorvall RT
6000B) a 4°C, lavando el concentrado de parasitos seis veces con PBS (Amortiguador de Fosfatos
Salinos) pH 7.2. El paquete obtenido se resuspende en 4 ml de PBS. agregandose un coctel de
inhibidores de proteasas formado por 02m} de EDTA 10mM. O.1ml de PMSF SmM. 0.002ml de
aprotinina y 0.09ml de Acido Z-amino caproico 10mM. sonicar posteriormente hasta que los parasitos
se lisen totalmente (manteniendo todo el tiempo el paquete en hielo) Volver a centrifugar el paquete a
12000rpm por 30min en una centrifuga (Beckman Mod J2-21). tomar el sobrenadante que es el que
contiene el antigeno soluble. Medir protemnas por el método de Lowry,” alicuotarlo v guardarlo a -

20°C Tiene estabilidad de 5 meses

6.4 SUEROS HUMANOS

Se probaron 91 sueros de pacientes Chagasicos cronicos. de los cuales 39 de ellos provienen de
Brasil y 52 de individuos de distintos estados de la Republica, pacientes con miocardiopatia Chagasica
atendidos en el INC

Para evaluar reacciones cruzadas se incluyeron 21 sueros de pacientes con Toxoplasmosis y 32
con Leishmaniosis tanto cutanea como visceral, todos ellos donados por el Dr. Velasco Castrejon v la
M C Guzmaén Bracho, del Dpto. de Parasitologia del INDRE, 28 sueros de pacientes con artritts

reumatoide, 6 con Lupus v 41 con Cardiomiopatia no Chagasica, todos ellos de pacientes del INC



6.5 SUEROS DE CONEJO

Antes de inmunizar cada conejo con el extracto crudo de (. fuciliae, 1. cruzi | asi como con la
gp de 30 kDa respectivamente, se sangraron, obteniendose asi €l suero preinmune

En la inmunizacién de los conejos con los extractos crudos de C. luciliae y 1. cruzi, se dieron
cuatro retos, el primero en la semana O se utilizd adyuvante completo de Freund y adyuvante
incompleto para los subsiguientes retos, realizandose la segunda inmunizacion en la tercera semana
después del primer reto, el tercer reto a la quinta semana y el cuarto a la sexta semana La cantidad de
antigeno utilizado en cada inmunizacion fue de 1 mg / ml.

Con la proteina de 30 kDa también se dieron cuatro retos, siendo el primero en la semana 0. el
segundo a las dos semanas, el tercero a las cuatro semanas y el cuarto a la quinta semana La banda de
30kDa se cortd de la nitrocelulosa transferida, para realizar el primer reto inoculandose en los dos
ganglios popliteos del animal, el segundo reto se hizo de igual manera, pero en el lomo del animal y los
retos restantes se realizaron con la glicoproteina que se cortd de la poliacrilamida para inocularse por

via subcutanea. El sangrado de los animales se realizé 14 dias después del ultimo reto.

6.6 ELISA EN PLACA

Se realizo la técnica de ELISA segun Voller'™. Sensibilizandose placas Polisorp (Nunc) de 96
pozos, con 0.1 ml por pozo, conteniendo 1ug de proteina del antigeno soluble de C. lucilive y 1. cruzs
en amortiguador de Carbonatos (0.05 M, pH 9 6) toda la noche a 4°C

Después de cinco lavados con PBS-Tween 0.05%, se bloquean con albumina 1% - PBS - T
0 05% 1hr. a 37° C. Posteriormente se afiadio 0 1 ml por poze de los sueros diluidos 1-400 en ABS
1% - PBS - T 0 05%, por triplicado, incubandose 1 hr. a 37°C Después de cinco lavados adicionar 0 |
ml/pozo de anti-IgG humana conjugada con peroxidasa (Cappel) diluida 1 20000, incubar | hr a 37°C .
realizar los Gltimos lavados para revelar la reaccion con 0.1ml./pozo de una mezcla de 8 mg. de orto-
fenilendiamina con 20ml de amortiguador de citratos (0 1M,pH 5) y 0 008 mi de H»O, al 30% durante
15 min., para parar la reaccion con 0.05 ml /pozo de H,SO, 25 N. Leer a 490 nm El valor de corte
para C. luciliae fue (0.13) UD.O ypara 7- cruzi (0.18) U.D O.. los que fueron establecidos a partir del
valor de la media mas cinco desviaciones estandar, de cincuenta sueros de una poblacion humana

climcamente sana.
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6.7 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (1IFI)

Se realizo seglin la técnica de Segura y col™, utilizando parésitos completos y fijados con
formaldehido al 1%, aproximadamente 10-15 parasitos por campo (40x). los que se fijan en
portaobjetos a temperatura ambiente hasta que se seque la gota. Lavar tres veces con PBS pH 7.2 v
colocar los sueros de conejo contra el antigeno completo de 1. cruzr y C. luciliae y el suero contra la
gp. de 30kDa a una dilucién cada uno de 1:80, incubar en cimara humeda | hr a 37°C. Lavar de nuevo
cinco veces con PBS y agregar un segundo anticuerpo ant-IgG de conejo unido a isotiocianato de
fluoresceina (Pierce) dif (1: 2000), incubar 1 hr a 37°C. Realizar los ultimos lavados, secar y montar

con glicerina para observarse en el microscopio de epifluorescencia

6.8 ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA (Western - blot)

Se realizo la electroforesis por el método de Laemmli™, usando geles de poliacrilamida al 10%.
posteriormente se hizo la transferencia a membranas de nitrocelulosa por el método de Towbin y col "
durante 1 hr. a 100 volts La membrana se bloguea con ASB 3% -PBS- T 0 1% por toda la noche a
4°C Lavar cinco veces con PBS - T 0 1% , se cortaron las tiras de 0.5 cm. para colocar los sueros de
los pacientes diluidos (1.1000) 2 hrs a temperatura ambiente, volver a lavar para incubar con anti - 1¢G
- humana diluida (1.1000) 1 br. a temperatura ambiente; tras cinco lavados mas se revela con 30 mg de
4 - cloronaftol diluidos en 10 mi. de metanol y 50 ml. de PBS con 0.050 ml. de H;O: La reaccion se

detiene lavando la membrana con agua destilada

6.9 TECNICAS DE ELUCION
6.9.1. ELUCION CON: LiCl 5M, Urea 2M, SDS 1%, MgC'l; 2M y NaC'l 5M ™

Las tiras de nitrocelulosa transferidas con el antigeno de C. fuciliae se bloquean con ABS 3% -
PBS - T 0.1% toda la noche a 4°C Se lavan cinco veces con PBS-T 0.1%. se colocan con los sueros
1:100 de pacientes Chagasicos cronicos 2 hrs a temperatura ambiente. lavar de nuevo CINCO VeCes y
cortar la banda de 30kDa para proceder a eluir los anticuerpos contra la gp30, con cada uno de los
reactivos a probar por separado (LiCL 5M, Urea 2M, SDS 1%, MgCI2 2M y NaCl 5M), incubar por
30 min en agitacion. Recuperar el eluido y probarlo en otra nitrocelulosa transferida con el antigeno

tanto de C. Juciliae como de 7. cruzi, para realizar el W. blot..



6.9.2 ELUCION CON GLICINA - HCl pH 2.8

Las tiras de nitrocelulosa se¢ bloquean en ABS - 3% - Tris -Salina- T 0.05% toda la noche a
4°C Lavar con TBS - T 0.05% cinco veces. colocar los sueros de los pacientes diluidos 1 100 en TBS
- T 0.05% 2hrs a temperatura ambiente, se lava nuevamente cinco veces y se eluye el anticuerpo unido
a la banda de 30kDa con Glicina - HCI pH 28 en agitacion cinco minutos, neutralizando
inmediatamente con Tris - HCl 1M pH 8.6. Repetir la elucion tres veces. Se prueba los eluidos en tiras

nuevas de nitrocelulosas transferidas con el antigeno de (. fuciliae

6.10 OXIDACION DE CARBOHIDRATOS CON PERYODATO DE SODIO ( NalQy)
6.10.1 TECNICA DEL PERYODATO REALIZADA EN NITROCELUI.OSA

Se hizo una modificacion del método de Woodward y col'”. Las nitrocelulosas con el antigeno
de C. hciliae transferido v ya bloqueadas se enjuagan 10 min. con amortiguador de acetato de sodio
50mM a pH 4 5. Se incuban con las diferentes concentraciones de peryodato (0 1. 5 y 20 mM). disuelto
en el amortiguador de acetato de sodio, 1 hr. en obscuridad; despues se enjuaga con acetato de sadio ¥
se incuba con borohidruro de sodio S0mM en PBS por 30 min. a 23°C Lavar cuatro veces con PBS -
T - 0.01% Colocar los sueros de pacientes Chagasicos crénicos (1 100) 2 hrs. seguir el mismo
procedimiento del W blot. Debido a que es dificil encontrar controles adecuados para seguir el grado
de ruptura de los anillos peryodicos, se recomienda usar reactivos frescos. siendo esta una Iimitacion de

la técnica.

6.10.2 TECNICA DEL PERYODATO RIALIZADA N ELISA

153

Esta técnica se realizd segan una modificacidén de Spiro . El ELISA se lleva acabo como  se
menciond anteriormente. solo que después de sensibilizar la placa, se lava dos veces con amortiguador
de Acetato de sodio 50mM pH 4 5, para afadir 0.1mi de las concentraciones de peryodato de sodio
(01, 5, 20 mM) /pozo, disueltos en el amortiguador de acetatos 1 hr. en obscundad Quitar el exceso
del peryodato y afiadir 0 1 ml /pozo de Borohidruro de sodio SOmM en PBS por 20 min Lavar sels
veces con PBS - T 0.05% para bloquear con albumina 1% - PBS - T 0.05% I hr a 37°C »
posteriormente terminar Ia técnica como un ELISA convencional Los sueros de pacientes Chagasicos

crénicos se utilizaron a una dilucion de 1:400 y el segundo anticuerpo anti-IgG humana (Cappel)

acoplado a peroxidasa se utilizo a una dilucion de 1:20000
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6.11 DIGESTION CON EXO Y ENDOGLICOSIDASAS

Para investigar la participacion de los carbohidratos en los epitopos reconocidos por los sueros
de pacientes Chagasicos contra la proteina de 30kDa de C luciliae, se realizo el método modificado de
Kobata™. Se utilizo la temperatura, amortiguador y concentracion de enzima segiin Matsumoto y col”,
usando el amortiguador de Acetato de sodio 0.25 M pH 5 para la Endoglicosidasa F y Amortiguador
de Citrato - Fosfato 0 1 M pH 5 para la N - Acetilglicosamina y para la Hialuronidasa.

Las glicosidasas probadas en este estudio fueron: Endoglicosidasa F, B-N Acetilglicosamina,
Hialuronidasa.

Al antigeno de . luciliae se le afiaden por separado en diferentes tubos. cada una de las
enzimas, afiadiendo asi 0.001 ml de Hialuronidasa para 01 mi de proteina, 0.001 ml de
Endoglicosidasa F para 0 020 ml de proteinay 0.001 ml de B - N Acetilglicosamina para 0 1 mi de
proteina. Se dejan reaccionar con la enzima 18 hrs a 25°C la B-N-Acetilglicosamina. mientras que fa
Hialuronidasa vy la Endoglicosidasa F se dejan a 37°C. La reaccion se detiene por ebullicion duramnte 2
min A los antigenos tratados se les hace inmunoelectrotransferencia como va se ha descrito y se
enfrentan con sueros de pacientes Chagasicos crénicos.

Debido a la carencia de sustratos para cada una de las enzimas probadas. ¢ del sistema de
control de actividad enzimatica, las enzimas fueron utilizadas en exceso de concentracion. para

disminuir 1o mas posible una actividad inadecuada.

6.12 MARCAJE CON '*1 DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE DE C. luciliae "'

Los parasitos se cosechan y se lavan 3 veces con PBS pH 7.4, resuspender el boton en 1 ml de
PBS teniendo aproximadamente 100 X10° parasitos Poner esta mezcla en un tubo de Todogen agitando
por 20 min. y afiadir 0.001 de '*1 (ImCi) y dejando 10 min. (mantenido la reaccion en hielo). Pasar
esta mezcla a otro tubo, para lavarla 3 veces con PBS a 3200 rpm en una centrifuga (Beckman Mod
J2-21). Al boton de parésitos marcados se le agrega 02 ml de buffer de lisis compuesto por Tris- Hel
pHS8 10 mM pH 8, 1mM de EDTA y NP40 1%, pero afadiendo anteriormente un coctel de inhibidores
de proteasas (EDTA ImM, TLCK 1mM, Iodoacetamida 2mM), centrifugar a 14000rpm por 15 min v
recolectar el sobrenadante que es el que tiene las proteinas de superficie marcadas con 1, tomar 0 00]

ml v medir en un contador de centelleo gamma, para darse una idea de] tiempo que tomara en el
Y po q



proceso de revelado. Lo demés se guarda a -70°C para realizar después la Inmunoprecipitacién Todo

se realiza con las precauciones propias que se requieren para trabajar radioactividad

6.13 INMUNOPRECIPITACION™,

Se utiliza como antigeno el Jisado de C. Juciliae marcado con T . Se incuban 0.020 ml  de
este antigeno con 0 001 ml de los sueros de conejo por separado, contra la gp. de 30 kDa de ("
lucithae, contra el antigeno total de C. Juciliae 'y contra el antigeno total de 7. cruzt , 2 hr a
temperatura ambiente.

Agregar a esta mezcla 0 020 ml. de proteina A o G ¢ incubar 1 hr. a temperatura ambiente en
agitacion Lavar el precipitado 3 o 5 veces con PBS, centrifugando a 1300rpm en una centrifuga
(Eppendorf 5415C) por 10 min . A los precipitados ya lavados agregar 0 020 ml. de buffer de muestia
mas 0.002 ml. de DTT (Ditiotreitol) y se calientan por 3 min. a 90 °C Centrifugar las muestras para
correrlas en los geles de poliacrilamida al 10% a 200 volts. se tifie con azdl de Coomasie al 0 1%

desteiiir y secar el gel para finalmente ponerto a revelar en una placa autorradiografica.

6.14 INMUNODETECCION EN GENOTECAS DE EXPRESION DE LAMBDA, POR EL
METODO DE PROTO-BLOT™,

La I col Y1090 se crecid en medio Luria sin agar, toda la noche a 37°C con buena aereacion
Se hicieron dos diluciones del fago (de la genoteca de 7. cruzi). 1:25 y 1:50. Para realizar esto, a seis
tubos grandes se les agrega las diluciones del fago. afiadiendo a tres de ellos la dilucion 125 que
contiene 0.002 ml de fago mas 0.098 ml. de diluyente de fago. de esta dilucion se toman 0 002 ml y se
le afiade 0 098 ml. de diluyente, para asi tener la dilucion 1'50, que se agrega a los otros tres tubos
Afiadir a cada uno de los seis tubos 06 ml del cultivo de L. coli Y1090 e incubar 20 min . para
posteriormente afiadir 7.5 ml. de Top-Agar a una temperatura de 40°C. , agitarlos y vertir cada tubo a
una caja grande de Luria-Agar. Dejar solidificar y meter a 37°C por 6 hrs. mas o menos hasta que
aparezcan las placas de lisis.

Poner sobre las placas los papeles de nitrocelulosa impregnados con TPTG ( Isopropil-B-
galactosida ) 10mM y dejarlos toda la noche a 4°C Lavar las nitrocelulosas en TBS-T 0 01% cuatio
veces por 10 min. y bloquearlas 1hr. a temperatura ambiente con leche descremada 1% en TBS-T

0.01%. Ponerlas en el suero de conejo contra la gp. de 30kDa. diluido 1 300 en TBS-T 0.01%.. lavar de



nuevo 5 veces, poner un segundo anticuerpo contra la IgG de conejo acoplado a Fosfatasa alcalina (
pierce ) y revelar con 10ml. de AP1X, 0.066ml. de NBT (nitro-blue-tetrazolium) y 0.033 ml. de BCIP

(S-bromo,4-cloro,3-indolil phosphate), como ya se habia descrito. Parar Ia reaccion con agua destilada.

6.15 TRATAMIENTO ESTADISTICO'

Se calcularon los valores de Sensibilidad. Especificidad y Valores Predictivos. utilizando
estadistica descriptiva y tabla 2x2 tomando como referencia el antigeno de 7. cruzi y como posithvos
verdaderos a los sueros que tenian dos pruebas seroldgicas positivas para 7. cruzi.

La concordancia de los resultados entre el antigeno de 77 cruzi y C. luciliae se estimo por el indice

Kappa Estos valores se calcularon de acuerdo a la siguiente tabla de contingencia

Estandar Diagnéstico 1deal

(+) {(-) Total

a b a+b

c d c+d
atc b+d a+b+c+d

Endonde a= no de casos verdaderos (+) b= no de casos falsos{ + )

c¢=no de casos falsos { -) d = no. de casos verdaderos ( - )
a+ ¢ = Total de casos con enfermedad inde- b+ d = Total de individuos sin la enfermedad.
pendientemente de los resultados de mdependientemente de los
la prueba diagnostica. resultados de la prueba diagnostica
a+ b= Total de casos con resultados positi ¢ + d = Total de casos con resulados negativos
vos independientemente de tener o independientemente de tener o no la enfermedad
n6 la enfermedad.

a-+b+c+d=Total de casos estudiados

VPP =(a/ath)(100)
VPN =(d/c+d) (100)

Sensibilidad = (a/a+c) ( 100)

Especificidad =(d /d+b } ( 100)

K=(Po-Pe)/(1-Pe) donde: Po=(a+rd/N), Pe=(Exp(a)+Exp(d))/\
Fxp (@)= ((atc) /N (a+tb ) /NN, Exp(d)=((b+d)/N(crd )/ NN

‘d
[



7 RESULTADOS

7.1 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Para definir si los extractos de . Juciliae se pudieran emplear en la deteccion de anticuerpos
anti-7. cruzi, se realizaron estudios en ELISA de sensibilidad y especificidad utilizando sueros de
pacientes Chagasicos cronicos y extractos totales de ambos parésitos.

En este estudio se utilizaron 91 sueros de pacientes con enfermedad de Chagas cronica, con al
menos dos pruebas diagnosticas positivas, de los cuales 52 correspondieron a pacientes estudiados en ¢l
INC y 39 a pacientes brasilefios. Ademas, también se incluyeron 127 sueros de individuos con otras
enfermedades tales como Toxoplasmosis. Leishmaniosis visceral y cutanea. Lupus Eritematoso
Sistémico, Artriris Reumatoide y cardiopatias no Chagasicas

La prueba de ELISA fue siempre positiva para sueros de pacientes chagasicos probados con
antigeno de T. cruzi, sin embargo 3 de los 127 sueros de pacientes con otras enfermedades. dieron
falsos positivos (2 3%) . Estos ultimos correspondieron a sueros de individuos con Leishmaniosis
visceral, que mostraron valores cercanos al punto de corte.

Asi mismo al probar el antigeno de (. fuciliqe en ELISA. también dieron positivos todos los
sueros de los pacientes chagasicos, sin embargo. 21 de 127 (17%) de los sueros de pacientes no
chagasicos fueron positivos Estos falsos positivos correspondieron a sueros de pacientes con
Leishmaniosis cutanea y visceral, dando valores mas altos con la forma visceral (Tabla 1)

Tomando como antigeno de referencia a 7. ¢ruzi se obtuvieron los parametros de Sensibilidad.
Especificidad, Valor predictivo positivo (VPP), Valor predictivo negativo (VPN) e Indice Kappa
{Tabla 2).

La sensibilidad fue del 100%. indicando que con €l antigeno de . /uciliae se tiene la capacidad
de identificar el 100% de los individuos infectados con 7. ¢ruzi (verdaderos positivos). la especificidad
fue de 83 4%, por lo que la posibilidad de no detectar a los individuos no infectados con 7. cruzt
(verdaderos negativos) es 26.4%.

E! Valor predictivo positivo (VPP), que es la probabilidad de que un resultado positivo indique
la presencia de enfermedad fue de 81.2% y el Valor predictivo negativo (VPN) que es la probabilidad

de que un resultado negativo indique la ausencia de enfermedad. fue del 100%.

-
-2



La concordancia de los resultados entre los dos antigenos utilizados se estimé por el indice
Kappa que resulto ser 0.8.

La reaccion cruzada observada por los steros de pacientes con Leishmaniosis disminuye la
especificidad, pero ésta es aceptable dentro de los limites convencionales Debido a que el diagnostico
clinico no representa problema, ya que son patologias clinicamente diferentes. el extracto probado sigue
siendo potencialmente util.

7.2 PATRON ANTIGENICO RECONOCIDO POR SUEROS DE PACIENTES
CHAGASICOS CRONICOS

Con la finalidad de obtener el patron antigénico reconocido por los sueros de pacientes
Chagasicos cronicos con el antigeno soluble de C. Juciliae, se realizd una Electroinmunotransferencia v
se encontro reconocimiento de 11 bandas inmunogénicas con pesos moleculares (PM) de 97.5. 60 62.
62.7. 60.7, 47 5, 42, 35, 30, 28, 26.5 y 24 5 kDa. La glicoproteina de 30kDa es inmunodominante,
reconocida por el 100% de los sueros probados (Fig 1) Sin embargo, 5 sueros de pacientes con
Ieishmaniosis visceral, también reconocieron esta banda en (. fuciliae; pero este reconochniento
menos homogéneo que el encontrado con los sueros de pacientes Chagasicos (Fig 2) Al analizar los
resultados anteriores respecto a la gp de 30kDa se obtuvo una Sensibilidad del 100%, una Especificidad
del 96.06% y un indice Kappa del 0.95 al comparar el patron de reconocimiento entre /. cruzi v ('
luciliae.

Después de demostrar el cruce antigénico entre 7. cruzi y C. luciliae, se prosiguio a estudiar
especificamente a la gp 30kDa de (. fucilice con el fin de conocer . 1) La homologia de epitopos con

otras glicoprotefnas (gps) tanto en el extracto de (' lucilice como en el de 7. cruzi. 2) Su
estructura antigénica y 3) Su ubicacion en el parasito. También se aislo la gp 30kDa para la
produccion de anticuerpos que se utilizarian en estudios de inmunofluorescencia. Western blot y en la

clonacion del gen correspondiente



TABLA 1

Comparacion de los resultados obtenidos en ELISA con sueros de diferentes enfermedades

probados con antigeno de C. luciliuey T. cruzi

ANTIGENO

ENFERMEDAD T.cruzi C. luciliae

% de Positivos % de Positivos
Chagas cronico n=91 01/91 100% 91/91 100 %
Toxoplasmosis n=21 021 0% 021 0%
Artritis Reumatoide n=28 0/28 0% 028 0%
Lupus Eritematoso Sistémico n=5  0/5 0% 0/5 0%
Ieishmaniosis n=32 3/32 939% 21132 6552%
Cardiomiopatias no Chagasicas n=41 0/41 0% 0/41 0%

Positivos/Pruebas totales.




TABLA 2

Extracto de T. cruzi (Ag. Referencia)

Positivo Negativo Total
Extracto Positivo 91 (a) 21(b) 112 (a+b)
de C. luciliae
Negativo 0(c) 106 (d)
Total 91 (avc) 127 (b+d) 218 (N)

Sensibilidad = 100%
Especificidad = 83.46%

VPP = 81.2%
VPN = 100%

K=0.3

30



Fig 1

Analisis por Inmunotransferencia de extracto soluble de C. luciliae con sueros
de pacientes Chagasicos crénicos. 100ug de proteina del extracto soluble fué aplicado a
geles de electroforesis en poliacrilamida y posteriormente transferidos a una membrana de
nitrocelulosa, como se describe en materiales y métodos. Luego se incubaron las tiras de

nirocelulosa en presencia de sueros de distintos pacientes Chagésicos, carriles 1-5, Blanco, carril
6.
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Fig 2
Andlisis por Inmunotransferencia de extracto soluble de C. Iucilige con sueros

de pacientes con Leishmaniosis visceral. Las muestras se prepararon como en la figura |
Carriles 1-2.-Blancos, 3-7.- Sueros de pacientes con Leishmaniosis visceral, 8.- Control negativo



7.3 HOMOLOGIA DE LA GP30 CON OTRAS PROTEINAS TANTO DE T. cruzi COMO DE
Cluciliae

Para estudiar la homologia de epitopos de la gp 30kDa con otras glicoproteinas. tanto de
C. luciliae como de 7. cruzi, se realizd un W. Blot con sueros de pacientes Chagasicos cronicos y
extracto total de C. Juciliae Para obtener anticuerpos monoespecificos, se eluyeron solo los
anticuerpos unidos a la region de 30kDa por varas técnicas. Los anticuerpos eluidos son utilizados
nuevamente para realizar un segundo W. Blot con extractos de C. fuciliae 'y 1. cruzi para ver que
otras proteinas son reconocidas por estos anticuerpos en ambos extractos. Las técnicas utilizadas para
la eluicion de anticuerpos, utilizan compuestos distintos como Cloruro de Litio (LiCl) SM . Urea 2M,
SDS 1%, Cloruro de Magnesio (MgCly) 2M, Cloruro de Sodio (NaCl) SM y Glicina-HCI pH 2 8
respectivamente

A excepcion del SDS 1% vy de la Glicina-HCl pH 2.8, los otros reactivos no lograron eluir los
anticuerpos contra la gp 30kDa. lo que indica que los anticuerpos contra gp 30kDa presentan una
afinidad muy alta, sin embargo a pesar de que el SDS logra eluir una buena parte de ellos. comparado
con las otras récnicas (Fig 3), los desnaturaliza, ya que al incubarse posterionmente con {os antigenos.
1o hubo reconocimiento (dato no mostrado). Debido a lo anterior, se selecciond la técnica de Glicina-
HCI pH 2.8, para obtener los anticuerpos dirigidos contra la banda de 30kDa.

Cuando los anticuerpos policlonales monoespecificos contra la gp30 se ensayaron con extractos
totales de (. Juciliae. se observd que ademas de reconocer a gp30, estos anticuerpos reconocieron
otras dos proteinas cuyos pesos moleculares son de 31, 35 kDa (Fig. 4). Estos mismos anticuerpos
reconocieron por inmunotransferencia tres proteinas en extractos totales de 7. c/uzi; cuvos pesos
moleculares son de 30, 33 y 35kDa, respectivamente (Fig. 5). Estos resultados sugieren que el
anticuerpo anti-gp30 reconoce un grupo de proteinas que comparten determinantes antigénicos v que
estructuralmente estan relacionadas.

7.4 EFECTO DEL PERYODATO SOBRE LA UNION ANTIGENO-ANTICUERPO

Con el fin de determinar si la gp3(5 contiene en su estructura carbohidratos con caracteristicas

antigénicas, se estudio el efecto de diferentes concentraciones de peryodato de sodio sobre el

reconocimiento de la molécula por un “pool” de anticuerpos de pacientes Chagasicos



En primer lugar extractos completos de 7. cruzi y (. fuciliae adsorvidos a microplacas para
ELISA se trataron con una concentracion de peryodato de hasta 20mM y después se incubaron con un
“pool” de sueros de pacientes Chagasicos (Fig. 6).

La reactividad hacia el antigeno de C. luciliae en ELISA, utilizando una concentracion de
peryodato de sodio 0.1mM , disminuyd un 18% respecto al control no tratado. mientras que a
concentraciones arriba de SmM esta disminuyd un 29%; asi mismo la reactividad hacia el antigeno de /.
cruzi a una concentracion de Peryodato de sodio 0.1mM disminuyo solamente 5.6%. mientras que a
concentraciones arriba de SmM esta fue de un 21%

Esta disminucion, indica que al menos un 20 a 30% de los anticuerpos estan dirigidos contra

carbohidratos

40
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1234 5S678 9 10

Fig 3

Analisis de distintas técnicas de elucién en ensayos de W. Blot con anticuerpos
de pacientes Chagasicos crdnicos contra el extracto soluble de C luciliae. 1.as
técnicas se describen con detalle en materiales y métodos., 1.- Blanco, 2.- Control negativo, 3.-
Control positivo sin eluir, 4.- control positivo eluido con Glicina-HCI pH 2.8, 5.- Blanco. 6 -
Control negativo, 7.- Control positivo sin eluir, 8.- Control positivo eluido con LiCl SM, Carril
9.- Control positivo eluido con Urea 2M., Carril 10.- Control positivo eluido con SDS 10%
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Fig 4
Ensayo de W. Blot: Reconocimiento del extracto soluble de C. luciliae, por
anticuerpos policlonales contra la zona de 30kDa eluidos por la técnica de

Glicina-HCl pH 2.8. Los experimentos se realizaron como se describe en materiales y
métodos. Carriles 1.- Blanco, 2.- Control positivo, 3-4.- Anticuerpos policlonales eluidos.
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Fig 5
Ensayo de W. Blot: Reconocimiento del extracto soluble de 7. cruzi, por
anticuerpes policlonales contra la zona 30kDa eluidos con la téenica de

Glicina-HCI pH 2.8: La técnica se realizé como se describe en materiales y métodos Carriles
1.- Blanco., 2.- Control positivo, 3-4.- Eluidos de dos sueros positivos.

13




oD
495nm

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.0 0.1 5.0 20.0

Concentracion de peryodato de sodio

FIG. 6
Ensayo de ELISA: Efecto del peryodato sobre el reconocimiento de un “pool”
sueros de pacientes Chagdsicos crénicos contra el antigeno soluble de C. luciliae

Y T. cruzi. La deteccion se realizd como se describe en materiales y métodos. Lecturas de
absorvancias a 495nm, obtenidas a diferentes concentraciones de peryodato de sodio.
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Otro tipo de analisis consistio en tratar con peryodato de sodio extractos totales de ambos
parasitos después de transferirlos a membranas de nitrocelulosa Estos extractos tratados se meubaron
con un “pool” de sueros de pacientes Chagasicos y se observé una disminucion en la reactividad. La
disminuciéon de la reactividad representa un porcentaje pequefio. Por otro lado, no se afecto el
reconocimiento de las bandas mas inmunogénicas como la gp de 30kDa. tanto en C. fucifice (Fig. 7A)
como en 7. cruzi (Fig. 7B) lo que sugiere que los anticuerpos anti-gp30 estan dirigidos contra epitopos
protéicos o que el papel de los carbohidratos en el reconocimiento es muy pequefio
75 EFECTO DE ALGUNAS ENZIMAS EN EL RECONOCIMIENTO DE LAS
GLICOPROTEINAS POR ANTICUERPOS

Debido a que los carbohidratos de la gp 30kDa parecen no participar importantemente en los
sitios de union reconocidos por los anticuerpos de pacientes chagasicos y con el fin de verificar estos
hallazgos, se realizaron ensayos mas especificos, usando Glicosidasas,

Para esto, €l antigeno de C. Juciliae transferido a nitrocelulosa se tratd con varias enzimas

utilizando asi, Hialuronidasa, p-n Acetilglicosaminidasa y Endoglicosidasa F. cuya funcion se describe

en la siguiente tabla. %%
ENZIMA FUNCION PRODUCTO

B-N Acetilglicosaminidasa Hidrolisa uniones ghcosidicas N'N diacilcetobiosa
[3-D 1-3N acetoanudo deons

Endoglicosidasa F Hidroltsa uniones ghcosidicas N-aceulglucosamina.
3-D 14N acetlacetanuda unida a pohipéplidos

Hialuronidasa Hidroliza uniones N acetil hexosamma Acido 4-5 hexuronico
del acido Inalurénco nsaturado

Con el tratamiento enzimatico tampoco hubo significantes cambios en la reactividad de los anticuerpos
contra la gp 30kDa ni a otros componentes (Fig 8), va que no se observo pérdida en la reactividad
hacia las bandas, comparandola con el control no tratado La observacion fue visual y subjetiva. pero

los cambios no fueron evidentes



7.6 LOCALIZACION DE GP30 EN C lucilice Y SUHOMOLOGA EN T. cruzi
7.6.1 METODO DE INUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IF1)

Para determinar la ubicacion de la gp de 30kDa en (. fuciliae v su homologa en 7. cruzi. se
realizd una inmunofluorescencia indirecta (IFT) utilizando parasitos completos tanto de . fucrliae
(coamastigotes) v de 7. cruzi (epimastigotes). Los parasitos se fijaron con formaldehido vy se
incubaron por separado con sueros de conejo inmunizados con antigeno completo de (. fuciliae.
antigeno completo de 7. cruzi y contra la banda de 30kDa. Los anticuerpos obtenidos contia el
antigeno completo de (. Jucilice. mostraron una fluorescencia ntensa, ya que estos reconocen  gran
cantidad de epitopos Con los sueros que reconocen el antigeno completo de /o cruzi. se obsenvo
fluorescencia positiva pero de menor intensidad, sin embargo con los anticuerpos que reconocen la
banda de 30kDa, la fluorescencia fué negativa (imagenes no mostradas). Estos datos sugieren que la gp
de 30kDa en . huciliae y su homologa en 7. cruzi no tiene epitopos expuestos v por lo tanto no hay
reaccion antigeno-anticuerpo, ¢ que la proteina no sea membranal. o quiza esta sea secretada o que el

proceso de fijacion destruya los epitopos
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Fig 7A

Analisis deW, blot: Efecto del peryodato sobre la reactividad un “pool” de
sueros de pacientes Chagisicos crénicos contra el antigeno soluble de C
luciliae. El antigeno ya transferido a la nitrocelulosa, se tratd con diferentes concentraciones de

peryodato de sodio y posteriormente se incubaron con un “pool” de sueros de pacientes
Chagasicos crénicos. a.- 0.1mM, b.- SmM, ¢.- 20mM.
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Fig7 B
Analisis de W. blot: Efecto del Peryodato sobre la reactividad de un “pool” de

sueros de pacientes Chagasicos cronicos contra antigeno de 7. cruzi El antigeno se

traté como sc describe en la figura 7A. Las concentraciones de peryodato usadas fueron: Carriles
d.-0.1mM, e.- SmM y f - 20mM.
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Fig 8
Analisis de W. blot: Efecto de diferentes enzimas hidroliticas sobre la

reactividad de un “pool” de sueros de pacientes Chagdsico crénico contra el

antigeno soluble de C. luciliae. E| antigeno transferido, se tratd por separado con cada una
de las enzimas, usando el buffer adecuado para cada una de ellas. Carriles: 1.- Control (-+) sin
tratamiento enzimitico, 2.- Tratamiento con Hialuronidasa, 3.- Tratamiento con B-N-Acetil
glicosaminidasa, 4.- Tratamiento Endoglicosidasa F.



7.6.2 MARCAJE DE PROTEINAS DE SUPERFICIE CON ™1

Para confirmar lo anterior. se realizo un marcaje de proteinas de superficie con '“I-Nal v
posteriormente se realizé una inmunoprecipitacion. con suero de conejo contra la zona de 30kDa En
este experimento se obtuvo un resultado negativo, ya que no se observo bandeo en la autorradiografia.
pero sin embargo no se descartaria aun la posibilidad de que fuera una proteina de superficie. ya que
quiza no tenga expuesto el aminoacido Tirosina, que es el que se marca con yodo y por lo tanto no se
observa en la autorradiografia.

7.6.3 CLONACION DEL GENE DE T. cruzi QUE CODIFICA PARA LA PROTEINA HOMOLOGA
A GP30 DE C. lyciliae
Con el fin de clonar el gene que codifica para la proteina gp30 homologa en 7. cruzi. primero se

estudio si los anticuerpos de conejo inmunizados con la zona de 30kDa reconocian la proteina en
tripomastigotes y amastigotes en ensayos de W, blot, estos anticuerpos reconocieron a la proteina
homologa tanto en tripomastigotes como en amastigotes, ademas de otras proteinas de alto PM
(Fig 9)

Con estos anticuerpos se realizd el tamizaje de una biblioteca de cDNA de
amastigotes/tripomastigotes (75/25%). Se tamizaron alrededor de 160.000 clonas sin encontrarse
alguna positiva, lo que sugiere que posiblemente el producto de expresion es téxico para las bacterias
en el sistema empleado.

Una alternativa es realizar el tamizaje en una biblioteca genomica en la cual se expresan solo
una parte de la molécula v asi evitar su toxicidad. detectandose con los anticuerpos generados Por
otro lado, se puede secuenciar la gp30 purificada v disefiar oligonucledtidos con el fin de obtener
sondas y utilizarlos en el tamizage de las bibliotecas y asy obtener el gene para esta proteina tanto en (.

lucifige como en 1. cruzl.
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8 DISCUSION

El establecimiento de} diagndstico en un paciente con enfermedad de Chagas cronica, continua
basandose en la confirmacién seroldgica de la exposicidn al agente causal, 7ryparosoma cruzi, dentro
del contexto de los hallazgos clinicos caracteristicos. El diagndstico serologico de la etapa
indeterminada y cronica atn adolece de la especificidad deseada, debido a la presencia de antigenos de
reaccion cruzada con otros organismos patdgenos y no patégenos, de la misma familia de 7. cruzi, por
lo que atn se continGia con la bisqueda de mejores antigenos para el diagnostico.

En este sentido se ha informado de la utilidad de distintas proteinas punficadas v
recombinantes de 7. cruzi para mejorar el diagnostico, como son las denominadas SAPA, FRA. CRA.
gp25 kDa, gp90 kDa entre otras, que al ser comparadas dan sensibilidades que oscilan entre 96-99%0
4.40,83,107,143

Diversos estudios en Ia literatura han reportado reaccién cruzada entre proteinas homologas de
otros parasitos. Dentro de estos parasitos con los que 7. cruzi tiene cruce antigénico y que son de gran
importancia. se encuentran [ripanosoma rangel y Leishmama sp., lo que dificulia el
inmunodiagnéstico diferencial en estudios epidemioldgicos, por coexistir con 7. cruzr en las mismas
areas endémicas, aunque este no es problema desde el punto de vista clinico, ya que son entidades
diferentes.

Se sabe que 7. cruziy T. rangeli, comparten el 60% de sus antigenos solubles®. El principal antigeno
de reaccion cruzada es una gp de superficie de 72 kDa, que se encuentra en los epimastigotes de 7.

rangel, y es reconocido por los sueros de pacientes Chagasicos; sin embargo sueros de animales

inmunizados con 1. rangeli, no reconocen antigenos de 7. cruzr”.

Con respecto al cruce antigénico entre 7. cruzi y Leishmania, se ha visto que €stos parasitos
comparten un gran nimero de antigenos, como lo demuestra el estudio realizado por Chiaramonte ™,
en donde anticuerpos de pacientes Chagasicos reconocen por inmunoblot, diversos antigenos de
Leishmania mexicana con pesos moleculares de 124,107,97,59,32 kDa, mientras que sueros con
Leishmaniosis reconocieron bandas de 85,81,70,65-60, 37 y 32 kDa, en antigenos de /. cruzi. Hay
otras proteinas especificas que participan en la reaccion cruzada, tal s el caso de la gp HSP de choque
térmico con un PM de 70 kDa que se encuentra en ambos parasitos y es una de las proteinas mas

conservadas: Levy, demostré que sueros de pacientes Chagasicos y de pacientes con lesiones
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mucocutineas metastasicas producidas por Leishmama brasilensis brasilensis, reaccionan con esla
proteina, aunque se ha visto que algunos sueros de pacientes chagasicos no reaccionan con la hsp-70
humana, a pesar de existir 70% de homologia en sus aminoacidos™*.

Otra proteina que posee reaccion cruzada entre 7. cruzi y Leishmemia, es la proteina acida
ribosomal, perteneciente a las proteinas P, que se localizan dentro de la subunidad 60S de los
ribosomas, las cuales participan en la sintesis de proteinas, denominandose ( L.cPO, TcPO y HuPO ).
para Letshmama chagasi, T. cruzi y Humano, respectivamente. Asi se ha visto que sueros de pacientes
chagésicos y de Leishmania chagasi, tienen anticuerpos de reaccion cruzada contra LePO. TePO vy
HuPO'”,

Otra alternativa para obtener antigenos para el diagndstico es el uso de Tripanosomatidos de
insectos no patogenos al humano. La . Juciliae forma parte de ésta alternativa, ya que en estudios
realizados en la década de los 70's se informé de su potencialidad. En este trabajo se estudio la
potencialidad del estudio de C. luciliae en ensayos de ELISA, utilizando sueros de individuos Cronicos
Chagasicos, de Leishmaniosis, Toxoplasmasis, Miocardiopatia dilatada no chagasica y Enfermedades
autoinmines. Encontramos que el extracto era reconocido por el 100% de los individuos chagasicos.
asi tambien por individuos de Leishmaniosis y al calcular los valores de sensibilidad, especificidad.
VPP, VPN v el indice de correlacion K. encontramos valores de 100%, 83.4%, 81 2%, 100% y O 8
respectivamente.

Estos resultados nos permiten apoyar €l uso potencial de extractos de . fucrliae para ¢l
diagnostico de la enfermedad de Chagas

Asi también estudiamos por medio de ensayos de inmunotransferencia, extractos de (. fuciliac
y los enfrentamos con sueros de individuos chagasicos, obteniendo el patron antigénico Se reconocio
una banda en la zona de 30kDa que era inmunodominante e antigénica.

Con la finalidad de saber si esta banda de la zona de 30kDa de (. luciliae compartia estructuras
antigénicas en 7. cruzi, se realizaron eluciones de anticuerpos a partir de papel de nitocelulosa que
habian sido transferidas con extractos de (. Juciliae y de la zona de 30 kDa, las eluciones se realizaron
por tratamiento con glicina-HCL pH 2.8 y se comprobé que los anticuerpos eluidos reconocian, al ser
probados en otra membrana transferida con extracto de C. luciliae, la banda de 30kDa y otras de 31 v
35kDay al utilizar el extracto de 7. ¢ruzi reconocian 3 bandas de 31,33 y 35kDa, lo que demuestra ¢l

cruce antigénico entre estos dos extractos. Los resultados sugieren que existan moléculas

[~ 1]
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estructuralmente relacionadas entre ambos pardsitos, aunque no necesariamente se trate de la misma
proteina.

Al calcular los valores de sensibilidad y especificidad con respecto a la banda de 30kDa.
observamos que estos eran de 100% y 96.06% respectivamente, de tal forma que si pudiera punficarse
y utilizala en ensayos de ELISA, se podria obtener una prueba con valores de especificidad v
sensibilidad aceptables.

Por otra parte, con el afin de conocer la ubicacion celular de la gp de 30kDa tanto en .
lucilice como de su proteina homdloga en 7. cruzi, se probaron varias técnicas, la primera en realizarse
fué la de Inmunofluorescencia indirecta (IF1) con parasitos fijados con formaldehido y se obsenvo
positividad con los sueros policlonales de conejo contra el parasito completo de 7. cruzi y C. luciliae.
mientras con el suero contra la zona de 30kDa la reaccidn fué negativa, lo cual nos indica que si
estuviera esta glicoproteina en la superficie del parasito, ésta no tiene sus epitopos expuestos, por lo
que no se observo reaccion antigeno-anticuerpo, o bien, que probablemente su antigenicidad se pierde
después de fijar Jos parésitos con formaldehido

Para corroborar 1o anteror, se realizd la técnica de marcaje con B} de las proteinas de
superficie de . fuciliae y al realizar la Inmunoprecipitacion de estas proteinas, la reaccion fue negativa
Por todo esto se concluye que si la gp de 30kDa se encuentra en la superficie, no tiene sus epitopos
expuestos, lo que se apoya con los resultados de inmunofluorescencia, 0 no posee residuos de Tirosina.
ya que no Jogra marcarse con 1.

Con la finalidad de conocer si los carbohidratos tienen importancia antigénica durante la
infeccion chagasica crénica, se realizaron ensayos de W. blot y ELISA con extractos de 77 cruzi y ('
lciliae, los que fueron tratados con peryodato a pH acido Se realizé mediante la técnica previamente

<, 060,337
descrita )

Con este tratamiento se rompen los grupos hidroxito vecinales de los Carbohidratos. sin
alterar las cadenas polipeptidicas, convirtiendolos en grupos aldehidos, que con el subsiguente
tratamiento con Borohidruro de Sodio se reducen a alcoholes, alterando la estructura glicosidica'
Utilizando la técnica de ELISA, con un “pool” de sueros positivos, se obtuvo una disminucion
en la reactividad para ambos antigenos, de 29% y 21% para Cruthidia 'y Tripanosona respectivamente.
al usar concentraciones de 20mM de peryodato de sodio. Al realizar la técnica de Westemn blot. sc

observé una pequefia pérdida de reactividad para las bandas menos inmunogénicas, sin embargo la banda

de 30kDa de C. luciliae que es la de nuestro interés, no disminuy® su reactividad, lo que sugiere que los
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carbohidratos no estan involucrados como epitopos importantes reconocidos por los sueros de pacientes
chagasicos cronicos hacia la banda de 30kDa.

Para corroborar lo anterior se aplico un método mas especifico para eliminar los grupos
carbohidratos de las glicoproteinas, que consiste en utilizar glicosidasas y se observo que con el uso de
estas enzimas tampoco se afectd el reconocimiento por los anticuerpos contra la gp de 30kDa. lo que
nuevamente confirma que los carbohidratos pudieran estar pobremente o no involucrados en los sitios
de reconocimiento de los anticuerpos

Lo que nos sugiere que el papel de los carbohidratos como antigenos relevantes en la etapa
cronica de la enfermedad, no son importantes y nuestros resultados son compatibles con datos
recientemente publicados, donde demuestran que los carbohidratos como antigenos son mas importantes
en la fase aguda que en la cronica' ™

Finalmente, la busqueda de una clona en la genoteca de 70 cruzi que codifica para la protemna
homéloga a la gp de 30kDa de C. fucifioe no fué exitosa, ya que después de vanos intentos con el uso
de anticuerpos policlonales no se logro encontrar ninguna clona. Quiza debido a que el gen que codifica
para esta gp es un gen Unico y se requiera mas tiempo para su biisqueda. o bien utilizar distintas
estrategias de clonacion génica, o bien, tratar de buscar minuciosamente la clona en una genoteca de
cDNA de 7. cruzi o de C. lulciliae, que no pudimos identificar con técnicas de tamizaje con anticuerpos.
para asi producir un antigeno recombinante més especifico y sin la necesidad de trabajar con un parasito
altamente patogeno como lo es /. cruzr

Los valores aceptables de sensibilidad y especificidad. obtenidos en este trabajo. utilizando
antigeno de C. luciliae, para el diagnostico de la enfermedad de Chagas, lo hace un antigeno confiable
de gran utilidad para este fin, ademas de no ser patdgeno. disminuye €l riesgo de contaminacion del
personal de laboratorio, haciendolo mas facil de manejar y con la capacidad de obtener mavor
rendimiento del antigeno. Estudios posteriores sobre esta proteina deberan estar encaminados a su
optimizacion en los ensayos para probar los limites de deteccion efectiva de la enfermedad Podria
utilizarse el extracto de C. luciliae en ensayos de ELISA. sabiendo que su especificidad es de 83 4% v
que las reacciones cruzadas seran con individuos que padezcan Leishmaniosis, lo que clinicamente no
representa problema diagnéstico, o bien, utilizando la proteina de C. Jucilize de 30 kDa punficada en

este mismo ensayo.
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En un futuro, lo ideal seria generar un antigeno recombinante utilizando otras estrategias para la
obtencién del gene que codifica para la gp30 kDa, en una genoteca de 7. cruzi o de (. Jucilue. en
virtud de que esta proteina, no requiere de los carbohidratos para ser reconocida por los anticuerpos v
eso la hace candidata para ser producida en grandes cantidades por técnicas de biotecnologia. en
sistemas de procariontes. Para asi poderla usar principalmente en el tamizage en bancos de sangre y en
el diagnostico de la enfermedad de Chagas, sobre todo en pacientes con cardiopatia de origen

desconocido que ingresen a diversos servicios de Cardiologia en el pais.
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Crithidia Iucilize, a nonpathogenic trypanosematid, could provide a good alternative source of antigen for
serodiagnosis of Chagas’ disease. An enzyme-linked immunosorbent assay showed 100% sensitivity and 83%
specificity when 91 human serom samples from Chagas’ disease patients and 127 human serunt samples from
people suffering from toxoplasmosis (21 samples), feishmaniasis (32 samples), wystentic rheumatic diseases (33
samples), and heart diseases (41 samples) were tested simultaneously with Trypanosoma cruzi and C. luciliae
crude extracts. By Western bloiting, an immunodominant band (30 kDa) was recognized by chagasic sera on
the C lucilize crude extract; specificity reached 97% with respect to this protein band. The carbohydrate

moieties were not antigenic.

Scroimmunologic tests are paramount for the diagnosis of
cironic Chagas® disease, when parasitemia is low and sporadic
parasitism and tissue parasitism are almost impossible to dem-
onstrate, Current serologic assays have limited value, and be-
cause of problems with low specificity and two different assays
with a single sample, increasing the diagnostic yield has been
recommended (18). The cultured form of Trypanosoma cruzi
(epimastigote} is generally used as a source of antigen, because
it is cultured ecasily and a fairly good amount of antigen is
obtained. Although the trypomastigote or amastigote paresite
phase produces antigens with better sensitivity and specificity
In clinical tests, there are difficulties linked to infectiousness
and low yield (5, 6). Purified or recombinant moieties have also
been used for diagnostic purposes; however, either these prod-
ucts are not available in most clinical diagnostic taboratories,
or their performance has not fulfilled expectations (10). There-
fore, crude extracts of cultvr~d epimastigotes are the current
source of antigen for seroimmunologic assays in the clinical
laboratory (13, 16).

Over the course of many ycars, a scarch for an alternate
source of antigen has been undertaken. During the 1870,
insect irypanomatid parasites, which are not pathogenic to
human beings, were assayed, and a very high sensitivity (up to
98% by indirect immunofluorescence was reported) (9, 17),

In this study, we report the use of chacanomastigote or
semiamastigote (1) forms of Crithidia luciliae, a monoxenous
trypanosomatic parasite of insects of various orders (Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, and Lepidoptera), as an alternative
source for antigen in clinical studies aimed at recognizing hu-
man serum antibodies specific for 70 cruzi,

We compared results with 7. cruzi antigen uscd as a refer-
ence to results with C. lucilive crude antigen. Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISAs) and immunoelectric transfer-
ence (Western blotting [WB]) (14) were applied to sera from
peeple with or without chronic Chagas’ disease.

Parasites (either T. cruzi or C. lucilae) were cultured in a
brain heart infusion medium with 10% fetal calf serum, har-
vested at the log phase of growth, centrifuged at 1,800 X g 4°C,

~ Corresponding author.
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extensively washed with phosphate-buffered saline (PBS). and
sonicated at maximum output {100 W} under protease inbibi-
tion. After centrifugation at 12,000 X g for 30 min at 4°C, the
clear supernatant was cotlected, the protemn concentration was
adjusted to 1 mg/ml, and the samples were aliquoted and
frozen until used (12).

For ELISA, polyestyrene wells (Dynatech) were sensitized
with antigen (1 pg/well) in carbonate buffer and blocked with
PBS-Tween 20 (0.01%) containing bovine serum albumn
(1%). Human serum diluted to 1:400 was incubated and
washed; a second antibody, peroxidase-labeled antihuman im-
munoglobulin G (1gG), was added. Color was developed by
orthophenylenediamine and H,O,. A micro-ELISA reader a
490 nm was vsed to quantify results (11).

A WB assay was performed by electrophoresis of extracts on
a polyacrylamide gel (109). Total protein (150 pg) wis run
and transferred to nitrocellulose paper sheets, blocked with
PBS-Tween 20 (0.1%) containing 3% bovine serum albumin;
human serum diluted to 1:1,000 in the same buffer was added
to react. Finally, antihuman IgG (Fc specific) peroxidasc con-
jugate reacted, and the color reaction was developed with
4-chloronaphthol and H,0, (14).

We tested 39 Brazilian serum samples and 32 Mexican se-
rum samples from patients with a definitive diagnosis of
chronic Chagas’ disease on epidemiologic, clinical, and sero-
logic bases (a total of 91 positive serum samples} (7, 8). A total
of 127 serum samples from subjects with 2 clinical diagnosis of
toxoplasmosis, leishmaniasis, systemic rheumatic discase. or
heart disease were included as a comparative group.

The ELISA was always positive when the chagasic sera were
assayed. In contrast, only 3 of 127 serum samples from the
comparative group gave a positive result when T. crvzd antigen
was used for plate sensitization. When Crithidia antigen was
used instead, complete concordance was observed with respect
to the chagasic sera, but as many as 21 of 127 (17%) of the
nonchagasic serum samples became positive. False positives
were observed in patients with either cutaneous or visceral
leishmaniasis, Higher ELISA values corresponded to the latter
form, while cutaneous disease presented lower absorbance.

A test was considered positive when the optical density wus
above the mzdian plus § standard deviations obiained from
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TABLE 1. Correlation between sensitivity and specificity of 7. cruzi
and C. luciliae extracts with serum from Chagas’ disease patients
and controls

No. of serum samples with
FCSpONse to

Response to C. !
P T cruzi extract?

luciliae cxtract

Total no.
of responses

Pesstive Negative
Pasitive 91 (a) 21 (b) 112{a + &)
Negative 0(c) 106 (d)
Total 91 (a +¢) 127 (b +d) 218 (n)

“ Sensitivity, {ale + €)(100) = (91213(100) = 100%; specificity, (db + ayr00)
= {106/127) = 83 46%.

hlood donor samples and the coefficient of variation was 9%.
The sensitivity and specificity were 100 and 83.4%, respectively
(Table 1). '

On WB, the C. lucilige extract rcactod with chagasic sera,
and a 30-kDa band was dominant; 100% of the chagasic sera
recognized it (Fig, I). In the nonchagasic comparative group
(WB profile not shown), a few of the serum samples from
patients with visceral leishmaniasis showed a faint reaction,
Specificity, with respect to the 30-kDDa band, reached 96.8%.

Antibodies eluted by HCl-glycine buffer (pH 2.8) (20) were
able to recognize a 30-kDa band in a second WB with either T
cruzf or C. luciline antigens, although they recognized some
other peptide bands as well. When T, cruzi extract was used in
the second WB, bands with sizes of 30, 33, and 35 kDa were
recognized. When C. Juciliae was the protein source, two bands
with sizes of 31 and 35 kDa reacted (Fig. 2 and 3). These
results confirm that both extracts share epitopes recognized by
IgG anti-T. cruzi antibodies.

To explore the role of carbohydrate compounds as antibody
targets, we performed an oxidative reaction with sodium pe-
riodate, which attacks periodic structures with a repeating unit
on cxtended linear molecules and no substituent at position 3’
in the pyranoside form (2, 21). This experiment was performed
according to the method of Woodward et al. (20). A sensitized
plate was treated with sodium acetate (50 mM [pH 4.5] and

~[97.4 97.4
=166 2 66.2
42,7 42.7
-|31.0 31.0
~|21.5 .]21.5
el 14,4 [=§14.4
12
. T.Cruzi C.lucillae

FIG. 1 Representative antigenic prafile of 7. cruzi (lanes 1 and 2) and C.
lucthe {lanes 3 to 7) extracts reacted with chagasic sera. Lanes: 1 and 3, blanks,
2,4, 5, 6, and 7, chagasic sera. Molecular masses are shown to the right of cach
panel 1 kilodaltons.

NOTES 3317

97.4 —

66.2 —

42.7 —

M0 —

2185 — l

B s L

[E———

FIG. 2. WB assay of T cruzi extract reacted with antibodics eluted from ti,
30-kDa region of C. fucikae with HCl-glyeme {pH 2.8) Lanes. 1, blank. 7
positive; 3 and 4, eluted,

0.1, 5, and 20 mM sodium periodate in acetate buffer for 60
min at 4°C in complete darkness, and this was then reduced by
50 mM sodium borohydrate in PBS for 20 min at 4°C in
complete darkness, A canventional ELISA was run after treat-
ment. Results showed a diminished reactivity, 21 and 29¢7,
respectively, against both T. cruzi and C. lucilae antigenic ex-
tracts at a periodate concentration of 5 mM or higher. Perio-
date oxidation also produced a reduction of some paolypeptide
bands when WB was used instead of ELISA; however, the
30-kDa band was spared (Fig. 4 and 5). Enzymatic treatment of
transferred total extracts, whether from T, cruzi or C. luciliae.
with endoglycosidase F does not modify the antibody recogni-
tion pattern {data not shown). Therefore, there is evidence for

kDa 1 2 3 4

974 -

66.2 —

42,7 —

215 —

FIG. 3. WB assay of C. luctliae extract reacted with anuibodres eluted from
the 30-kDa region of C. fuciline by HCl-glycne (pH 2 8). Lancs 1, blanh: 2.
positive; 3 and 4 eluted.
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FIG. 4. WB assay of C lucifiae cxtract treated with .1, 3, and 20 mM
periodate (lanes A, B, and C, respectively).

a major protein epitope on the dominant 30-kDa band, with a
minor role for carbohydrate moieties in the reactivity disclosed
by ELISA, in concordance with recent data by Umezawa ct al,
{19). Carbohydrate moieties are important for the antigenicity
of T. cruzi, especially during acute infection, but not in the
chronic phase.

The variability among 7. cruzi strains isolated from reser-
voirs, triatomine vectors, or human patients is well known. In
addition, there are clone-specific components (3) which con-
tribute to the heterogeneity of the immune response. However,
certain highly conserved epitopes have been recognized (13,
15) which are considered useful targets for improving diagnos-
tic assays. Unfortunately, such moieties exist only in small
amounts, making it difficult to use them for clinical testing (4).

Alternatively, recombinant proteins represent an interest-

97.4
66.2

42.7

31.0

21.5
14.4

FIG. 5. WB assay of 7. cruzi extract treated with 0.5, 5, and 20 mM penodate
(lanes 3, 4, and 5, respectively). Lane 1, blank; lane 2, nontreated
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ing possibility for the development of clinical diagnostic
assays. Recently, 11 proteins, of both purified and recombi-
nant moieties, were evaluated, with some of them reaching
a high correlation (kappa index, =0.8) (10).

However, serodiagnosis of 7. cruzi infections is still difficult,
because no purified or recombinant proteins used as antigens
in diagnostic tests are free of pitfalls and limitations, and the
are expensive or not readily available in less-developed settings
where the disease is an important public health 1ssue, espe-
cially when urban Chagas’ disease seems to menace blood
supplies and as screening of blood donors becomes mandatory
in most countries through the South American continent. In
this sense, Crithidia-derived antigens, which are easily pro-
duced and contain significant moieties recognized by human
antibodies, represent an interesting subject for studying the
humoral immune response and, perhaps, an alternative diag-
nostic method with minimal expense and no risk.

This work was supporied by grants from Conscjo Nacional de Cien-
cia y Tecnologia {CONACYT) 212220-5-0533 PM.
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