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RESUMEN

El protozoo flagelado Trypanosoma cruzi es el agente causal de una de
las endemias de mayor relevancia para la Salud Publica en América Latina, la
Enfermedad de Chagas. Es una patologia zoonoética que afecta aproximadamente
a 18 millones de individuos en Sudamérica y alrededor de 150.000 en Chile.

El diagnodstico de esta enfermedad es principalmente seroldgico,
basandose en la deteccién inmunométrica de IgG contra antigenos parasitarios o
el parasito completo. Esta metodologia tiene la desventaja que, a pesar de tener
un alta sensibilidad, la presencia de reacciones cruzadas con otros
tripanosomatidos disminuye la especificidad del método. Este problema no es de
mayor relevancia en Chile, ya que no existen datos acerca de la existencia de
otros parasitos que pudieran producir resultados falsos positivos.

Con el objetivo de mejorar la calidad del diagnéstico, numerosos
laboratorios han desarrollado ensayos que usan proteinas recombinantes o
péptidos sintéticos de T. cruzi. Se ha descrito que tanto sueros de ratones
desafiados con tripomastigotes, como sueros humanos infectados con el parasito,
presentan una respuesta humoral dirigida contra una proteina de 45 kDa de T.
cruzi, descrita en el laboratorio donde se desarroll6 esta Memoria, llamada en un

comienzo Tc45, hoy dia identificada como calreticulina de T. cruzi, TcCRT.

En esta Memoria de Titulo se propone estandarizar ensayos
inmunoenzimaticos para determinar la reactividad de sueros humanos con
calreticulina recombinante de T. cruzi (rTcCRT), con el fin de aportar datos con un

posible potencial diagnéstico de la enfermedad.

Se utilizaron sueros humanos seropositivos y seronegativos a T. cruzi
(segun criterio del Centro de Referencia Nacional, ISP, Chile), y se desarrollaron

ensayos inmunoenzimaticos utilizando extracto parasitario completo y calreticulina



recombinante del parésito, para evaluar y comparar la reactividad de los sueros en
estudio con estos reactivos. Ademas, se utilizaron inmunoglobulinas monoclonales

y policlonales, dirigidas contra rTcCRT, para sensibilizar las placas de ELISA.

Los resultados demostraron que el ensayo inmunoenzimatico directo,
utilizando extracto parasitario completo, es un buen método diagndstico que
permite discriminar entre individuos infectados y no infectados, ya que la
especificidad de este ensayo no estaria comprometida, en Chile, por la presencia

de reacciones no deseadas con otros tripanosomatidos.

Aungue los resultados obtenidos en los ensayos indirectos no favorecen
un valor diagnéstico para rTcCRT, indican que tanto en individuos infectados,
como en individuos normales, la presencia de anticuerpos anti — TcCRT es un
hecho frecuente. En los individuos seropositivos, este hecho se puede explicar por
numerosos factores, tanto del hospedero como del parasito. En los individuos
seronegativos, que no han estado en contacto con el parasito, al igual que en los
seropositivos, se presume que la presencia de reactividad contra TcCCRT podria
tener un origen autoinmune, ademas de otros factores que se discuten en esta

Memoria.

A pesar que el ensayo de captura de la proteina nativa desde extracto
parasitario con inmunoglobulinas policlonales lapinas anti rTcCRT ofrecia una
posibilidad atractiva para discriminar entre sueros positivos Yy nhegativos,
experimentos posteriores sugieren que la inmunogenicidad de nTcCRT es so6lo
una parte menor de un conjunto de otras interacciones complejas (no
necesariamente inmunoldgicas), participantes en el ensayo. Una contribucion
inesperada de estos ensayos, es la participacion paradojica de la fase sélida
(representada por el PVC de la placa de ELISA, sensibilizada con
inmunoglobulinas lapinas, inmunes o no, y la proteina saturante inespecifica). Asi,
independientemente de la especificidad de los anticuerpos unidos al PVC, se

unieron antigenos parasitarios, inmunogénicos en humanos y discriminatorios



entre sueros positivos y negativos. Es obvia, entonces, la necesidad futura de
identificar estos antigenos parasitarios.



SUMMARY

The flagellated protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the causal agent
of Chagas’ Disease, one of the most important endemics concerning Public Health
in Latin America. This pathology is a zoonosis that affects nearly 18 million people
in South America, and about 150,000 in Chile.

Serology is the main tool to detect the infection and it is based on the
detection of IgG against T.cruzi antigens or against the whole parasite. In spite of a
good sensitivity, this methodology has low specificity, due to possible cross
reactivity with other trypanosomatids. This is not a major problem in Chile, because
there is no data reporting the presence of other parasites that could generate false

positive results.

With the aim of improving the diagnosis quality, many laboratories have
developed assays using T. cruzi recombinant proteins or synthetic peptides. Within
this context, our laboratory has described that both humans and mice, infected with
trypomastigotes, develop a humoral response against a 45 kDa T. cruzi protein,

first called Tc45, and know identified as T. cruzi calreticulin, TcCRT.

With the goal of providing data with potential diagnostic value, this thesis
proposes the development of immunoenzimatic assays to detect the reactivity of

human sera with recombinant calreticulin from Trypanosoma cruzi (rTcCRT).

Human sera, positive and negative to T. cruzi (according to the National
Reference Center, Institute of Public Health, Chile, criterium based on immune
fluorescence) were tested in an immunoenzymatic assay against a whole parasite
extract and rTcCRT. The aim was to evaluate and compare the reactivity of these
sera with these reagents. Also, anti rTcCRT monoclonal and polyclonal

immunoglobulins were used to capture these molecules.



The results showed that the direct assay using whole parasite extract is an
appropriate diagnostic method which allows to discriminate between infected and
non infected individuals. The high sensitivity of this assay should not be influenced

in Chile by reactions with other trypanosomatids.

Although the results obtained in the indirect assays do not favor the
proposal of a diagnostic value for rTcCRT, they demonstrate that in both infected
and normal individuals, the presence of anti rTcCRT antibodies is a frequent
finding. In seropositive individuals this fact can be explained by a number of
factors, involving both host and parasite. In seronegative individuals, which have
not contacted the parasite, the presence of reactivity with TcCRT could have an

autoimmune component, besides other factors discussed in this thesis.

The indirect assay, using polyclonal rabbit anti — rTcCRT 1gG, offered an
attractive possibility to capture the native counterpart from a whole parasite extract,
thus providing a good discriminatory tool. However, further analysis of this
method, indicate that nTcCRT immunogenicity is only a minor part in a complex set
of participating interactions (non necessarily immunological). An unexpected
contribution of these assays is the paradoxical participation of the solid phase
(represented by the PVC ELISA plate, sensitized with rabbit immunoglobulines,
immune or not, and the irrelevant blocking protein). Thus, irrespectevily from the
sensitizing antibody specificity, and the fact that an efficient blocking agent was
used, immunogenic parasite antigens did bind to this phase. These antigens
discriminated positive and negative sera. Obviously, identification of these parasite

antigens will be attempted in the near future.



[. INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana afecta las
poblaciones semirurales y rurales que habitan las tierras mas céalidas de América
Latina y es una de las endemias mas expandida del continente. Las estimaciones
sefialan que entre 16 y 18 millones de personas presentan serologia positiva (Dias
y Schofield, 1999; Avila et al., 1997), que 21 mil individuos mueren cada afio por
causa de este mal, y que existen aproximadamente 40 millones de personas que
viven en situacion de alto riesgo de contraer la enfermedad (TDR, 1999-2000).
Estas cifras, junto al estrecho vinculo que existe entre esta dolencia y el alto grado
de subdesarrollo social y econémico, convierten a la Enfermedad de Chagas en

uno de los problemas de salud publica mas graves de toda Latinoamérica.

En Chile existe una zona endémica que abarca de la | a la VI Region,
incluyendo la Region Metropolitana, y se estima que existen aprox. 150 mil
individuos infectados (Olea, 1998).

El agente etiolégico de la Enfermedad de Chagas aguda, crénica y hasta a
veces fatal, es el Trypanosoma cruzi, protozoo flagelado del Orden
Kinetoplastidea. La sobrevida de este parasito depende de la exitosa transmisiéon y
colonizacion de tres ambientes radicalmente diferentes, el intestino del insecto
vector, y en el hospedero mamifero, los ambientes intra y extracelular (Tyler et al.,
2003).

T. cruzi es un organismo eucarionte unicelular, parasito intracelular
obligado, al cual se le han caracterizado numerosos antigenos. A pesar de
importantes contribuciones para definir su potencial rol como inmundégenos o
herramientas de diagnéstico, en la mayoria de los casos no se ha definido la

funcién de estas moléculas parasitarias.



El diagnéstico etioldgico de la Tripanosomiasis Americana es requerido en
variadas circunstancias (confirmar etiologia en un paciente, exclusion de sangre
de un donante, estudios epidemiolédgicos, seguimiento de casos post tratamiento,
sospecha de infeccion congénita, entre otros), y se basa en la presencia de
anticuerpos contra el parasito en el suero de individuos infectados. Estos
anticuerpos son normalmente detectados por una gama de ensayos seroldgicos,
los mas usados son hemoaglutinacion indirecta (IHA), inmunofluorescencia
indirecta (IF1) y ELISA (“enzyme linked immunosorbent assay”), por su bajo costo,
simplicidad de uso y aceptables resultados en cuanto a sensibilidad y
especificidad. Todos ellos se basan en fracciones parasitarias completas o

semipurificadas. La OMS recomienda usar al menos dos pruebas en paralelo.

Sin embargo, se han detectado algunos problemas en cuanto a la
reproductibilidad y confiabilidad de estos ensayos, derivado de la escasa
estandarizacion de los reactivos. Ademas, se presenta reactividad cruzada con
anticuerpos generados contra otros tripanosomatidos, especialmente Leishmania
spp., T. rangeli y Chritidia fasciculata. Con el fin de resolver estos problemas, se
han descrito una serie de antigenos purificados, los cuales han sido evaluados y
usados en investigacion con buenos resultados, pero no se han incluido en

pruebas diagnosticas por razones técnicas y econdmicas.

La produccion y purificacion de antigenos parasitarios es una tarea que
consume mucho tiempo, y generalmente se obtiene una baja cantidad de la
proteina de interés. Algunos de estos problemas se han solucionado con el
desarrollo de la técnica de DNA recombinante, lo que permite la produccion de
antigenos parasitarios en altas cantidades y con un alto grado de pureza (da
Silveira et al., 2001).

Son numerosos los laboratorios que han realizado estudios vy
caracterizado antigenos recombinantes de T. cruzi. Tal es el caso de los antigenos

recombinantes B12 y B13, a los cuales se les ha descrito una potencial aplicacion



en el serodiagndstico de la enfermedad (Gruber y Zingales, 1993). Una proteina
recombinante de 24 kDa, rTc24, fue evaluada para monitorear la eficacia de
terapias, a través de ensayos de ELISA e immunowesternblot (Krautz et al.,
1995). También se han desarrollado ensayos de ELISA con una mezcla de
antigenos recombinantes de T. cruzi, para el inmunodiagnéstico de la fase aguda
y cronica de la Enfermedad de Chagas. Estos estudios afirman que un ensayo
serologico que use mezclas de antigenos recombinantes, tiene la ventaja de
mayor especificidad que el uso de extractos parasitarios, ya que se minimiza la
reactividad cruzada. Sin embargo, al usar un Unico antigeno, disminuye la
sensibilidad. En este tipo de ensayo se ha evaluado, por ejemplo, el
comportamiento de tres antigenos recombinantes de T. cruzi (JL8, MAP, TcPo)
(Umezawa et al., 2004). Por otra parte, se ha investigado la capacidad diagnostica
de tres secuencias multiepitopicas combinadas en un Unico péptido sintético, el
cual fue evaluado en ensayos de ELISA obteniendo una alta sensibilidad
(Houghton et al., 1999). Otro laboratorio propuso el “TcF-ELISA”, que utiliza un
antigeno recombinante que contiene secuencias “tandem” de diferentes péptidos
especificos de T. cruzi, el cual demostré ventajas como: mejor discriminacion entre
suero reactivo y no reactivo, mayor precision, y menor indice de reactividad
cruzada con casos de leishmaniasis; siendo de alta reproductibilidad (Ferreira et
al., 2001).

En el afio 1991, en el laboratorio donde se desarroll6 esta Memoria de
Titulo, se describié que IgG de ratones inmunizados con T. cruzi reconocian un
polipéptido parasitario de 45 kDa, presente tanto en epimastigotes como
tripomastigotes de T. cruzi. Se le llam6 Tc45 (Ramos et al., 1991). En el mismo
laboratorio, en el afio 2000, se define a Tc45 como calreticulina de T. cruzi
(TcCRT), caracterizada como un antigeno dimorfico, codificado por genes de
distribucion cromosémica variable. ElI gen de Tc45 fue clonado, secuenciado y
expresado. La caracterizacion bioquimica de este polipéptido fue posible gracias a

un anticuerpo monoclonal de alta afinidad, E2G7. También se desarrollaron



ensayos con potencial valor diagnéstico para la infeccion en humanos (Aguillén et
al., 1997; Marcelain et al., 2000).

En 1999, se describié en Argentina TcCRT de otra cepa de T. cruzi y su

participacion chaperona en el plegamiento de glicidos (Labriola et al., 1999).

En esta Memoria de Titulo hemos estandarizado un ensayo
inmunomeétrico para determinar la reactividad de sueros de humanos, infectados y

normales, con calreticulina recombinante de T. cruzi.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 HISTORIA

Carlos Chagas, estudiante de medicina en Rio de Janeiro desde 1896,
enfoco sus primeros estudios en el control de la malaria en esta misma ciudad. Es
asi como conocio al Dr. Oswaldo Cruz, quien dedicaba su trabajo a la erradicacion
de la malaria y la fiebre amarilla en Rio de Janeiro. Fue Oswaldo Cruz quien en
1906 delegd a Carlos Chagas y a su compafiero Belisario Pefia, a Minas Gerais,
region con un alto impacto de malaria. Es en Minas Gerais donde a Carlos Chagas
se le advierte por primera vez de la existencia de insectos hematofagos que
acostumbraban a picar al ser humano mientras dormia, especialmente en la cara
por estar descubierta. Este tema despertd el interés de Chagas, por la posible
transmision de algun parasito al ser humano u otro vertebrado, por parte de este
insecto hematofago. Es asi que, al poco tiempo, pudo observar la existencia de
flagelados en el intestino posterior de este insecto. El andlisis de estos flagelados
reveld la presencia de una nueva especie parasitaria. Al principio, se le denominé
Schyzotrypanum cruzi (en honor a Oswaldo Cruz) y, posteriormente, fue

renombrado T. cruzi.

Carlos Chagas continu6 estudiando el recién descubierto parasito y
potenciales hospederos vertebrados. Es asi como descubrié parasitos en el
torrente sanguineo de un gato domeéstico y de una nifia que residia en la misma
casa que el felino, la cual presentaba sintomatologia clinica. Chagas observé una
elevada carga parasitaria en el torrente sanguineo de la menor, lo que lo llevo a
pensar que se encontraba ante la fase aguda de una enfermedad aln no descrita.
El seguimiento de este caso, a través de numerosos examenes, le hizo notar
como los flagelados desaparecian del torrente sanguineo a medida que los
sintomas se desvanecian, surgiendo la posibilidad de una fase crénica de la

enfermedad.



El 23 de Abril de 1909, Oswaldo Cruz anuncio el descubrimiento de Carlos
Chagas en una reunién de la Academia Nacional de Medicina de Brasil. En
Agosto, Carlos Chagas publicé en el primer volumen de “Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz’, su clasico manuscrito acerca de una nueva tripanosomiasis
humana. En este trabajo él describe la infeccion humana, la morfologia del
parasito en el torrente sanguineo, el ciclo en el tracto digestivo del vector
invertebrado, el cultivo en agar sangre y la transmision de flagelados a

vertebrados desde vectores infectados.

Después de estas primeras observaciones, Carlos Chagas regresé a
areas endémicas a estudiar estados clinicos de la enfermedad. Describié efectos
en corazén Yy sistema gastrointestinal, también observd manifestaciones

neurolégicas, mediante hallazgos de meningoencefalitis en un caso mortal.

En 1911 present6 ante la Academia Nacional de Medicina, el primer caso
congénito de la enfermedad, y en 1912 la posibilidad de un ciclo silvestre en

armadillos.

En 1916 por primera vez involucro al sistema digestivo en la enfermedad,
especialmente en relacion a megaesofago y disfagia, “mal do engasgo”, el cual era

conocido en la region hace mas de 100 afios.

A los 29 afios, Carlos Chagas es capaz de describir el agente, vectores,
signos clinicos en seres humanos y animales, y la existencia de reservorios
animales, de una nueva enfermedad conocida como Enfermedad de Chagas,
(nombre sugerido por Miguel Couto, uno de sus maestros) o Tripanosomiasis
Americana. Adicionalmente, influyé en otros investigadores, como Gaspar Vianna,
quien en 1911 describid el ciclo intracelular. Arthur Neiva se especializé en el
insecto vector, los triatominios. Guerreiro y Machado introdujeron el método de

Bordet y Gengou (fijacion del complemento), como diagndstico serolégico.



Chagas fue nombrado miembro extraordinario de la Academia Nacional de
Medicina de Brasil. Muri6 el 8 de noviembre de 1934 a los 55 afios. El trabajo de
su vida es hasta hoy en dia continuado por numerosos cientificos (Wendel et al.,
1992).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La Enfermedad de Chagas se encuentra en 18 paises de América (Figura
1), en dos zonas ecoldgicas diferentes: la regién del cono sur, donde el principal
vector habita en las viviendas humanas y en las areas peridomiciliarias; y en
Centro América y México, donde el vector habita tanto en moradas como en areas
despobladas. La prevalencia de la enfermedad es de aproximadamente 17
millones de casos, con 4,8 a 5,4 millones de personas exhibiendo signos clinicos.
La incidencia anual es de 700.000 a 800.000 nuevos casos y 45.000 muertes

asociadas a la forma cardiaca de la enfermedad (Morel y Lazdins, 2003).

(Chagas diseasg).

Figura 1: Distribucién geografica de T. cruzi. Las areas mas oscuras denotan
las dos zonas ecolégicas mas afectadas: el cono sur y Centro América y México
(extraido de
http://nsm1.utdallas.edu/bio/Gonzalez/Lecture/Parasite/images/Image54.gif)



En Chile, el area endémica se extiende desde la | a la VI Regiones,
incluyendo la Regién Metropolitana. La poblacion de esta area corresponde a un
77% del total del pais, pero considerando que la enfermedad es mas frecuente en
areas rurales y periurbanas, la poblacion expuesta corresponde a aprox. 850.000
personas. Basadndose en estudios de la DISAM (Division de Salud del Ambiente
del Ministerio de Salud) y estudios seroldgicos, se estima que el niumero de

personas infectadas en esta area es de 142.000 (Olea, 1998).

La mortalidad para el afio 2000 alcanz6 una tasa de 0,3 por 100.000
habitantes, lo que significa un total de 50 muertes (un 0,06% del total de muertes
del pais), correspondiendo un 70% a hombres. En los afios 1992-2000 se
mantiene una tasa relativamente constante de aproximadamente 0,4 por 100.000

habitantes, lo que representa un promedio de 49-55 muertes anuales.

Las notificaciones de morbilidad para el afio 2002 fueron 487, lo que
significa una tasa de 3,1 por 100.000 habitantes. Se debe tener en cuenta que el
83% de estas notificaciones corresponde a diagnosticos serolégicos y no a casos
clinicos. A contar del cambio en la Normativa N° 55 sobre Enfermedades de
Notificacion Obligatoria (afio 2000), se considera como Enfermedad de Chagas a
aguellos sospechosos que presentan un cuadro clinico sugerente de esta
enfermedad y que es confirmado por laboratorio. Por ello, al analizar los casos
notificados el 2002 a través del Boletin ENO (Enfermedades de Notificacion
Obligatoria), s6lo 23 casos cumplen con confirmacién clinica y serologia, lo que
muestra la magnitud real de la enfermedad en el momento actual (Xlla. Reunion
Intergubernamental INCOSUR, 2003).

1.3 LA ENFERMEDAD

La infeccidn con T. cruzi resulta en una relacién para toda la vida entre el

hospedero y el parasito. En el caso humano, la infeccion inicial generalmente



ocurre en nifios y jovenes, pero las manifestaciones clinicas de la enfermedad no
aparecen hasta décadas mas tarde. La fase aguda de la infeccién se caracteriza
por altos niveles parasitarios, tanto en tejidos como en sangre, y por la
diseminacién de los parasitos a practicamente todos los tejidos y érganos. Esta
invasion es el resultado de una efectiva evasion de la respuesta inmune innata por
parte del parasito y de su habilidad para infectar un amplio rango de células del
hospedero. Aunque algunas veces la fase aguda se asocia a severa
sintomatologia clinica, la mortalidad en esta etapa no es frecuente y podria estar
asociada a individuos muy jovenes o con inmunodeficiencias primarias o

secundarias.

La fase aguda finaliza cuando se desarrolla una respuesta inmune potente
y duradera, la cual controla los niveles parasitarios tanto en sangre como en
tejidos, resultando en una infeccidn crénica y persistente. Este periodo post-agudo
se puede dividir en las fases “indeterminada” (asintomatica) y “cronica”
(sintomética). Estas dos fases son parte de un continuo en que el dafio acumulado
durante la fase asintomatica desencadena la signologia clinica caracteristica de la
fase cronica. La fase sintomética se manifiesta en la minoria (30 a 40%) de la
poblacién infectada. En la mayoria de los casos, la enfermedad es mas evidente a
nivel cardiaco (20 a 30%), y en una menor proporcion de pacientes a nivel
digestivo (8 a 10%) (Tarleton, 2003).

La fase aguda de la enfermedad es generalmente asintomatica, aunque
en algunos nifios se puede observar sintomatologia paralela a la elevada
parasitemia, la cual corresponde a fiebre, dolor muscular, vomitos, hepatomegalia,
esplenomegalia y aumento de volumen de nédulos linfaticos y, ocasionalmente,
miocarditis. La zona de ingreso del parasito al hospedero frecuentemente se
destaca por una lesion en la piel llamada “Chagoma”. Una manifestacion bastante
usual en esta etapa es el “Signo de Romana”, el que corresponde a un edema

periocular unilateral bipalpebral, cuando el parasito penetra por esta zona.



Después de 10 a 20 afios de haber adquirido la infeccion, una proporcion
variable de individuos manifiesta la enfermedad cronica, en la cual dos formas
clinicas son las mas comunes: la forma cardiaca, caracterizada por cambios en el
ECG, falla cardiaca y muerte subita; y una forma digestiva en la cual segmentos
del tracto gastrointestinal se dilatan e hipertrofian, como por ejemplo:
megaesofago, megacolon. La prevalencia y severidad de las diferentes
manifestaciones de la enfermedad chagéasica crénica parecen estar confinadas a
ciertas areas geogréficas y pueden estar asociadas a diferentes cepas de T. cruzi
(Scott y Snary, 1982).

La presencia de epitopos de reactividad cruzada entre el hospedero y el
parasito, asi como la presencia de células T autorreactivas o promotoras de la
enfermedad, apoyan la hipétesis que un proceso autoinmune esta asociado a la
enfermedad cronica (Fernandez, 2002).

En Chile no existe la forma aguda de la enfermedad, lo que posiblemente

se relaciona con las cepas que prevalecen en el pais.

1.4 TRANSMISION

La transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas sigue siendo en
numerosos paises de América la principal via de infeccion, pero en aquellos
paises libres de esta forma de transmision (Uruguay y Chile), los otros
mecanismos de transmision: transfusional, transplacentaria, transplante de
organos, y otras de menor relevancia, como la via digestiva, leche materna y
accidentes de laboratorio, deben ser motivo de atencion para la comunidad

cientifica y las autoridades de Salud Publica de cada pais.

La mayor parte de los paises de Latinoameérica tiene leyes, regulaciones o

normas que hacen obligatorio el tamizaje o descarte de los donantes de sangre, lo
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gue ha controlado en gran medida la transmision transfusional. El problema radica
en la cobertura del descarte y las técnicas empleadas, en especial la calidad de

los “kits” seroldgicos.

A pesar que, probablemente, la infeccion transplacentaria presenta una
frecuencia alta, hasta la fecha se han implementado pocos sistemas de
intervencion de este mecanismo de transmision en los paises endémicos. La
transmision transplacentaria al feto en formacion se puede producir en cualquier
etapa de la infeccibn materna, en embarazos sucesivos, gemelares, y

generalmente se producen fetopatias, pero no abortos.

La transmisién por transplante de 6rganos esta actualmente bajo control,
debido a la politica establecida del estudio serolégico previo al donante y al
receptor. Por lo general, ante la presencia de donante o receptor chagasico, no
esta contraindicado el trasplante, pero si, es obligatorio el seguimiento y profilaxis

en los pacientes.

En laboratorios u hospitales, los accidentes pueden ser causa de
transmision, por no realizar una adecuada manipulacion del material infectado, por
personal no capacitado, o por mal manejo de normas de bioseguridad. Dentro de
las muestras que implican mayor riesgo estan los triatominios, medios de cultivos
celulares, animales con infeccion aguda, y manejo de sangre humana con

infeccion aguda.

La transmisién oral es producto de la ingesta de alimentos contaminados
con el parasito. Este mecanismo esta documentado por deyecciones de
triatominios depositadas en la mucosa oral y en alimentos, o por ingesta de
animales con alta parasitemia o infecciones agudas, presentandose como brotes
esporadicos familiares, después de la ingestion de un animal infectado o por

ingestion de vegetales contaminados con fecas de los insectos vectores.
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La transmision sexual y por leche materna son mecanismos factibles,
aunque hasta la fecha, son pocos los casos descritos y claramente documentados

en la literatura (Lorca, 2001).

II.5 EL VECTOR Y SU DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El vector de la Enfermedad de Chagas corresponde a especies
hematofagas de la familia Reduvidae (chinches de trompa conica o “kissing
bugs”), principalmente especies de los géneros Triatoma, Rhodnius vy

Panstrongylus.

La adaptacion del vector al ambiente doméstico humano facilita la
transmision de la infeccién entre animales, de animales a humanos y entre

humanos, se trata, por lo tanto, de una zoonosis (Zeledén y Rabinovich, 1981).

Animales domésticos como porcinos, caprinos, ovejas y aves son los mas
importantes reservorios de T. cruzi. Roedores silvestres, marsupiales y primates
no humanos mantienen la circulacion del parasito en areas endémicas zoondbticas.
Infecciones inaparentes y agudas se presentan en animales silvestres, la fase
cronica es comunmente encontrada en perros (Reyes et al., 2002), en los cuales
se ha reportado la muerte subita por miocarditis post infeccién cronica (The Merck
Veterinary Manual, 2005).

En Chile, los vectores de importancia son Triatoma infestans, para el ciclo
domiciliario, y Mepraia spinolai, para el ciclo silvestre. Se estima que un 30% de

los triatomineos estan infectados (Acufia, 2002).

La forma mas comudn de transmisién del parasito al hombre es a través de
estos insectos hematéfagos estrictos y oportunistas, que en Chile se conocen

como ‘“vinchucas”. Estos insectos contraen el parasito al alimentarse de un
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mamifero infectado, y mantienen la infeccion durante toda su vida. Los vectores
distribuyen el parasito dentro de comunidades de mamiferos silvestres, y entre
animales domeésticos y el hombre, manteniendo asi un reservorio silvestre (ciclo
silvestre) y un reservorio doméstico (ciclo domiciliario), respectivamente (Figura
2).

Figura 2: Interaccion entre el ciclo doméstico y silvestre de T. cruzi. El vector
artrépodo es la conexidn entre ambos ciclos (Acufia, 2002).

La zona endémica para la Enfermedad de Chagas en Chile coincide con la
distribucion de los vectores. Dos especies de vectores se reconocen
tradicionalmente: Triatoma infestans (vinchuca doméstica), y Mepraia spinolai (la
vinchuca silvestre). Recientemente se ha descrito Mepraia gajardoi, cuya
importancia epidemiologica es aun desconocida, aunque se la responsabiliza del

mantenimiento del ciclo en mamiferos acuaticos (Acufia, 2002).
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1.6 TRATAMIENTO

En la actualidad se acepta que la Enfermedad de Chagas humana debe
ser tratada en cualquier periodo de su evolucion, con la Unica excepcion del

periodo crénico terminal.

T. cruzi causa una infeccién de por vida en humanos. La extensién del
dafio es variable y depende de la cepa del parasito y de factores del individuo
afectado, pudiendo ocasionar incapacidad e incluso la muerte. La eliminacion de
este protozoo es posible con al menos dos drogas disponibles, Benznidazole (Bz)
y Nifurtimox (Nf), las que han demostrado ser parcialmente efectivas y con una
razonable relacion costo/beneficio. Sin embargo, estas drogas no son efectivas en
todos los individuos infectados, y no estan excentas de efectos colaterales, por lo
tanto, el tratamiento con estas drogas de alta complejidad debe ser realizado por
especialistas con alto grado de conocimiento, tanto de la enfermedad como de las

drogas utilizadas (Rassi y Luquetti, 2003).

Es importante sefialar que, en general, en el periodo crénico no hay
negativizacion de la serologia convencional, y el criterio de curacién se debe basar
en dos o0 mas de los siguientes parametros, los cuales se deben mantener por
afos, sin existir posibilidad de reinfeccion: (Apt, 1999).

e xenodiagndstico negativo.

e hemocultivos negativos.

e viraje de PCR (“polymerase chain reaction”) de positivo a negativo.

e viraje de anticuerpos liticos de positivo a negativo.

e mejoria clinica y del electrocardiograma (ECG), en especial en cardiopatas

recientes.
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[1.7 CONTROL

En los ultimos diez afios, una serie de iniciativas multinacionales han
llevado a una reduccion significativa del impacto econdmico y social de la
Enfermedad de Chagas en América. Este éxito se debe a iniciativas regionales
enfocadas en la transmision vectorial, la evaluacion de donantes de sangre para
disminuir la transmision transfusional, y el mejoramiento de la deteccién y

tratamiento de casos congeénitos.

A pesar de estos logros, existen muchas areas con un alto indice de
transmision vectorial, y muchos paises endémicos deben desarrollar programas de
vigilancia e intervencién a gran escala. Incluso en areas en que se ha declarado la
eliminacién de la transmisién vectorial, existe un riesgo continuo de que esta
forma de transmision vuelva a surgir. Las estrategias para el control del vector se
enfocan en el mejoramiento de la vivienda y el uso de insecticidas. Existe la
posibilidad de que las poblaciones domésticas del vector sean eliminadas, lo que
junto al mejoramiento del tamizaje en bancos de sangre, llevara a la progresiva

reduccion en la transmision de T. cruzi.

Sin embargo, estos logros no significan que la vigilancia epidemioldgica
deba pasar a segundo plano, lo que podria tener severas consecuencias como el

progresivo reestablecimiento de focos activos de transmision (Dias et al., 2002).
Por otra parte, aunque el rol epidemiolégico de Mepraia spinolai esta en

estudio, por ser un vector silvestre, en Chile su erradicacion representa una tarea

de muy dificil ejecucion.
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1.8 METODOS DIAGNOSTICOS

La Tripanosomiasis Americana es comunmente asintomatica; por esta
razon, su diagndéstico se basa principalmente en pruebas de laboratorio. Durante
los periodos clinicos indeterminado y cronico, el estandar diagndstico se basa en
la deteccion de IgG contra antigenos de T. cruzi, mediante mas de una prueba
serologica. Ademas, el serodiagndstico es usado para la vigilancia epidemioldgica,
para evaluar la eficacia de terapias y la evaluacion rutinaria en bancos de sangre
(Salomone et al., 2003).

El diagnostico se debe sustentar en antecedentes epidemiolégicos, como
la procedencia del enfermo, y antecedentes clinicos, como la presencia de

chagoma, compromiso cardiaco, nervioso y/o digestivo, entre otros.

Dentro de los métodos diagnosticos tenemos los parasitologicos directos,
que demuestran la existencia de T. cruzi, y los parasitolégicos indirectos, que se

basan en reacciones serolégicas.

Los diagndsticos directos son de mayor relevancia en la etapa aguda de la
infeccion, y dentro de ellos tenemos:
e examen microscopico directo de sangre fresca
¢ método de gota gruesa
e método de centrifugacion de sangre fresca (Método de Strout)
e xenodiagndéstico (Util en la etapa aguda y crénica de la infeccion)
e PCR.

El diagnostico parasitolégico indirecto es un método inmunoldgico para la
deteccién de anticuerpos en el individuo infectado. Las pruebas mas usadas son
ELISA (“enzyme linked immunosorbent assay”) e inmunofluorescencia indirecta

(IFI). Estas pruebas han desplazado a la hemoaglutinacion (HAI), por su menor

16



especificidad y sensibilidad, y a la prueba de fijacion del complemento, por su alta
complejidad.

Los avances en la investigacion han permitido elaborar la libreria
genomica de T. cruzi, y obtener antigenos de DNA recombinantes, los cuales

facilitan la elaboracién de métodos diagndésticos (Gomes, 1997).

1.9 Trypanosoma cruzi: TAXONOMIA Y MORFOLOGIA

No existe una poblacion homogénea de T. cruzi, ésta se compone de un
conjunto de cepas las cuales participan en los ciclos domésticos y silvestres,
involucrando humanos, vectores artrépodos y reservorios animales del parasito
(Tibayrenc y Ayala, 1988).

T. cruzi es un organismo eucarionte unicelular, que infecta a la mayoria de
las células mamiferas. Es altamente pleomorfico, exhibiendo una serie de formas
diferentes durante su ciclo bioldgico. Este protozoario hemoflagelado,
perteneciente a la familia de los Tripanosomatidos, incluidos en el orden de los
Kinetoplastidos, se caracteriza por la presencia de un flagelo y una Unica
mitocondria en la cual se sitla el kinetoplasto, organelo especializado que
contiene DNA. Presenta cuatro estados morfoldgicos: tripomastigote metaciclico,

promastigote o tripomastigote sanguineo, epimastigote y amastigote.
El tripomastigote metaciclico presenta flagelo, es alargado con nucleo
central. Este estado presenta deficiente capacidad de reproduccién y es la forma

gue penetra e infecta al hospedero desde el vector bioldgico.

El promastigote o tripomastigote sanguineo es alargado, similar al estado

anterior, puesto que también presenta flagelo. Este estado se encuentra en la
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sangre del hospedero vertebrado y no tiene capacidad para dividirse, pero si tiene
capacidad para invadir otras células.

El epimastigote es fusiforme, presenta flagelo y nacleo en posicién central.

Corresponde a la forma replicativa en el insecto vector.

El amastigote es de forma redondeada, carece de flagelo y, por lo tanto,
de movimiento. Tiene capacidad de replicacion dentro de las células del

hospedero (Guzmén et al., 1999).

11.10 CICLO BIOLOGICO

El ciclo biologico de T. cruzi es complejo, alterna entre un insecto vector y
un hospedero vertebrado. Mediante diferenciaciéon celular se replica en dos
ambientes diferentes, el intestino del insecto vector y el citoplasma de la célula
mamifera. La sobrevida de T. cruzi depende de la transmision exitosa Yy
colonizacion de estos ambientes. Estas transformaciones adaptativas se
manifiestan como cambios coordinados en morfologia, metabolismo, y regulacion

del ciclo celular (Barret et al., 2003).

El vector infectado habitualmente deyecta sobre la piel del hospedero,
luego de alimentarse. Los tripomastigotes metaciclicos, presentes en los
excrementos del insecto vector hematéfago, son introducidos en el hospedero
mediante mecanismos no bien esclarecidos. La forma metaciclica no replicativa es
capaz de invadir un amplio rango de células nucleadas fagociticas y no
fagociticas, ingresando a ellas rodeadas por una membrana, formando la vacuola
parasitéfora. Después de entrar a la célula, el parasito comienza la diferenciacion
hacia la forma amastigética, y escapa de la vacuola para liberarse al citoplasma
celular, lugar en que se completa la transformacion morfolégica, incluyendo la

involucion del flagelo. El amastigote vuelve a ingresar al ciclo celular y prolifera
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hasta que la célula mamifera se llena de estas formas. Los amastigotes se
elongan y vuelven a adquirir su flagelo, transformandose en tripomastigotes. Los
tripomastigotes escapan de la célula y pueden invadir células adyacentes o entrar
a la circulacion sanguinea o linfatica. La sangre contaminada puede ser
succionada durante la alimentacion del insecto vector hematofago. En el intestino
medio de este insecto vector, los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes.
Finalmente, después de migrar al intestino posterior, los epimastigotes se adhieren
a la cuticula intestinal a través de su flagelo y se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos infectantes, completando asi el ciclo biolégico (Barret et al., 2003).
(Figura 3).

Figura 3: Ciclo biolégico de T. cruzi. La ilustracion muestra los distintos estados
parasitarios durante el ciclo bioldgico, en los diferentes hospederos: el vertebrado
y el vector artr6podo (extraido de:

www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm).



[1.L11 RESPUESTA INMUNE

Los mamiferos desarrollan una inmunidad parcial contra T. cruzi. El control
inmunoldgico de T. cruzi requiere una respuesta combinada de mecanismos
efectores. Para prevenir la muerte a causa de una exacerbacion de la parasitemia
en la fase aguda, se requiere al menos de una respuesta humoral consistente y la
activacion de células T CD4" y CD8". A medida que la respuesta inmune
adaptativa es estimulada, el alto grado de parasitismo tisular es controlado, pero

nunca erradicado.

Estas mismas respuestas son requeridas para mantener el control de T.
cruzi durante la fase crénica de la infeccion (Tarleton, 2003).

La infeccién aguda causa una vigorosa activacion policlonal de células T y
B, seguida de una breve etapa de inmunosupresion generalizada, asociada a la
respuesta inflamatoria de los tejidos del hospedero. Por esto, es posible que
mecanismos no especificos jueguen un rol importante en la proteccién del
hospedero, y tanto una respuesta inmune exagerada como una respuesta de
menor intensidad a lo normal contra el parasito, pueden estar asociadas al
desarrollo de la fase cronica de la enfermedad. Tanto la respuesta humoral como
celular estan presentes durante la fase crénica. A pesar de la respuesta inmune,

los parasitos persisten en los tejidos del hospedero (Pérez et al., 1998).

Es muy probable que diversos mecanismos de inmunidad innata operen

también en la determinacién del equilibrio hospedero vertebrado/parasito.

Se ha demostrado la existencia de anticuerpos dirigidos contra T. cruzi,
tanto en pacientes humanos como animales que sufren la enfermedad, y también
en aquellos individuos expuestos al parasito que no presentan sintomatologia

clinica. Los primeros anticuerpos en aparecer son de clase IgM, detectables en la
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fase temprana de la enfermedad. Después aparece IgG, cuyos niveles persisten
durante toda la enfermedad (Bull. WHO, 1974).

T. cruzi expresa una serie de proteinas y glucoconjugados en su
superficie, componentes relacionados con la sobrevida del parasito en sus
diferentes hospederos. Estas moléculas son de mayor relevancia en parasitos
protozoarios, los cuales generalmente deben sobrevivir en condiciones
desfavorables. Estos componentes son el resultado del ambiente al que T. cruzi
ha estado expuesto durante la evolucion, ya que es importante para el parasito
protegerse de los cambios ambientales que se producen al alternar su hospedero
(Frasch, 2003). Estos antigenos de superficie son candidatos naturales para
inducir una respuesta humoral protectora. La caracterizacion de antigenos de
superficie de T. cruzi reconocidos por el sistema inmune puede ser util para el
estudio de los mecanismos de invasion celular y proteccion del hospedero. Las
versiones recombinantes de estos polipéptidos pueden ser usadas en el

diagnéstico serologico de la Enfermedad de Chagas (Gruber y Zingales, 1993).

Recientemente, en el laboratorio en que se realizé esta memoria, se ha
determinado que en la superficie de tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi, se
encuentra la proteina calreticulina (TcCRT). Individuos seropositivos a T. cruzi
poseen cantidades variables de anticuerpos dirigidos contra esta molécula. Este
hecho implica que la infecciébn natural o experimental con T. cruzi, provee de
TcCRT a células inmunocompetentes. TcCRT puede ser expuesta a las células
inmunes del hospedero via expresion en la superficie, pero también podria ser
secretada, liberada por destruccién masiva de parasitos en tejidos del hospedero,

0 combinaciones de estos mecanismos (Ferreira et al., 2004).
La respuesta inmune humoral humana contra TcCRT constituye el tema

central de esta Memoria de Titulo. Por ello, la siguiente seccion, se refiere a

calreticulina, en términos generales.
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[1.12 CALRETICULINA

Calreticulina (CRT) es una proteina identificada y caracterizada por
primera vez hace mas de treinta afios. Su nombre deriva de su localizacion
preferente en el reticulo endoplasmico y de su alta capacidad para unir calcio.
Esta proteina multifuncional es altamente conservada y se la encuentra en todas
las células de organismos superiores, a excepcion de eritrocitos. Ademas del
reticulo endoplasmico, CRT ha sido descrita en granulos citotoxicos de células T,
en la superficie celular, en saliva de garrapatas, en suero sanguineo, en el nicleo
celular, en el citoplasma, en el acrosoma espermatico, y en el espacio extracelular
de algunas células estimuladas in vitro. Algunas de las funciones celulares en que
participa CRT son: (Eggleton y Michalak, 2003)

¢ modulacion de la expresion génica

e proliferacion celular

e desarrollo cardiaco

e control de la calidad del plegamiento protéico (propiedad chaperona)
e funcion de células T citotoxicas

¢ modulacion de flujos de calcio

e enfermedades autoinmunes

e almacenamiento de calcio en el reticulo endoplasmico
o diferenciacion

e adhesion y migracion celular

e apoptosis

e angiogénesis y crecimiento tumoral

A través de la evolucion se conserva, en gran medida, la organizacién
gendmica y la secuencia aminoacidica de CRT, manteniendo sus roles en las
funciones celulares. Asi, la identificacion de proteinas homologas en diversos
parasitos, sugiere que CRT puede tener numerosos roles conservados. CRT de

parasitos y de vertebrados comparten una serie de dominios funcionales.
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Calreticulina humana (huCRT), es aproximadamente un 50% idéntica a TcCRT
(Ferreira et al., 2002).

En el laboratorio donde se desarroll6 esta Memoria de Titulo se describid
por primera vez TcCRT (Ramos et al., 1991). Se caracterizO como un antigeno de
45 kDa, inmunodominante, dimérfico, y de localizacion cromosémica variable. El

gen de TcCRT fue clonado, secuenciado y expresado.

Se ha demostrado que TcCRT nativa (nTcCRT) es inmunogénica tanto en
ratones como en humanos. TcCRT es inmunogénica en ratones A.SW (H2%,
infectados o inmunizados con extracto parasitario completo. Ante el desafio, estos
animales desarrollan una infeccién crénica. Al contrario, ratones A.CA (H2'),
quienes no montan una respuesta contra TcCCRT, desarrollan una infeccién aguda.
IgG de ratones A.SW infectados en forma cronica, protege en forma pasiva a su
contraparte congénica A.CA (Ramos et al., 1991). Los sueros de los ratones
respondedores (A.SW) reconocieron una molécula de 45 kDa, denominada

entonces Tc45, que resulté ser TCCRT (Aguillén et al., 2000).

La reactividad de sueros humanos seropositivos con nTcCRT es
extremadamente variable, desde negativa a altamente positiva, lo que hace
sospechar que la respuesta contra organismos complejos, como T. cruzi, esta
modulada por multiples genes esparcidos en el genoma del hospedero, incluyendo
el complejo MHC (Aguillon et al., 1997).
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. HIPOTESIS

Si calreticulina recombinante de T. cruzi (rTcCRT) conserva aspectos
estructurales relevantes a la antigenicidad/inmunogenicidad de calreticulina nativa
(nTcCRT), entonces, anticuerpos presentes en sueros de humanos infectados,
generados contra la molécula nativa, reaccionardn especificamente con la

molécula recombinante.
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IV. OBJETIVOS

General:

Contribuir al conocimiento de las relaciones inmunoldgicas, entre T. cruzi y
sus hospederos humanos, proporcionando datos experimentales sobre la
reactividad de sueros de éstos con rTcCRT.

Especificos:

1. Detectar anticuerpos humanos de individuos seronegativos Yy
seropositivos, que reaccionen con extracto completo de

epimastigotes.

2. Estandarizar un ELISA para la deteccién de anticuerpos humanos,
de individuos seronegativos y seropositivos, que reaccionen con
TcCRT recombinante (rTcCRT).

3. Estandarizar un ELISA para la deteccién de anticuerpos humanos,
de individuos seronegativos y seropositivos, que reaccionen con

rTcCRT capturada con un anticuerpo monoclonal.

4. Validar el uso de anticuerpos policlonales anti rTcCRT, como
agentes de captura de la proteina recombinante y de su contraparte
nativa (nTcCRT).

5. Definir el valor de anticuerpos policlonales anti rTcCRT, como fuente

de captura antigénica en ELISA.

6. Relacionar el ensayo de ELISA directo con extracto completo de
epimastigotes y el ELISA de captura de rTcCRT, con el anticuerpo

monoclonal E2G7.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Deteccién de anticuerpos humanos de individuos seronegativos y

seropositivos, contra extracto completo de epimastigotes.

a. Sueros humanos: Fueron obtenidos del Centro de Referencia para la
Enfermedad de Chagas del Instituto de Salud Publica (ISP). Por motivos de
bioseguridad, estos sueros se evaluaron como negativos para anticuerpos
anti-HIV y hepatitis B. La seropositividad y seronegatividad a T. cruzi se
definieron por criterios de inmunofluorescencia indirecta contra parasitos
completos. Por ello, en el resto de este documento, los términos
“seropositividad” o “positividad” y “seronegatividad” o “negatividad”,

se referiran al criterio usado por el ISP.

b. Extracto de epimastigotes: Epimastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuén
(gentilmente proporcionados por la Dra. Yolanda Repetto, Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile), fueron
cosechados en etapa de crecimiento exponencial y sometidos a ultrasonido

(3 ciclos de 25 segundos cada uno).

c. Inmunosonda: IgG de conejo, conjugada a peroxidasa, anti IgA, IgG, IgM,
Kappa, Lambda humana (DAKO™ P0212).

d. Ensayo inmunoenzimético directo (Figura 4): Para medir la reactividad
de sueros humanos contra extracto de epimastigotes. Se utilizaron placas
de ELISA NUNC™., El ensayo se realiz6 en las siguientes etapas (Engval y
Perlman, 1971):

- Sensibilizacion de la fase sélida: 100 ul por pocillo de extracto de epimastigotes
en PBS 1x, en una concentracion de 70 ug/ml. La sensibilizacién se realizé por
2 horas a 37°C.
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Bloqueo: 250 pl por pocillo de PBS-proteinas de soya 0,5% p/v (PBS-SOYA) se
utilizaron para bloquear los sitios activos remanentes en los pocillos, durante 2
horas a 37°C.

Incubacién con sueros problema: 100 ul por pocillo de los sueros en estudio,
en diluciones de 1/800 y 1/ 1.600, en PBS-SOYA TWEEN 0,05% v/v. La
incubacion se realizé por 1 hora a 37°C.

Incubacién con inmunoglobulina reveladora: 100 ul por pocillo de
inmunoglobulina de conejo anti inmunoglobulinas humanas, en dilucion 1/4.000
en PBS-SOYA TWEEN 0,05% v/v. Se incubo 1 hora a 37°C.

Lectura de resultados: el sustrato usado fue ABTS (Azino Bis Thiazoline Acid,
SIGMA™). La lectura de los resultados se hizo a los 30 minutos, en un lector
de ELISA (BIORAD™).

Después de cada etapa se realizaron 5 lavados con PBS- TWEEN 0,05% vi/v.
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Figura 4: Ensayo inmunoenzimatico directo. La placa se sensibilizd con
extracto parasitario, posteriormente se agregaron los sueros humanos. Las
inmunoglobulinas humanas se detectaron a través de la inmunosonda.

Determinacion del valor de corte: El valor de corte (VC) para discriminar

entre los sueros seropositivos y seronegativos a T. cruzi, se determin6 en base a

la expresion VC = xDO(neg) + 2 DS, donde xDO(neg) y DS corresponden al

promedio de densidades Opticas obtenidas y su desviacion estandar, para los
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individuos seronegativos. Para los sueros en diluciones 1/800 y 1/1.600, este valor

corresponde a 0,902 y 0,528, respectivamente.

V.2 Estandarizacion de un ELISA para la deteccion de anticuerpos humanos
de individuos seronegativos y seropositivos contra TcCRT recombinante
(rTcCRT).

a. Sueros humanos: Descrito en punto V.1 a.

b. Calreticulina recombinante de T. cruzi (rTcCRT): Obtenida mediante
procedimientos estandares. Brevemente, se usé Escherichia coli transformadas
con un plasmidio, el cual tiene inserto el gen de la proteina de interés. Las
bacterias se cultivaron en medio LB, por tiempo suficiente para permitir la
adecuada sintesis protéica. Posteriormente las bacterias se lisaron  por
sonicacion, el extracto fue centrifugado y el sobrenadante filtrado. Para la
purificacion de rTcCRT se usa una columna His-Bind™ (Novagen), la cual une en
forma selectiva la proteina recombinante, por afinidad a niquel (Ferreira et al.,
2004).

c. Sueros lapinos: Conejas provenientes del bioterio del ISP se inmunizaron con
150 pug de antigeno (rTcCRT) mas coadyuvante de Freund. Las sangrias se
obtuvieron desde la arteria central de la oreja. Esta sangre fue incubada y
centrifugada dos veces para eliminar glébulos rojos remanentes. El suero obtenido
fue alicuotado y almacenado a —20°C (Aguilar, 2003; Ramirez, 2005)

d. Inmunosondas: Ambas purificadas por inmunoafinidad antigénica vy

conjugadas a peroxidasa.

d.1 IgG de cabra anti IgG de conejo (DAKO™ P0448).
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d.2 IgG de conejo anti IgA, 1gG, IgM, Kappa, Lambda humana (DAKO™
P0212).

e. Ensayo inmunoenziméatico directo (Figura 5): Para medir la reactividad de
sueros humanos con rTcCRT. Realizado, basicamente, como se describe en
V.1.d, salvo que la sensibilizacion de la fase solida se realiz6 con 100 ul de
rTcCRT en PBS 1x, en una concentracion de 5 pg/ml. y las diluciones de los
sueros en estudio fueron de 1/400 y 1/800. La lectura de los resultados se realiz
a los 60 minutos. La reactividad de los sueros con PBS-SOYA determind el ruido

basal y permitié expresar los resultados en delta DO.
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Figura 5: Ensayo inmunoenzimatico directo. La placa se sensibilizd con
rTcCRT, posteriormente se agregd los sueros humanos. Las inmunoglobulinas
humanas se detectan a través de la inmunosonda.

f. Andlisis estadistico: Para determinar si existe una diferencia significativa entre
dos variables relevantes, el valor de p se determiné mediante la prueba t de una

cola.
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V.3 Estandarizacion de un ELISA para la deteccion de anticuerpos humanos
de individuos seronegativos y seropositivos contra rTcCRT, capturada con

un anticuerpo monoclonal.

a. Anticuerpo monoclonal (AcMo) contra TcCRT (E2G7): Para la generacién
de este anticuerpo se utilizo la sublinea de mieloma BALB/c P3/x63.Ag8.653. El
AcMo fue purificado desde ascitis de raton por cromatografia de afinidad en

Sefarosa-proteina G (Aguillén et al., 1997).

b. Calreticulina recombinante de T. cruzi (rTcCRT): Descrito en el punto
V.2 b.

c. Sueros lapinos: descrito en el punto V.2 c.

d. Inmunosondas: Descritas en V.2.d. Ademas se usO IgG de cabra,
conjugada a peroxidasa, anti IgG humana, absorbida con inmunoglobulinas

murinas (Santa Cruz Biotechnology™ SC-2907).

e. Ensayo inmunoenzimético indirecto o de captura (Figura 6): Para medir
reactividad de los sueros con rTcCRT, capturada con el anticuerpo E2G7.
Realizado, basicamente, como se describe en V.1.d, salvo que la fase sélida fue
sensibilizada con 100 pl por pocillo de E2G7 (15 ug/ml) en PBS 1x, durante toda
la noche a 4°C. Luego se agregd 100 pl por pocillo de rTcCRT (10 ug/ml) PBS-
SOYA TWEEN 0,05% v/v y se incubd por 1 hora a 37°C. La incubacion con los
sueros humanos en estudio se realiz6 como se describe en V.2.d. Finalmente se
agregé 100 ul por pocillo de inmunoglobulina de cabra anti inmunoglobulinas
humanas, absorbida con inmunoglobulinas murinas, en dilucidon 1/20.000 en PBS-
SOYA TWEEN 0,05% v/v. La lectura de resultados se realiz6 a los 60 minutos. En
este ensayo la reactividad de los sueros con E2G7 determiné el ruido basal y

permitié expresar los resultados en delta DO.
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Figura 6: Ensayo inmunoenzimatico indirecto o de captura. La placa se
sensibilizé con E2G7, para capturar rTcCRT. Posteriormente se agrego los sueros
humanos. Las inmunoglobulinas humanas se detectaron a través de la
inmunosonda.

V.4 Validar el uso de anticuerpos policlonales anti rTcCRT, como agentes de

captura de la proteina recombinante y de su contraparte nativa (hnTcCRT).

a. Calreticulinarecombinante de T. cruzi (rTcCRT): descrito en el punto V.2 b

b. Calreticulina nativa de T. cruzi (nTcCRT): Brevemente, la proteina nativa
se purific6 mediante cromatografia de afinidad en una columna de Sepharosa
activada con bromuro de cianégeno, acoplada con anticuerpos policlonales
dirigidos contra TcCRT. La columna se equilibr6 con PBS y se cargd con
extracto completo de epimastigotes. Después se incub6 a 4°C por toda la
noche en constante agitacion. Posteriormente se hizo una elucién con glicina
0,1M — HCI 0,1M pH 2,8. La presencia de nTcCRT en el eluido obtenido se

determin6é mediante “immunowesternblotting” (Aguilar, 2003).

c. Inmunoglobulinas policlonales de conejo anti rTcCRT: La precipitacion de

inmunoglobulinas presentes en el suero policlonal lapino se realizé con

31



sulfato de amonio, método que remueve moléculas de agua de las proteinas
por competencia, disminuyendo su solubilidad, lo que desencadena su
precipitacion. Se agreg6 una solucion de sulfato de amonio, hasta alcanzar
un 40% de saturacion, en forma lenta y mezclando. Se incub6 toda la noche
a 4°C, se centrifugd, se extrajo el sobrenadante, y el pellet resultante se

resuspendio y dializd exhaustivamente

d. Inmunosonda: IgG de conejo, conjugada a peroxidasa, anti
inmunoglobulinas murinas (BIODESIGN™ W99188P).

e. Ensayo inmunoenzimético de captura: Para medir reactividad de sueros
humanos selectos, con rTcCRT y nTcCRT, presente en extracto de
epimastigotes, capturadas por inmunoglobulinas policlonales lapinas.
Realizado basicamente segun se describe en el punto V.1.d, con las

siguientes excepciones:

- Sensibilizacién de la fase solida: 100 pl por pocillo de inmunoglobulinas
policlonales lapinas en una concentracion de 20 pg/ml en PBS 1x. La
sensibilizacion se realiz6 por toda la noche a 4°C.

- Antigeno: En el caso de extracto de epimastigotes se agregd 100 ug/ml, mientras
que para rTcCRT se us6 2 ug/ml. Se incubd por 1 hora a 37°C.

- Incubaciéon con sueros problema: se usaron diluidos 1/400 en PBS-SOYA
TWEEN 0,05%v/v. La incubacion se realizé por 1 hora a 37°C.

- Incubacién con inmunoglobulina reveladora: se agregd inmunoglobulina de
conejo anti inmunoglobulinas humanas en dilucion de 1/2.000 en PBS-SOYA
TWEEN 0,05% v/v. Se incubd 1 hora a 37°C.

La reactividad de los sueros humanos con inmunoglobulinas policlonales lapinas

determiné el ruido basal y permitié expresar los resultados en delta DO.
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V.5 Definir el valor de anticuerpos policlonales anti rTcCRT, como fuente de
captura antigénica en ELISA.

a. Extracto de epimastigotes: Descrito en punto V.1.b.

b. Inmunosonda: IgG de conejo, conjugada a peroxidasa, anti IgA, 1gG, IgM,
Kappa, Lambda humana (DAKO™ P0212).

c. Inmunoglobulinas policlonales de conejo anti rTcCRT: Descrito en punto
V.4.c.

d. Inmunoglobulinas policlonales de conejo inoculados s6lo con
coadyuvante de Freund: conejos controles fueron inoculados con coadyuvante
de Freund, en la misma dosis usada para las inmunizaciones que incluyeron
rTcCRT como antigeno. La precipitacion de las inmunoglobulinas presentes en el

suero policlonal se realizé de la misma forma descrita en V.4.c.

e. Ensayo inmunoenzimatico de captura: Para medir reactividad de sueros
humanos con nTcCRT, capturada con inmunoglobulinas policlonales lapinas
desde extracto completo de epimastigotes. Realizado con el mismo método
descrito en el punto V.4.e, con la diferencia de que se evalud la reactividad de los
sueros so6lo con nTcCRT presente en extracto parasitario, y no con rTcCRT.

f. Determinacion del valor de corte: El valor de corte (VC) para discriminar entre
los sueros seropositivos y seronegativos a T. cruzi, se determind en base a la
expresion VC = xDO(neg) + 2 DS, donde xDO(neg) y DS corresponden al
promedio de densidades Opticas obtenidas y su desviacion estandar, para los

individuos seronegativos. El VC obtenido fue 0,0142.
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V.6 Relacién entre el ensayo de ELISA directo con extracto completo de
epimastigotes y el ELISA de captura de rTcCRT, con el anticuerpo
monoclonal E2G7.

a. Determinacioén del valor de corte (VC), para ensayo directo con extracto de
epimastigotes: Segun se describe en V.1.e

En el caso del ensayo indirecto, el VC se obtuvo mediante una prueba t, en que
se generd un valor de p para los triplicados de cada suero analizado. Dos valores

de p significativos consecutivos identificaron el VC.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Reactividad contra extracto completo de epimastigotes de sueros

humanos seropositivos y seronegativos a T. cruzi.

Las Figuras 7A y 7B muestran un “ranking” de reactividad, contra
extracto completo de epimastigotes, de 24 sueros seropositivos y 24
seronegativos, respectivamente. Al establecer el VC y expresar los resultados
como DO, todos los sueros clasificados como seropositivos 0 seronegativos por el
método de IFI (ISP) se comportaron como tales con el criterio de reactividad con
extracto parasitario. Concordante con estos resultados, en las Figuras 7C y 7D,
se resume lo obtenido con otros 12 sueros positivos y 12 negativos, usados en

una dilucion inferior a la de los experimentos resumidos en las Figuras 7A'Y 7B.
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Figura 7: “Ranking” de reactividad, en ELISA directo, de sueros humanos
positivos y negativos contra extracto de epimastigotes de T. cruzi. Sueros
positivos (A 'y C) y negativos (B y D), en diluciones de 1/1.600 (A y B) y 1/800 (Cy
D). Cada barra representa un individuo.
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VI.2. Estandarizacién de un ELISA directo para la deteccion de anticuerpos
humanos de individuos seropositivos y seronegativos contra TcCRT
recombinante (rTcCRT).

VI.2.1 Reactividad de sueros lapinos inmunes, contra rTcCRT en ELISA
directo.

Al analizar preliminarmente sueros lapinos inmunes contra rTcCRT, en
cuanto a sus reactividades con la molécula homdloga, en ELISA directo, se

demostré la antigenicidad del inmundgeno en este ensayo, como se observa en la
Figura 8.

delta DO

4 8 16
dilucién sueros lapinos

Figura 8: ELISA directo para la detecciébn de anticuerpos de conejos
inmunizados con TcCRT recombinante (rTcCRT). Sueros de cuatro conejos
inmunes (identificados por cada barra, de izquierda a derecha, en cada conjunto).
Los valores indicados en la abcisa corresponden al log ; de la dilucién (x 10).
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VI.2.2 Titulacion de sueros humanos selectos, positivos y negativos, en su
reactividad contra rTcCRT en ensayo directo.

Debido a lo limitante de los volimenes de sueros humanos disponibles,
fue necesario titular sueros seropositivos y seronegativos selectos, en su
reactividad contra rTcCRT en ensayo directo, en diluciones log, (1/200 - 1/6.400).
Para los siguientes experimentos, se eligi6 1/400, en un compromiso entre
economia y sensibilidad.

VI.2.3 Reactividad de sueros humanos positivos y negativos con rTcCRT en
ensayo de ELISA directo.

En el ensayo directo con rTcCRT, tanto los sueros seropositivos (Figura
9A) como los seronegativos (Figura 9B), presentaron una reactividad moderada,
no discriminatoria entre los dos grupos (p = 0,12).
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Figura 9: “Ranking” de reactividad, en ELISA directo, de sueros humanos
positivos y negativos (criterio ISP) contra rTcCRT. Sueros positivos (A) vy
negativos (B). Cada barra representa un individuo.
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VI.3. Estandarizacion de un ELISA para la deteccion de anticuerpos humanos
reactivos con rTcCRT. Sueros humanos positivos y negativos se hicieron

reaccionar con rTcCRT, capturada con el anticuerpo monoclonal E2G7.

VI1.3.1 Determinacién de la concentraciéon necesaria de rTcCRT.

Se evalud la reactividad de distintas diluciones de un suero lapino,
preinmune e inmunizado con rTcCRT, con distintas concentraciones del
inmundgeno, capturado con E2G7. Se observd que 10 pug/ml es la concentracion
de rTcCRT que mejor discrimina entre las distintas diluciones del suero (Figura
10).
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Figura 10: ELISA indirecto para determinar la concentraciéon de rTcCRT a
utilizar en el ensayo de captura. Las barras representan, de izquierda a derecha,
los valores obtenidos en presencia de suero de conejo preinmune, y en diluciones
de 1/80.000, 1/160.000 y 1/320.000.
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VI.3.2 Comparacion de la reactividad de sueros humanos selectos en el
ensayo directo y de captura con rTcCRT. Determinacién de la dilucion

adecuada de la inmunosonda a usar en el ensayo de captura.

En base a los resultados resumidos en la Figura 9, se seleccion6 2 sueros
positivos, altamente reactivos, y 2 negativos, uno de alta y otro de mediana
reactividad. Estos fueron comparados simultdneamente en su reactividad, en
ensayos directo y de captura. Se observé que la reactividad de los sueros fue
mayor en el ensayo de captura (indirecto). En este mismo experimento se
evaluaron tres concentraciones diferentes del anticuerpo conjugado (IgG de
conejo anti inmunoglobulinas humanas), y se definié que la concentracion 1/2.000

fue la mas adecuada para ser usada en el ensayo indirecto (Figuras 11A y 11B).
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Figura 11: Comparacion entre la reactividad de sueros humanos selectos en
ELISA directo y ELISA indirecto. Ensayo directo, A. Ensayo indirecto, B. Los
conjuntos de nueve barras, de izquierda a derecha, representan dos sueros
positivos de alta reactividad, y dos sueros negativos, de alta y mediana
reactividad, definidos en el ensayo directo mostrado en la Figura 9. Cada sub-
conjunto de tres barras representa distintas diluciones de un suero humano. Los
valores indicados en la abcisa corresponden al log, de la dilucién (x 107).
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V1.3.3 Reactividad contra rTcCRT de sueros humanos positivos y negativos,
en ensayos de ELISA indirecto.

Posterior a la estandarizacion del ensayo de captura, los sueros humanos
seropositivos y seronegativos fueron analizados por este método. Se observo un
aumento en la reactividad con rTcCRT al estar capturada con el anticuerpo
monoclonal (Figuras 12A y 12B).
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Figura 12: “Ranking” de reactividad en ELISA indirecto de sueros humanos

positivos y negativos contra rTcCRT. Sueros positivos (A) y negativos (B). Cada
barra representa un individuo.

VI1.3.4 Sensibilidad del ELISA de captura.

Para visualizar mejor la sensibilidad del sistema, y considerando los
resultados resumidos en la Figura 12, se seleccionaron 4 sueros positivos y 4
negativos, de alta y baja reactividad, para reanalizarlos en el ensayo de captura.
Esto permiti6 observar reactividad indeseada contra el anticuerpo monoclonal

E2G7, como se resume en las Figuras 13A y 13B.
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Figura 13: Analisis de la reactividad de sueros humanos positivos y
negativos, con rTcCRT, en ELISA indirecto. Se analizaron sueros positivos y
negativos de alta reactividad (A), y de baja reactividad (B) en el ensayo de
captura, mostrado en la Figura 12. Las barras de cada conjunto, de izquierda a
derecha, representan reactividad con rTcCRT capturada por E2G7, con E2G7
solo, con PBS-SOYA y con extracto de epimastigotes. Cada conjunto de barras
representa un suero humano, los dos primeros conjuntos de cada figura
corresponden a sueros positivos y los dos siguientes a sueros negativos.

VI.3.5 Determinacion del origen de la reactividad contra E2G7.

Para determinar el origen de la reactividad contra E2G7, se analizo la
inmunosonda utilizada en este ensayo (IgG de conejo anti inmunoglobulinas
humanas). Como se observa en la Figura 14, al aumentar la concentracién de
E2G7, se observa un incremento proporcional de la reactividad con la

inmunosonda.
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Figura 14: ELISA directo para medir reactividad de IgG de conejo anti
inmuboglobulinas humanas, con el anticuerpo monoclonal E2G7.
Concentraciones expresadas en log, de la dilucién, los controles fueron PBS-
SOYA y un suero normal humano (SNH). La reactividad de la inmunosonda (IgG
de conejo anti inmunoglobulinas humanas), con E2G7, se representa en la primera
barra de cada conjunto. Como control (2° barra), se incluy6 1gG de cabra anti 1IgG
de raton.

VI.3.6 Analisis de una nueva inmunosonda, IgG de cabra anti IgG humana,

absorbida con inmunoglobulinas murinas.

Para eliminar la reactividad contra E2G7 de la IgG de conejo anti
inmunoglobulinas humanas, se us6 una IgG de cabra anti IgG humana, absorbida
con inmunoglobulinas murinas. Los resultados se resumen en la Figura 15. Se

observa una drastica disminuciéon de la reactividad cruzada indeseada.
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Figura 15: ELISA directo para medir reactividad con E2G7, de IgG de cabra,
absorbida con inmunoglobulinas murinas, anti IgG humana. Concentraciones
log, de la dilucién y contro PBS-SOYA. La reactividad de la inmunosonda con
E2G7, se representa en la primera barra de cada conjunto. Como control (2°
barra), se incluy6 1gG de cabra anti IgG de ratén.

Luego, se evalud la actividad biolégica remanente de la IgG de cabra,
absorbida con inmunoglobulinas murinas, anti IgG humana. Se observa que el
reactivo mantuvo su reconocimiento de las inmunoglobulinas humanas, como se

observa en la Figura 16.
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Figura 16: ELISA directo para medir reactividad con un suero humano de IgG
de cabra, absorbida con inmunoglobulinas murinas, anti IgG humana. Control
PBS-SOYA. Las barras representan la reactividad de la inmunosonda.
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V1.3.7 Reactividad de sueros humanos positivos y negativos contra rTcCRT
en ensayo de ELISA indirecto, usando como inmunosonda IgG de cabra,

absorbida con inmunoglobulinas murinas anti IgG humana.

Después de validar la inmunosonda anti IgG humana, absorbida con
inmunoglobulinas murinas, se repitid el ensayo de captura de rTcCRT con E2G7.
TcCRT capturado en esta matriz sélida, se hizo reaccionar con los sueros
humanos positivos y negativos (Figuras 17A y 17B). Estos resultados deben

compararse con aquellos mostrados en las Figuras 12Ay 12B.
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Figura 17: “Ranking” de reactividad en ELISA indirecto de sueros humanos
positivos y negativos con rTcCRT. Sueros positivos (A) y negativos (B). Cada
barra representa un individuo. Como inmunosonda se usé IgG de cabra anti IgG
humana, absorbida con inmunoglobulinas murinas.

VI.3.8 Andlisis de un suero negativo que presentd alta reactividad en el

ensayo de captura mostrado en la Figura 17.
Como se aprecia en la Figura 17B, un suero negativo (SNH 26), mostré

una elevada reactividad en el ensayo de captura. El suero fue reanalizado, y se
observo una elevada reactividad con el anticuerpo monoclonal E2G7 (Figura 18).
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Figura 18: Anédlisis de la reactividad de un suero humano negativo con
rTcCRT, ELISA indirecto. Las barras de cada conjunto, de izquierda a derecha,
representan reactividad con rTcCRT capturada con E2G7, con E2G7 solo, y con
PBS-SOYA. Cada conjunto de barras representa una diluciéon del suero analizado,
el primero 1/400 y el segundo 1/800.

VI.3.9 Reactividad de sueros humanos positivos y negativos con rTcCRT en
ensayo de ELISA indirecto, usando como inmunosonda IgG de cabra,
absorbida con inmunoglobulinas murinas, anti IgG humana, y determinando

el ruido basal segun la reactividad de cada suero con E2G7.

Después de comprobar que los sueros humanos son capaces de
reaccionar con el anticuerpo monoclonal E2G7, éstos fueron reevaluados en el
ensayo de captura, pero la determinacién del ruido basal se hizo en base a la
reactividad de cada suero con el anticuerpo monoclonal E2G7 (Figura 19).
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Figura 19: “Ranking” de reactividad en ELISA indirecto de sueros humanos
positivos y negativos con rTcCRT. Sueros positivos (A) y negativos (B). Cada
barra representa un individuo. Como inmunosonda se uso IgG de cabra, absorbida
con inmunoglobulinas murinas, anti IgG humana. El ruido basal fue determinado
en base a la reactividad de cada suero con E2G7.

El que rTcCRT es efectivamente capturada en este sistema, se demuestra

en los resultados resumidos en la Figura 10.

VI.4 Validacion del uso de anticuerpos policlonales anti rTcCRT, como
agentes de captura de la proteina recombinante y de su contraparte nativa
(nTcCRT).

VI.4.1 ¢Detecta E2G7 rTcCRT o nTcCRT capturada por anticuerpos

policlonales?

Se usO anticuerpos policlonales lapinos anti rTcCRT, unidos a la fase
sélida, para intentar capturar rTcCRT y nTcCRT (presente esta Ultima en extracto
de epimastigotes). A pesar que el anticuerpo monoclonal E2G7 generd una alta
sefal con la proteina recombinante, no detecté proteina nativa en este sistema
(Figura 20).
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Figura 20: E2G7 detecta rTcCRT capturada por anticuerpos policlonales. La
primera barra representa la reactividad de E2G7 con los pocillos tratados con
extracto parasitario, la segunda con rTcCRT. La reactividad de E2G7 con
inmunoglobulinas policlonales determiné el ruido basal, lo que permitié expresar
los resultados en delta DO.

VI1.4.2 Comparacién de la reactividad, en ELISA, de sueros humanos selectos

usando rTcCRT y extracto parasitario completo como fuentes antigénicas.

En base a los resultados resumidos en la Figura 19, se seleccion6 dos
sueros positivos y dos negativos de alta reactividad, y dos positivos y dos
negativos de baja reactividad, para analizarlos en ELISA de captura con
anticuerpos policlonales, usando como fuente antigénica rTcCRT y extracto de
epimastigotes (Figura 21).
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Figura 21: Analisis de la reactividad, en ELISA de captura con anticuerpos
policlonales, de sueros humanos selectos, usando rTcCRT y extracto
parasitario, como fuentes antigénicas. En cada conjunto de dos barras, la
primera representa la reactividad de los sueros con los pocillos tratados con el
extracto parasitario, mientras que la segunda representa la reactividad con
rTcCRT. Los cuatro primeros conjuntos representan sueros humanos (dos
positivos y dos negativos) de alta reactividad, y los cuatro siguientes (dos positivos
y dos negativos) de baja reactividad. El Udltimo conjunto corresponde a la
reactividad de E2G7, como control.

En este experimento preliminar se observa que, sélo cuando se usa el
extracto parasitario como fuente antigénica, se produce una discriminacion,
concordante con los criterios de positividad, establecidos por la fuente nacional de

referencia (ISP).

VI.5 Definicién del valor de anticuerpos policlonales anti rTcCRT, como
fuente de captura antigénica en ELISA.

V1.5.1 Reactividad de sueros humanos positivos y negativos usando extracto

parasitario como fuente antigénica en ELISA de captura con anticuerpos
policlonales anti rTcCRT.
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Los resultados preliminares mostrados en la Figura 21 sugirieron que la
proteina nativa, capturada desde extracto parasitario con inmunoglobulinas
policlonales, seria capaz de discriminar entre los individuos seronegativos y
seropositivos. Este Ultimo ensayo nos llevo al analisis de reactividad de todos los

sueros con este método, como muestra la Figura 22.
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Figura 22: Ranking de reactividad en ELISA indirecto de sueros humanos
positivos y negativos, usando como fuente antigénica extracto parasitario
completo. Sueros positivos (A) y negativos (B) (criterio ISP). Cada barra
representa un individuo. Como inmunosonda se us6 IgG de conejo anti IgG
humana. El ruido basal fue determinado en base a la reactividad de cada suero
con inmunoglobulinas policlonales lapinas.

La Figura 22 muestra resultados concordantes con los presentados en la
Figura 21.

VI.5.2 ¢(Es nTcCRT, capturada por los anticuerpos policlonales lapinos,

responsable de la discriminacion entre sueros positivos y negativos?

Para comprobar que efectivamente el ensayo de captura con
inmunoglobulinas policlonales lapinas fue capaz de discriminar entre ambos
grupos de individuos en base a sus reactividades con nTcCRT, se realizé un
ensayo en que se seleccionaron ocho sueros positivos y ocho sueros negativos.
Estos se reevaluaron en el mismo ensayo, incluyendo la reactividad de estos

sueros con pocillos sensibilizados con inmunoglobulinas policlonales lapinas
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generadas en animales inoculados sélo con coadyuvante de Freund (la misma
dosis usada en las inmunizaciones que incluyeron rTcCRT como antigeno). La

Figura 23 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 23: ELISA de sueros positivos y negativos en pocillos sensibilizados
con inmunoglobulinas policlonales lapinas anti rTcCRT e inmunoglobulinas
inespecificas, ambos tratados con extracto parasitario, como fuente
antigénica. Las tres barras de cada conjunto, de izquierda a derecha,
representan: 1) la reactividad de los sueros humanos con los pocillos
sensibilizados con inmunoglobulinas policlonales anti rTcCRT, seguido de extracto
parasitario; 2) lo mismo que 1, pero sin extracto y, 3) con extracto parasitario
capturado por inmunoglobulinas generadas en animales inoculados con
coadyuvante de Freund. Cada conjunto de barras representa el resultado obtenido
con un suero humano. Los ocho primeros conjuntos corresponden a sueros
positivos y los ocho siguientes a sueros negativos (segun criterio ISP).

Sorprendentemente, tanto el uso de inmunoglobulinas policlonales
especificas como inespecificas, discriminé entre los sueros positivos y negativos

(ver discusion).
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VI.6 Relacion entre el ensayo de ELISA directo con extracto completo de
epimastigotes y el ELISA de captura de rTcCRT, con el anticuerpo

monoclonal E2G7.

Finalmente, los resultados mostrados en las Figura 7 y Figura 19, pueden
usarse para relacionar la reactividad de los sueros negativos y positivos, en los
ensayos directo (extracto completo de epimastigotes) y de captura (rTcCRT).
Aunque no hubo correlacion entre ambos ensayos (p > 0,05), en las Figuras 22A
y 22B, representativas de dos experimentos independientes, se observa que el
ELISA directo discrimina entre individuos seropositivos y seronegativos, mientras
que el indirecto no discrimina entre estos individuos y sefala la presencia de

anticuerpos anti TcCRT, en individuos seronegativos (criterio ISP).
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Figura 24: Relaciéon entre el ensayo directo con extracto de epimastigotes y
el ensayo de captura de rTcCRT con E2G7. En la abscisa se representan los
resultados en delta DO para el ensayo de captura de rTcCRT, y en la ordenada los
resultados en DO para el ensayo directo con extracto parasitario. Las rectas
representan los valores de corte para cada ensayo. En la Figura 24A la dilucién
de los sueros evaluados con extracto parasitario es 1/1.600, y en la Figura 24B, la
dilucién es 1/800.
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VII. DISCUSION

La Enfermedad de Chagas estd presente en una extensa area de
Latinoamérica, pero las manifestaciones de la enfermedad y sus caracteristicas
epidemioldgicas varian entre las zonas endémicas. Ademas, existe una amplia
diferencia en la prevalencia, caracteristicas parasitarias, patologia clinica, vectores
y reservorios. Mas que cualquier otra enfermedad parasitaria, la Enfermedad de

Chagas se relaciona al desarrollo social y econémico.

La infeccion parasitaria esta controlada por una respuesta inmune innata y
por mecanismos especificos de inmunidad, tanto celulares como humorales. La
respuesta humoral generada contra T. cruzi se basa en la produccion de
anticuerpos contra una serie de antigenos parasitarios. Es por esta razon que para
la Enfermedad de Chagas el inmunodiagndstico es de uso masivo, ya que la gran
mayoria de los individuos infectados produce anticuerpos contra una gran
variedad de antigenos parasitarios. La mayoria de estas pruebas convencionales
utiliza una mezcla compleja de antigenos parasitarios (IHA y ELISA) o el parasito
completo (IFl), lo que incrementa la capacidad de identificar la infeccion aunque
los niveles de anticuerpos sean bajos, pero aumentan las probabilidades de
obtener falsos positivos, debido a la presencia de reacciones cruzadas con otras

parasitosis, como Leishmania spp. o T. rangeli (WHO, 2002).

Se recuerda que en esta Memoria de Titulo los términos “seropositividad”
o “positividad” y “seronegatividad” o “negatividad”, se referiran al criterio usado por
el ISP.

En relacion a los inmunodiagndsticos convencionales, el ensayo ELISA
directo, contra extracto completo de epimastigotes, fue capaz de detectar la
heterogeneidad de una respuesta policlonal poliespecifica, contra al menos varias
centenas de antigenos presentes en T. cruzi (Figura 7). Si bien esta respuesta

discrimina entre seropositivos y seronegativos, es un hecho conocido que en
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paises donde existen otras tripanosomiasis, como Leishmania, T.rangeli, etc., este
tipo de ensayo carece de especificidad suficiente. Sin embargo, en Chile, la
ausencia de otras parasitosis convierte a este ensayo en un método diagnostico
atil.  Resta determinar si la presencia de Toxoplasma gondii en Chile
(aproximadamente infectando a un 25% de la poblacion) (Contreras et al, 1996),
afecta el resultado del ensayo directo contra extracto de epimastigotes,

presentado aqui.

Muchos laboratorios estan enfocando sus estudios en el desarrollo de
pruebas serologicas no convencionales, las cuales se basan en la técnica de
ELISA, y usan reactivos como proteinas recombinantes, antigenos purificados o
péptidos sintéticos. Estos reactivos han sido desarrollados con el objetivo de
aumentar la especificidad del diagnéstico seroldgico y evitar la reactividad cruzada
con otras enfermedades parasitarias. Las pruebas usadas con mas frecuencia
utilizan antigenos recombinantes individuales o mezclas de ellos. Estas pruebas
no convencionales pueden mostrar alta especificidad, pero su sensibilidad es

menor que la de la serologia convencional.

Basados en estos antecedentes, en esta Memoria de Titulo se evalué la
reactividad de sueros humanos infectados y no infectados con T. cruzi, en
ensayos inmunométricos, con rTcCRT, proteina recombinante de este parasito,
descrita y generada en nuestro laboratorio,

Previamente, se ha demostrado que TcCRT es inmunogénica, tanto en
ratones como en humanos (Ramos et al., 1991. Aguillén et al., 1997). Ademas,
al ser evaluada en ensayo ELISA directo, la proteina recombinante demuestra ser
inmunogénica en el modelo lapino (Figura 8). También se demuestra que esta
proteina recombinante es antigénica adsorbida en una matriz sélida. Esto permite
prever que inmunoglobulinas presentes en sueros humanos reconoceran esta

proteina en estas condiciones.
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En concordancia con los resultados mostrados en la Figura 8, en el
ensayo directo, los sueros humanos reconocieron rTcCRT adsorbida a una matriz
sélida (Figura 9), aunque no hubo discriminacién entre sueros positivos Yy
negativos. Este resultado podria explicarse porque, de la respuesta policlonal
generada en la infecciébn parasitaria, se seleccionan sélo anticuerpos dirigidos
contra un antigeno parasitario. Por ello, en contraste a lo observado en la Figura 7,
no es posible discriminar entre sueros positivos y negativos. Quizas, el hecho que
la proteina esté adsorbida a la placa, altere su configuracion terciaria y por ende
su antigenicidad (N6tese que en esta discucion usamos los términos antigenicidad

e inmunogenicidad en sentido estricto).

Debido a los resultados obtenidos, se desarrolld un ensayo de ELISA
indirecto o de captura, en que la proteina recombinante es presentada a los
sueros humanos capturada con un anticuerpo monoclonal, E2G7. Para el
desarrollo de este ensayo, se establece que la concentracion de 10 pg/ml de
rTcCRT, esta dentro de los rangos habituales de antigeno para ser capturado por
el anticuerpo monoclonal (Figura 10). Por cierto, este valor es variable segun la

concentracion de anticuerpo que se use para la captura antigénica.

Nuevamente se hizo evidente que tanto los sueros positivos como
negativos presentaron reactividad con rTcCRT, capturada con el anticuerpo

monoclonal, o directamente adsorbida al fondo de la placa (Figura 11).

El ensayo de captura con todos los sueros disponibles, reafirmé el hecho
gue tanto sueros positivos como negativos reaccionarian por igual con rTcCRT
(Figura 12). Estos resultados y los anteriores (Figura 11B), por ser inesperados,
sugirieron la necesidad de investigar la posibilidad de reacciones inespecificas.
Entre éstas, se investigo la reactividad de la inmunosonda lapina y de las
inmunoglobulinas humanas, con el anticuerpo monoclonal murino de captura,

como se discutird mas adelante.
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Efectivamente, el anticuerpo monoclonal E2G7 fue reconocido por la
inmunosonda lapina y/o por las inmunoglobulinas humanas (Figura 13). La causa
de esta reactividad es dificil de precisar. En el caso de los humanos, la reactividad
con inmunoglobulinas murinas es frecuente. En el caso del conejo, el proceso de
inmunizacién con inmunoglobulinas humanas, bien podria haber generado

inmunidad cruzada contra la IgG murina.

En concordancia con esto, la inmunoglobulina lapina reconocié a la
inmunoglobulina murina en una forma concentracion dependiente (Figura 14). Se
genera asi un problema serio para la interpretacion de algunos de nuestros
resultados (Figuras 11B, 12A y 12B). Esto motivo el cambio de la inmunosonda
lapina, a una nueva inmunosonda, IgG de cabra, absorbida con inmunoglobulinas
murinas, anti IgG humana. Esta no reconocié significativamente la 1gG de raton
(Figura 15), pero si IgG humanas (Figura 16). En este nuevo ensayo se probaron
los sueros positivos y negativos disponibles y, aunque se observo una disminucion
en la intensidad de la reactividad, el sistema no discriminé entre sueros positivos y
negativos (Figura 17). Por ende, persistio la interrogante sobre una posible
reactividad de los sueros humanos con la IgG murina (Figura 18).

Dada la gran dificultad para eliminar la reactividad de estos sueros con la
IgG murina, se decidi6 expresar los resultados de cada suero en un delta, que
excluye esta reactividad. Considerando este criterio, la Figura 19 resume los
resultados de la reactividad de los sueros positivos y negativos, en un ensayo de
captura de rTcCRT con el anticuerpo monoclonal. Estos resultados mostraron, una
vez mas, que rTcCRT, no discrimina entre sueros positivos y negativos. Este
resultado es persé interesante, pues el sistema inmunométrico ha sido depurado
de reactividades inespecificas. Se puede proponer, entonces, que las
reactividades observadas corresponden al reconocimiento de la CRT parasitaria
tanto por sueros positivos como negativos. Ademas, se observd una marcada

heterogeneidad, en ambos grupos, en la reactividad con rTcCRT.
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Existen numerosos factores que pueden influenciar la amplia variabilidad
que se presenta en la reactividad de los individuos seropositivos, tales como:
heterogeneidad genética (desde sexo hasta complejo HLA), cantidad del in6culo
(nimero de parasitos), constitucion genética de los parasitos inoculados (cepas y
clones), oportunidad histérica de la infeccién, nimero de infecciones y frecuencia,

entre otros (Skamene, 1985).

Ademas, existen otros factores que pueden explicar estos resultados,
tanto para individuos positivos como negativos. Los anticuerpos dirigidos contra
rTcCRT pueden ser producto de la reactividad cruzada de anticuerpos dirigidos
contra CRT de otros microorganismos, o incluso pueden ser autoanticuerpos
dirigidos contra huCRT (Sontheimer et al., 2003). Los autoanticuerpos pueden
tener su origen en enfermedades autoinmunes, pero ademas, es importante
considerar que existe en el organismo un nivel de autoanticuerpos circulantes
fisiolégico, denominados autoanticuerpos naturales (Lacroix-Desmazes et al.,
1988).

Por mas de diez afios, se ha descrito la existencia de autoanticuerpos
contra CRT humana (huCRT) en presencia de desordenes autoinmunes como
Artritis Reumatoidea, Sindrome de Sjogren, Enfermedad Celiaca, Bloqueo
Cardiaco Congénito Completo, Lupus Erimatoso Sistémico, Enfermedad de
Behset, entre otras (Sontheimer et al., 2003). Dado que TcCRT y huCRT tienen
una identidad de aprox. 50%, es posible que anticuerpos dirigidos contra huCRT,

reaccionen en forma cruzada con TcCRT.

Estas enfermedades autoinmunes estan presentes en Chile. Aunque no
existen datos sobre la prevalencia de enfermedades autoinmunes en general, si
existen datos acerca de la prevalencia de Artritis Reumatoidea, la cual afecta entre
un 1 a 1,8% de la poblacion, y de Lupus Eritematoso, del cual existen 15 a 50
casos por cada 100.000 habitantes. Es importante considerar que a nivel mundial,

la Enfermedad de Sjogren es la segunda enfermedad reumatolégica mas comun,
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después de la Artritis Reumatoidea (Base de Enfermedades de la Clinica
Alemana). Estos datos nos indican que existe la posibilidad que entre las
muestras analizadas en esta Memoria de Titulo, se encuentren pacientes que
presenten alguna de estas enfermedades, sin estar necesariamente infectados

con T. cruzi.

En relacion a los anticuerpos naturales, se ha descrito la presencia de
anticuerpos en suero de individuos sanos en ausencia de inmunizacion con
antigenos especificos. Caen, por lo tanto, en la categoria de anticuerpos
naturales. Cuando los anticuerpos naturales reaccionan con antigenos propios, se
les denomina autoanticuerpos naturales. Una serie de funciones se han propuesto
para estos autoanticuerpos bajo condiciones fisiolégicas, como inmunidad no
especifica (actuando como opsoninas), ayudar en el proceso de eliminacién de
productos del catabolismo, propiedades antinflamatorias, entre otras (Lacroix-

Desmazes et al., 1998).

Como en los ensayos inmunométricos descritos en este documento se uso
como inmusonda anticuerpos dirigidos contra IgG humana molécula completa,
podria esperarse una reactividad cruzada con anticuerpos naturales de clase IgM,
producto de la comunidad de cadenas livianas kappa y lambda existente entre

todas las clases de inmunoglobulinas (Nisonoff, 1984).

Los autoanticuerpos reconocen un set limitado de antigenos propios que
son altamente conservados durante la evolucion, compartidos entre individuos y
conservados durante la vida. Se ha propuesto que los antigenos reconocidos por
€s0s autoanticuerpos son escenciales para la seleccion del repertorio de células T
y B, y para la mantencion de la auto tolerancia (Pashov et al., 2002).

Tanto la prevalencia de enfermedades autoinmunes y los concecuentes
autoanticuerpos generados, como la presencia de autoanticuerpos naturales,

permiten postular que, tanto en las muestras negativas como posititivas, estos
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anticuerpos podrian jugar un rol en los resultados observados. Esto implica que
los anticuerpos contra huCRT tendrian un cierto grado de reactividad con la CRT

parasitaria usada en nuestros ensayos.

Los resultados obtenidos sugirieron la necesidad de validar la capacidad
de inmunoglobulinas policlonales anti rTcCRT como agentes de captura especifica
de la proteina recombinante, y de la proteina nativa (esta Ultima presente en un
extracto de epimastigotes). Para esto se intentd capturar la proteina recombinante
y la nativa, con anticuerpos policlonales semipurificados. Curiosamente, el
anticuerpo monoclonal, a pesar de detectar la proteina recombinante, no detecto

proteina nativa (Figura 20).

En un experimento piloto, se evalud la reactividad de sueros humanos
selectos, positivos y negativos, con pocillos sensibilizados con inmunoglobulinas
policlonales lapinas anti rTcCRT, y tratados con extracto parasitario. Como se
observd discriminacion entre sueros positivos y negativos (Figura 21), fue
necesario analizar todos los sueros mediante este meétodo. Los resultados
resumidos en la Figura 22, muestran una excelente discriminacion entre ambos

grupos de individuos (Figura 22).

Para una mejor validacion del método utilizado, se evalué la reactividad de
sueros selectos con pocillos sensibilizados con inmunoglobulinas policlonales
lapinas provenientes de animales inoculados con coadyuvante de Freund. Luego
de tratar estos pocillos con extracto parasitario completo, se observo también una
discriminacion excepcional (Figura 23). Por lo tanto, no se puede postular que el
excelente nivel de discriminacién observado se deba a la reactividad con nTCCRT
capturada por inmunoglobulinas policlonales lapinas especificas, desde el extracto

de epimastigotes.

Estos resultados son paraddjicos e inmunolégicamente no

convencionales. Es necesario recordar que, posterior a la sensibilizacion con
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inmunoglobulinas policlonales, especificas anti rTcCRT o no, los sitios activos
remanentes de la fase solida fueron bloqueados con proteinas de soya. La
efectividad de estas proteinas como agentes bloqueantes ha sido ya demostrada
(Aguillon et al., 1992). Entre las posibles explicaciones para estos resultados
pueden mencionarse: 1) reconocimiento de uno o mas antigenos no identificados
de Mycobacterium bovis, presentes en el coadyuvante de Freund completo,
usado en la inmunizacién con rTcCRT y en los conejos controles. Asi, en ambos
grupos de conejos se generarian anticuerpos contra antigenos de M. bovis que
reconocerian y capturarian antigenos de T. cruzi. Los anticuerpos de los
individuos positivos reaccionarian en forma cruzada con estas moléculas putativas
bacterianas. Aun asi, debe sefalarse que estas moléculas tendrian valor para
detectar la seropositividad a T. cruzi, en humanos y, presumiblemente, en otras
especies. 2) en T. cruzi existirian moléculas con afinidad importante por
inmunoglobulinas (resisten 5 lavados con PBS-Tween 20 0,05% v/v). Esta
situacion se ha descrito en otros microorganismos, siendo ejemplos clasicos el de
la proteina A de Staphylococcus aureus (variedad Cowan 1) y el de la proteina G
de Streptococcus spp (Eliasson et al., 1989). En ambos casos la proteina
microbiana se une a la porcion Fc de las inmunoglobulinas y, 3) no podemos
descartar que las proteinas parasitarias que discriminan entre sueros humanos
positivos y negativos, tengan afinidad por las proteinas blogueadoras, en este
caso proteina de soya. Al igual que lo propuesto en 1) para el caso de M. bovis, si
son proteinas parasitarias las que discriminan, es evidente la importancia de
identificarlas y caracterizarlas. Estas posibilidades se investigaran ya fuera del

contexto de esta Memoria de Titulo.

Finalmente, se relaciond los resultados obtenidos con el ensayo directo
con extracto parasitario (Figura 7), con el ensayo de captura de la proteina
recombinante, con el anticuerpo monoclonal E2G7 (Figura 19). Se observo,
nuevamente, que el ensayo directo con extracto parasitario completo discrimina
seropositividad de seronegatividad (Figura 24), concordando con los resultados
obtenidos en el Centro de Referencia Nacional (ISP). Estos resultados ilustraron
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un nuevo hecho. Entre los sueros negativos hay un namero importante de
individuos que tienen niveles apreciables de anticuerpos contra TcCCRT. Como se
indicé anteriormente, estos anticuerpos, entre otras posibilidades, representarian
reactividad cruzada con TcCRT generada por la presencia de anticuerpos contra

huCRT, ya sea de causa autoinmune u otras, indeterminadas.

En sintesis, en esta Memoria de Titulo, se ha intentado evaluar la
reactividad de sueros humanos seronegativos y seropositivos a T. cruzi con la
CRT parasitaria. Los resultados principales sefialan que, si bien es efectivo que en
sueros humanos positivos existen anticuerpos contra TcCRT, estos representarian
una fraccibn menor de los anticuerpos antiparasitarios totales, y que estos
anticuerpos no son patrimonio sélo de los sueros positivos. Por otra parte, los
resultados sugieren fuertemente que en el parasito existen otras moléculas
inmunogénicas, contra las cuales hay anticuerpos especificos en los individuos
positivos. Estas moléculas parasitarias presentan una fuerte afinidad no especifica
(en términos inmunolégicos) por proteinas unidas a la fase solida. Esas moléculas
parasitarias, de acuerdo a los resultados presentados en esta Memoria de Titulo,
tendrian un interesante valor diagnéstico, y las posibilidades de caracterizarlas

debieran ser consideradas.
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VIIl. CONCLUSIONES

En sueros humanos positivos existen anticuerpos contra TcCRT.

Los anticuerpos anti TCCRT presentes en sueros humanos representarian

una fraccion menor de los anticuerpos antiparasitarios totales.

Los anticuerpos anti TCCRT no son patrimonio exclusivo de los sueros

positivos.

En el parasito existen otras moléculas inmunogénicas, contra las cuales hay

anticuerpos especificos en los individuos positivos.

Esas moléculas inmunogénicas presentan una fuerte afinidad no especifica
(en términos inmunoldgicos) por proteinas unidas a la fase sélida usada en

los ensayos inmunométricos.
Estas moléculas parasitarias inmunogénicas tendrian un interesante valor

diagnéstico, y las posibilidades de caracterizarlas debieran ser

consideradas.
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